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Introduccion
general

1. Antecedentes

La Endodoncia se define, segun la Sociedad Americana de Endodoncia (American
Association of Endodontists, AAE)*, como la rama de la odontologia que trata de la
morfologia, fisiologia y patologia de la pulpa dental y los tejidos perirradiculares.
Su estudio y practica engloba las ciencias basicas y clinicas, incluyendo la biologia
de la pulpa normal y la etiologia, diagndstico, prevencion y tratamiento de las
patologias y lesiones de la pulpa y alteraciones perirradiculares asociadas (AAE
2019). Dada la fisiologia de la pulpa dental, formativa e inductora de los tejidos de
la dentina y esmalte, nutritiva y homeostatica de las estructuras dentales, asi como
sensitiva y de defensa frente a la infeccion, se trata de una especialidad

fundamental de la odontologia como garante de la salud buco dental.

En los tltimo afios, la investigacion en endodoncia esta consiguiendo el desarrollo
de tratamientos avanzados en procedimientos de regeneracién del complejo
dentino-pulpar (Regenerative Endodontic Procedures, REPS) (Shamszadeh et al.
2019). Entre los avances mas prometedores, cabe destacar el desarrollo de nuevos
biomateriales sintéticos (i.e. matrices de andamiaje tisular y relleno, materiales de

obturacion y sellado) adaptados para aplicaciéon clinica, que estimulen vy

! Las siglas empleadas en esta Memoria de Tesis para hacer referencias a distintos términos corresponden a su
traduccion al inglés, tal y como se va detallando en el texto del trabajo. Se ha decidido asi para mantener la
nomenclatura conocida en el &mbito cientifico y con difusién internacional.



promuevan el proceso de regeneracion natural (Baras et al. 2019; Meschi et al.
2019; Nosrat et al. 2019).

A pesar del reconocido éxito clinico de los tratamientos de conductos
convencionales, es sabido que los dientes sometidos a este tipo de tratamiento, se
vuelven desvitalizados, fragiles y susceptibles a fracturas postoperatorias u otras
complicaciones como las reinfecciones (Kim et al. 2010). Estas complicaciones son
inevitables debido a la desvitalizacién provocada durante el tratamiento, dando
lugar a la pérdida de la homeostasis y mecanismos de defensa innatos del diente
(Fristad et al. 2004; Kim et al. 2010; Landys et al. 2015; He et al. 2017; Prati et al.
2018).

Pero ademas, complicaciones adicionales se producen cuando la patologia pulpar
afecta a un diente que se encuentra en etapa de desarrollo radicular incompleto. La
pérdida de vitalidad pulpar por infeccion bacteriana, bien por caries o traumatismos
en dientes permanentes jovenes, provoca la detencién de la formacién de dentina,
interrumpiéndose asi el desarrollo radicular, cierre apical y posterior maduracién
de los dientes. Asi, esta situacion plantea ciertas dificultades a la hora de realizar
un tratamiento clinico de endodoncia convencional (Wigler et al. 2013; Medina y
Celiz 2019).

Para hacer frente a las dificultades citadas, se han planteado alternativas de
tratamiento como la apicoformacion con hidréxido de calcio Ca(OH), (Frank 1966)
0 tapon apical de agregado de triéxido mineral (Mineral Trioxide Aggregate,
MTA) (Torabinejab y Chivian 1999). A continuacién, se describirdn ambas

técnicas.



La apicoformacion se define como el proceso de acondicionamiento tanto en el
interior del canal radicular como en los tejidos periradiculares, para favorecer la
formacion de una barrera de tejidos calcificados (Heithersay 1975). Para ello, es
necesario la limpieza y desinfeccion del conducto, seguido de la colocacion de un
material adecuado para el apice (O'Riordan et al. 1980). Diferentes compuestos y
materiales han sido utilizados con tal fin, siendo el hidréxido de calcio el que ha
presentado mayores tasas de éxito, debido a su accion biolégica favorable,
mecanismo antibacteriano y bajo coste (Frank 1966; Torneck y Smith 1970; Cvek
et al. 1992; Rafter 2005). La apicoformacién con Ca(OH), no s6lo induce la
curacion de la patologia apical, sino también el cierre del apice radicular mediante
la formacién de un tejido calcificado que actla como barrera apical, permitiendo
asi la colocacion de un material de obturacion en el interior del conducto sin que
éste sea extruido al espacio periapical (Figura 1.1). Los buenos resultados
obtenidos, se han atribuido a su efecto antibacteriano al producir “in situ” un
aumento del pH hasta valores de 12.5 (Gutmann y Heaton 1981, Granath 1987,
Andreasen et al. 2002, Rafter 2005, Trope 2010, Mohammadi y Dummer 2011).
El mecanismo de accion por el que el Ca(OH), favorece la formacion de nuevo
tejido calcificado no estd totalmente claro. Se cree que la elevada alcalinidad
producida neutraliza la acidosis provocada por la inflamacidn, favoreciendo asi la
mineralizacion. También se ha relacionado su accién con la gran cantidad de iones
calcio liberados, creyéndose por tanto que la conjuncion de un pH elevado y una
alta concentracion de iones de calcio son favorables para la proliferacion celular y

aposicién de tejidos calcificados en el apice radicular (Chong y Pitt 1992)
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Figura 1.1. Esquema descriptivo de la técnica de apicoformacion con Ca(OH)s,.

Sin embargo, esta técnica de apicoformacién con Ca(OH), presenta varios
inconvenientes. Andreasen (Andreasen et al. 2002) observé cdmo la resistencia a la
fractura de la dentina radicular se reducia de forma significativa después de un
periodo de exposicion al hidroxido entre 6 meses y un afio (Doyon et al. 2005).
Ademas, este procedimiento requiere de una excelente colaboracion del paciente
debido a la necesidad de visitas mualtiples programadas durante varios meses
(Kleier y Barr 1991; Mohammadi y Dummer 2011).

En la década de los afios 90, el agregado de trioxido mineral (MTA), fue propuesto
por Torabinejab (Torabinejab y Chivian 1999), como un buen material alternativo
para la creacion de una barrera apical artificial en dientes con necrosis pulpar y

apices abiertos. Dicha barrera permite la compactacién del material de obturacion,



finalizando el tratamiento en s6lo dos citas (Simon et al. 2007; Witherspoon et al.
2008; Mente et al. 2009). Asi, son numerosos los estudios que han indicado que el
tratamiento de apicoformacién con MTA tiene una alta tasa de éxito con un
nimero muy reducido de citas y tiempo (Rafter 2005; Simon et al. 2007; Mente et
al. 2009; Chala et al. 2011; Torabinejab et al. 2018). Ademas, el MTA presenta
buena capacidad de sellado (Torabinejab et al. 1995; Al-Kahtani et al. 2005),
biocompatibilidad y bioactividad (Mitchell et al. 1999; Tomson et al. 2007), asi

como capacidad antibacteriana (Eldeniz et al. 2006) (Figura 1.2).

Estudios clinicos comparativos a corto plazo han informado una tasa de éxito para
el tratamiento de apicoformacion con Ca(OH), de entre 73 y 100%, y de entre 70 y
100% para MTA con o sin apo6sito de Ca(OH), intermedio (EI-Meligy y Avery
2006, Pradhan et al.2006, Damle et al. 2012, Bonte et al.2015; Kandemir et al.
2019). Sin embargo, a pesar de las buenas tasas de éxito, ambos procedimientos
carecen de potencial para restaurar la vitalidad del tejido pulpar dafiado, no
promoviendo asi el desarrollo radicular que ha sido interrumpido, permaneciendo
por tanto, las paredes radiculares muy cortas y delgadas, aumentandose la
susceptibilidad a la fractura radicular (Cvek et al. 1992, Chala et al. 2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kandemir%20Demirci%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31397907
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Figura 1.2. Esquema descriptivo de la técnica de apicoformacién con MTA.

Es por ello que surge la necesidad de buscar alternativas de tratamiento que
solventen las carencias de los tratamientos tradicionales llevados a cabo en este
tipo de lesiones, mediante el avance de las terapias regenerativas también en el
ambito de la odontologia. Este es el origen de la aplicacion de terapias
regenerativas en endodoncia, que actualmente ya ofrecen ventajas biolégicas como
son, la promocidn de la neoformacion de tejido duro con el consiguiente desarrollo
y maduracién del apice, asi como el engrose de las paredes radiculares (Neha et al.
2011).

2. Procedimientos de regeneracion en endodoncia (Regenerative
Endodontic Procedures, REPS)

Las terapias de regeneracion en endodoncia consisten en tratamientos con
fundamentos bioldgicos disefiadas para reparar estructuras dafiadas o enfermas,

incluyendo dentina o cemento, asi como células del complejo dentino-pulpar,



mediante la utilizacion de tejidos viables, preferentemente del mismo origen, que
permitan restaurar las funciones fisioldgicas normales del complejo dentino-
pulpar” (Wigler et al. 2013).

Entre los autores pioneros que introdujeron el concepto de regeneracion para los
tejidos dentales, cabe mencionar al Profesor Nygaard-@stby quién, en los afios 70,
evalué un método para restablecer la funcionalidad del complejo pulpo-dentinario
en un diente permanente inmaduro con necrosis pulpar (Nygaard-@stby y Hjortdal
1971). El procedimiento llevado a cabo consistia en provocar un sangrado en el
interior del canal radicular al pasar una lima de endodoncia mas alla del &pice,
revelando el examen histoldgico realizado posteriormente, que se formaba tejido
conectivo fibroso y cemento en los dientes cuyo diagndstico previo era de pulpa

vital, no ocurriendo en los casos de pulpas necroticas.

2.1. Evolucién en REPs

Los primeros avances de regeneracion tisular en endodoncia han venido de la mano
de la utilizacién de una serie de procedimientos clinicos encaminados a la
revascularizacion, siendo el resultado muy limitado respecto a la restauracion de
las estructuras fisioldgicas propiamente dichas. EI término revascularizacion fue
utilizado por primera vez por lwaya y colaboradores en 2001 (lwaya et al. 2001).
Iwaya se baso para sus primeros casos en los experimentos de revascularizacion de
reimplantes de dientes inmaduros de perros (Skoglund et al. 1978, Skoglund y
Tronstad 1981), a los que afadi6é la desinfeccion del conducto radicular con una
mezcla de antibidticos de ciprofloxacino y metronidazol (Hoshino et al. 1996, Sato
et al. 1996). Este tratamiento dio como resultado la resolucién de los signos y
sintomas clinicos y promovi6 el engrosamiento de las paredes del canal radicular y

cierre apical de los dientes permanentes inmaduros.



Posteriormente, el protocolo de revascularizacién fue propuesto por Banchs y
Trope (Banchs y Trope 2004). Este protocolo se basa en los experimentos de
revascularizacion (Kling et al. 1986), desinfeccion del conducto radicular (Hoshino
et al. 1996) e induccién de sangrado en el espacio del canal radicular (Nygarrd-
OstbyyHjortdal1971).

Banchs y Trope afiadieron la minociclina a la pasta antibiética utilizada por Iwaya
y cols. (lwaya et al. 2001), siendo conocida como triple pasta antibidtica (Triple
Antibiotic Paste; TAP). Ademas, como sellado coronal se utilizé el MTA en lugar
del ionémero de vidrio. Este protocolo ha sido ampliamente adoptado en muchos
estudios posteriores en la literatura, ya que también demostré resolucion de
sintomas y signos clinicos, ademas de promover engrosamiento de las paredes del

canal y cierre apical de dientes permanentes inmaduros.

Ya en 2007, el concepto de endodoncia regenerativa como terapia capaz de
remplazar de forma predecible estructuras dafiadas, enfermas o perdidas, a través
de tejidos viables, restaurando las funciones fisiologicas normales del complejo
dentino-pulpar, fue adoptado por la AAE (Murray et al. 2007) como terapia
alternativa de tratamiento a la tradicional apicoformacion con Ca(OH), o MTA en

dientes permanentes inmaduros con pulpas necréticas (Hargreaves et al. 2008).

2.2. Bases bioldgicas de la ingenieria de tejidos en endodoncia

Desde una perspectiva bioldgica, el objetivo de la endodoncia regenerativa
aplicada en clinica actualmente es el de prevenir (terapia pulpar vital) y/o tratar la
periodontitis apical (Hargreaves y Cohen 2011). Los procedimientos actuales de
regeneracién pulpar estan basados en la conservacion de las células y moléculas de

sefializacion supervivientes en el complejo dentino-pulpar, mediante el



reclutamiento, multiplicacion y diferenciacion de las mismas a células formadoras
de tejidos que sean capaces de restablecer la funcion fisiolégica perdida
(Sonoyama et al. 2008). Aln no es bien conocido qué ocurre a nivel celular tras la
aplicacién de los diferentes protocolos de tratamiento propuestos, pero se conoce
que al igual que en el tratamiento de conductos convencional, es de crucial
importancia la reduccion de la infeccion mediante el uso de una combinacion de
medicamentos (Chen et al. 2012; Fouad 2017).

Las bases bioldgicas de la ingenieria de tejidos implican el correcto ensamblaje de
una triada de elementos, entre los que se encuentran: células madre progenitoras,
moléculas sefializadoras y biomateriales (Figura 1.3). Esto implica el estudio y
comprension de los distintos eventos biolégicos y fisiol6gicos asociados al proceso
de regeneracion que orienten la seleccion adecuada de los elementos implicados
(Tatullo et al. 2019).

Distintos tipos de células madre adultas han sido identificados en los tejidos
dentales. Entre ellas, las células madre de la pulpa dental (Dental Pulp Stem Cells;
DPSCs) han sido las mas utilizadas en los estudios por su demostrada capacidad de

diferenciacion y formacién de nuevo tejido pulpar (Bakhtiar et al. 2018)

El reclutamiento de células madre / precursoras, asi como su diferenciacién a
células generadoras de tejido pulpar, requiere la accion de moléculas sefializadoras
que, bien pueden ser liberadas por los biomateriales o proceder de la matriz de
dentina (Hilkens et al. 2015). Entre estas moléculas, es conocido que el factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF-2), el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) vy el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) promueven la
angiogénesis y la regeneracion de tejido pulpar (Kim et al. 2010). Tratamiento de

células madre mesenquimales (Mesenchymal Stem Cells; MSC) con FGF-2 antes


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bakhtiar%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30267369

de su implantacion mejora la angiogénesis en construcciones de tejidos a través de
VEGF (Gorin et al. 2016). En cuanto a la diferenciacion celular, proteinas
morfogenéticas dseas BMP-2 y BMP-4 promovieron sinérgicamente la
diferenciacién de odontoblastos y la formacion de dentina (Nakashima 1994;
Prescott et al. 2008).

El tercer componente consiste en un biomaterial disefiado especificamente para
promover la adhesion, supervivencia, proliferacion, migracion y / o diferenciacion
de las células. Sus propiedades se adaptaran en funcion de la naturaleza del tejido a
regenerar (Mele et al. 2016). A diferencia de los tratamientos de revascularizacion,
los tratamientos de regeneracion requieren la incorporacion de un biomaterial, con
0 sin células madre precursoras, en el espacio endoddncico. En el caso de los
tratamientos sin trasplante celular, el biomaterial debe funcionalizarse
incorporando moléculas bioactivas que se difundiran a través del canal radicular,

para atraer células necesarias para el proceso de regeneracion.

Asi, aungque ya se han propuesto algunos biomateriales como quitosano, gelatina o
colageno entre otros (Albuquerque et al. 2014; Conde et al. 2015), existe un gran
interés en el disefio y desarrollo de materiales avanzados que mimeticen las

estructuras naturales de la matriz extracelular.

De acuerdo con los postulados del Prof. Williams, la ingenieria de tejidos es la
creacién de nuevos tejidos para la reconstruccién terapéutica del cuerpo humano,
mediante la estimulacion deliberada y controlada de células diana seleccionadas a
través de una combinacién sistematica de moléculas sefializadoras (Williams
2014). Aungue esto no implica directamente la utilizacion de biomateriales, es
obvio que la vehiculizacion de estas moléculas hasta la células no tiene lugar en el
vacio por lo que debe existir un agente trasportador que controle, con una precision

espacio-temporal, los procesos relevantes.



Por tanto, los procedimientos de regeneracion, requieren de la utilizacién de un
biomaterial, también denominado matriz de soporte o andamiaje que simule a la
matriz extracelular natural (Ducret et al. 2017).
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Figura 1.3. Representacion de la triada de elementos basicos en ingenieria de tejidos.

2.3. Indicaciones terapéuticas actuales para la realizacion de los

procedimientos REPs

Actualmente, las opciones terapéuticas disponibles hacen que no todos los casos
clinicos sean candidatos a ser sometidos a tratamientos REPs. De forma similar a
cualquier otra intervencion de endodoncia convencional, debe realizarse una
evaluacion y diagnostico previo del paciente teniendo en cuenta determinados

factores como, el estadio de desarrollo radicular, edad del paciente, extension e



historia de la infeccidn endoddéncica, asi como la restaurabilidad de la corona entre
otros (Laureys et al. 2013).

Segun la AAE (AAE 2018) serian candidatos adecuados para recibir tratamientos
REPs aquellos dientes permanentes que presenten tejido pulpar necrético y apice
radicular inmaduro, que permita la provocacion de sangrado suficiente para llenar
el canal radicular. Asi, si nos basamos en la clasificacion de desarrollo radicular de
Cvek (Cvek 1992), estaria indicado realizar el tratamiento REPs (Figura 1.4) en la
etapa 1 (menos de la mitad de la raiz formada y apice abierto), etapa 2 (formada la

mitad de la raiz y apice abierto) y etapa 3 (2/3 de la raiz formada y apice abierto).

Etapal Etapa 2 Etapa 3 Etapa 4

Figura 1.4. Clasificacion de desarrollo radicular de Cvek (Cvek 1992), (Figura modificada de Cvek 1992).

Sin embargo, cuando el diente se encuentra en la Ultima etapa de desarrollo
radicular de Cvek (Etapa 4; raiz casi completa con el apice abierto), debe ser
valorada la posibilidad de tratamiento con tapén apical de MTA, opcion de
tratamiento que estaria indicada en los casos que sea necesario la colocacion de

aditamentos como postes que aseguren la reconstruccion coronal (Kim et al. 2018).



Por tanto, un reto importante al que se enfrenta la practica clinica en endodoncia
regenerativa, es mejorar los tratamientos REPs para que puedan ser aplicados a un
mayor numero de pacientes, al incluir casos con dimensiones apicales mas
pequefias, es decir, apice apical maduro o dientes multirradiculares que presentan
mayor complejidad anatémica y de desinfeccion (Ove 2014; He et al. 2017). En
definitva, aunque la principal y Unica indicacion actual para este tipo de
tratamientos sea dientes con necrosis pulpar en apices inmaduros, la investigacion
esta avanzando para conseguir un prondéstico predecible en apices maduros, con el
fin de devolver la funcionalidad perdida a un diente que ha sufrido necrosis pulpar
(Kandemir et al. 2019).

2.4. Protocolos REPs realizados en clinica actualmente

Actualmente, no hay pautas basadas en la evidencia para respaldar un protocolo
que proporcione un pronoéstico favorable y predecible en el tratamiento de este tipo
de casos (Wigler et al. 2013). Por lo tanto, las técnicas en regeneracion pulpar son
aplicaciones diversas de un procedimiento comln gue se inicia en una primera
sesion de tratamiento de desinfeccion con el objetivo de controlar y disminuir lo

maximo posible la carga bacteriana (Fouad 2017).

En la segunda sesion clinica (entre 2 y 4 semanas después) (Banchs y Trope 2004;
Iwaya et al. 2001; Thibodeau y Trope 2007; Chen et al. 2012) y siempre y cuando
hayan desaparecido tanto signos como sintomas de periodontitis apical (Huang
2008), se procede a la eliminacion de la medicacién intraconducto mediante
irrigacién suave con hipoclorito de sodio, NaOCI, e irrigacion final con &cido

etilendiaminotetraacético, EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid; EDTA) antes


https://www.linguee.es/ingles-espanol/traduccion/ethylenediaminetetraacetic+acid.html

de la provocacion del sangrado (Vishwanat et al. 2017). El siguiente paso es el de
irritacion y provocacion de sangrado que inunde el canal radicular (Miller et al.

2012) y formacion de coagulo sanguineo (Jung et al. 2008; Reynolds et al. 2009)
que actle como estructura de soporte para las células y la formacion de nuevo
tejido (Nosrat et al. 2011). Una vez estabilizado el coagulo de sangre, se coloca en
la parte superior una pieza de biomaterial de colageno (Petrino et al. 2010;
Jeeruphan et al. 2012; Nagata et al. 2014) para servir como matriz de soporte para
la colocacion de aproximadamente 3 mm de material MTA como material de
sellado (Torabinejad y Parirokh 2010; Chen et al. 2012).

Aungue se ha descrito el procedimiento general, la Tabla 1.1 detalla como en la
practica existe una gran variabilidad a la hora de elegir la concentracion, farmacos
0 soluciones desinfectantes, provocacion o no de sangrado, etc. Esto hace muy
complicado el relacionar y comparar los resultados obtenidos. Ademas, como se
apunto al principio del apartado, no sélo el protocolo a seguir debe ser tenido en
cuenta, sino que también es necesario la evaluacién de otros factores como la
severidad y duracién de la infeccién, edad del paciente o etapa de desarrollo de la
raiz (Saoud et al. 2014, Lin y Kahler 2017).
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2.5. Retos actuales en REPs

La AAE (AAE 2018), recoge que el éxito de un tratamiento REPs se mide en
funcién de la consecucion de tres objetivos. EI primer y principal objetivo, es
eliminar los signos y sintomas de infeccion, asi como evidenciar la curacion de la
patologia periapical. Los autores, Tong (Tong et al. 2017) y Torabinejad
(Torabinejad et al. 2017) en sendas revisiones sistematicas indican que dicho
objetivo de curacidn periapical se logra para un 91-94% de los casos con el control
de la infeccion sin que encuentren especialmente critico el protocolo de

desinfeccion utilizado.

El segundo objetivo, al cual se considera deseable pero no esencial, es que se
produzca un aumento del grosor y longitud de la pared dentinaria de la raiz. La
mayoria de los estudios (Kim et al. 2018) coinciden en que los procedimientos de
revascularizacion presentan potencial para promover el engrosamiento de las
paredes del canal y/o desarrollo continuo de raices inmaduras de dientes
permanentes, aunque estas observaciones no siempre son predecibles (Silujjai vy
Linsuwanont 2017).

El tercer y Ultimo objetivo, es conseguir una respuesta positiva a las pruebas de
sensibilidad pulpar. La naturaleza de los tejidos formados en el espacio
intraconducto no es facil de dilucidar ya que sélo puede conocerse mediante
estudios histoldgicos (Jung et al. 2008; Wang et al. 2010; Martin et al. 2014).
Observaciones histoldgicas en estudios en modelos animales, muestran que las
paredes dentinarias se cubrieron con una capa de cemento, neo-ligamento y una
estructura de osteoide tras tratamientos de revascularizacién (Wang et al. 2010;
Nosrat et al. 2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silujjai%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28132710
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De lo anterior, se puede concluir que el primer y segundo objetivo pueden ser
alcanzados con la aplicacion de los protocolos REPs actuales, sin embargo, la
regeneracion propiamente dicha correspondiente a un tejido pulpo-dentinario
plenamente estructurado y funcional aiin no se ha conseguido tras aplicacion de los
citados protocolos (El-Ashiry et al. 2018).

Por tanto, esto sugiere que los procedimientos REPs utilizados no son plenamente
satisfactorios, reclamando la investigacion nuevos desarrollos en ingenieria de
tejidos considerando los tres pilares fundamentales en los que se basa: el estudio
del aislamiento y potencial de células progenitoras tanto exégenas como enddgenas
(Egusa et al. 2012), la comprension y actuacion de los distintos factores de
crecimiento y biomoléculas responsables de una adecuada sefializacion (Kuashik et
al. 2016; Mari-Beffa et al. 2017), y el desarrollo de biomateriales que estimulen la
formacién del microambiente (nicho) adecuado para asistir el proceso de
regeneracién (Gupta y Kumar 2008; Piva et al. 2014; Schmalz et al. 2016).

Este trabajo de Tesis se centra en el tercer pilar mencionado, el desarrollo de un
biomaterial biomimético, es decir, especifico para el tejido a tratar como plantilla
temporal a modo de matriz extracelular artificial, para asistir el proceso de

regeneracién del complejo dentino-pulpar.

3. Biomateriales disefiados para REPs

Como se ha indicado, el biomaterial es un elemento esencial para que se produzca
regeneracion tisular, al actuar como una plantilla temporal simulando a la matriz

extracelular del tejido a regenerar.



Estudios para aplicaciones en endodoncia regenerativa, han ensayado la utilizacion
de varios tipos de biomateriales como: i) el plasma rico en plaquetas (Platelet-Rich
Plasma; PRP) (Bezgin et al. 2015; Kawase 2015), fibrina rica en plaquetas
(Platelet-Rich Fibrin; PRF) (Hiremath et al. 2012; Chen et al. 2015; Torabinejab et
al. 2015); ii) biopolimeros naturales como el colageno (Nevins et al. 2015;
Kontakiotis et al. 2015), &cido hialurénico (Ferroni et al. 2015), quitosano
(Shresthe et al. 2014), hidrogeles peptidicos (Piva et al. 2014); iii) polimeros
sintéticos tales como acido polilactico (Polylactic Acid; PLA) (Ling et al. 2015) y
acido polilactico-co-glicolico (Poly Lactic-co-Glycolic Acid; PLGA) (Zhou et al.
2014; Chen et al. 2015) y iv) bioceramicos como hidroxiapatito de calcio (Yang et
al. 2013; Ling et al. 2015; Nevins et al. 2015), fosfato tricalcico (Zheng et al. 2011,
Varalakshmi et al. 2013), vidrios bioactivos (Zhang et al. 2015) y varias
composiciones de agregado de trioxido mineral (Kontakiotis et al. 2015; Lee et al.
2015). Actualmente, la aplicacion de estos biomateriales se encuentra en estudio,
no pudiendo confirmar con la escasa evidencia disponible que algunas de las
combinaciones utilizadas hasta el momento en distintos modelos animales sea
capaz de regenerar un tejido pulpo-dentinario bien estructurado y plenamente
funcional. La cantidad y la calidad del tejido tipo pulpa recién formado depende de
varios factores, como el tipo de biomaterial y su lugar de implantacion o el modelo

animal utilizado (Fukushima et al. 2019).

Por ello, y con el objetivo de avanzar, la tendencia de las Gltimas investigaciones
estan dirigidas a la hipétesis de que si la composicion del complejo dentino-pulpar
esta constituida mayoritariamente por hidroxiapatito de calcio y colageno (dentina)
y fibras de colageno (pulpa), lo ideal seria el disefio y fabricacion de

configuraciones de biomateriales avanzados que integren estos componentes.

El colageno tipo | es el principal componente de la matriz extracelular

(Extracellular Matrix; ECM) organica de la dentina (Feng et al. 2003; Prescott et



al. 2008) y proporciona una microestructura fibrilar que permite el anclaje y
migracion de las células madre, asi como su posterior proliferacion y la
diferenciacion a odontoblastos (Fukushima et al. 2019). Ademas, el colageno tiene
alta afinidad por las moléculas de agua y presenta por tanto propiedades
hemostaticas, baja respuesta inflamatoria (inmunogénica) del huésped y ausencia
de toxicidad (Ramshaw 2016), por lo que resulta un material muy indicado para su
utilizacion, por ello que se trate del material mas utilizado en las investigaciones
sobre REPs (Fukushima et al. 2019). Por su parte, el componente inorganico de la
dentina, el hidroxiapatito de calcio presenta alternativas muy interesantes como los
vidrios bioactivos (Bioactive Glass, BG) (Hench y Jones 2015) que exhiben
propiedades Unicas para esta aplicacion, ya que muestran capacidad de unirse a los
tejido blando y a tejido duro mediante la formacion de una capa de hidroxiapatita
carbonatada (HAC) cuando entran en contacto con fluido fisiolégico (Kokubo y
Takadama 2006).

Como version avanzada de los BG, los materiales mesoporosos basados en silice
como los vidrios bioactivos mesoporosos (Mesoporous Bioactive Glass; MBG) son
s6lidos nanoporosos ordenados con un volumen de poro y area de superficie muy
altos que han surgido como materiales prometedores para su uso en la liberacion de
farmacos, regeneracién ésea y nanomedicina (Fernandes et al. 2018). Ademas, se
estan investigando nuevos enfoques para mejorar la bioactividad de los
biomateriales introduciendo en su composicion iones con propiedades terapéuticas.
A este respecto, el elemento de Zinc (Zn) se ha propuesto como muy interesante
para asistir en el proceso de regeneracion, ya que puede actuar como un inhibidor
de las metaloproteinasas de la matriz (matrix metalloproteinases; MMP) (Toledano
et al. 2012). Ademas, también se ha descrito que este elemento puede influir en las
vias de sefializacion y producir una estimulacién metabdlica promotora de los

procesos de remineralizacién (Toledano et al. 2013). Se ha demostrado que el Zn



inhibe la desmineralizaciéon de la dentina y de alguna manera facilita la

remineralizacion del esmalte.

Ademas, se conoce que muchos de los elementos que son liberados por estos
materiales durante su degradacion en el lugar de implantacién (silicio, calcio,
sodio, fésforo, magnesio, cobre, zinc) participan en las vias de sefializacion e
interacciones intracelulares (O’Conner et al 2001; Hoppe et al. 2011). En
particular, se ha demostrado que el Zn afecta a la bioactividad, biocompatibilidad y
propiedades antimicrobianas cuando se incorporan a la estructura de varios vidrios
(Goel et al. 2013; Liu et al. 2014; Bakopoulou et al. 2016).

A pesar de las propiedades mencionadas, un reto importante en el desarrollo de los
MBG es su procesado en estructuras funcionales adecuadas para asistir y guiar la
formacién de nuevo tejido tridimensional (3D), asi como facilitar la
vascularizacion. Ademas, en el caso de la regeneracion pulpar, el biomaterial debe
tener una geometria y requerimientos mecénicos especificos para su manipulacion

e implantacion dentro de la cavidad pulpar.

Por lo tanto, la fabricacién de biomateriales hibridos formados por colageno y
MBG con estructura porosa interconectada que actien como plantilla temporal
tridimensional capaces de liberar iones Zn con propiedades sefializadoras para las
células progenitoras, se postulan altamente interesantes para mejorar los resultados
en REPs actuales. Asi, podrian disefiarse para utilizarse de la misma forma que los
rellenos dentales, colocados en contacto con la pulpa para estimular la poblacién de

células madre nativas.

Por otra parte, el uso de materiales del tipo cementos endodoénticos bioactivos

(Bioactive Endodontic Cements; BECs) en los REPs es determinante para



proporcionar un sellado coronal que separe el tratamiento realizado intraconducto
de la reconstruccién coronal (Torabinejad et al. 2018). Estos materiales, presentan
el potencial de interactuar con las células madre y los biomateriales utilizados en
REPs debido a su capacidad conductiva (Torabinejad y Parirokh 2010, Kontakiotis
et et al. 2015). Por todo ello también han sido estudiados en la presente Tesis
Doctoral. Asi, los estudios realizados han demostrado la bioactividad de los BECs
(Jiménez et al. 2018) y la conductividad del tejido duro (Parirokh et al. 2011); sin
embargo, hay pocas investigaciones basadas en evidencia sobre la efectividad de

las barreras coronales en REPs utilizando estos materiales.

El agregado de trioxido mineral (MTA) ha sido el material mas popular para el
sellado coronal en los procesos de REPs debido a su biocompatibilidad, capacidad
de sellado y adaptacion marginal; de hecho, mas del 85% de los estudios han usado
MTA para este propo6sito (Torabinejab et al. 2018). No hay estudios de resultados a
largo plazo de procedimientos REPs en humanos. De los estudios disponibles, la
mayoria ha utilizado como se ha comentado anteriormente el MTA como material
para el sellado coronal, siendo por ello el material de eleccion debido a su mayor
evidencia cientifica en comparacion con otros materiales BECs (Wigler et al.
2013, Kontakiotis et al. 2015).

Los resultados clinicos en REPs podrian mejorar y ser mas predecibles si se
consigue reconstruir el microambiente favorable para las células que intervienen en
el proceso de regeneracion. Este objetivo, se conseguird con protocolos
estandarizados y el uso de materiales que estimulen la actividad de las células
supervivientes a través de la liberacion tanto de factores intrinsecos de la dentina

como de la liberacion controlada por los biomateriales utilizados en cada caso.



4. Referencias

Andreasen JO, Farik B, Munksgaard EC. Long-term calcium hydroxide as a root
canal dressing may increase risk of root fracture. Dent Traumatol 2002;18:134-7.

Albuquerque MTP, Valera MC, Nakashima M, Nor JE, Bottino MC. Tissue-
engineering-based strategies for regenerative endodontics, J Dent Res
2014;93:1222-31.

Al-Kahtani A, Shostad S, Schifferle R, Bhambhani S. In-vitro evaluation of
microleakage of an orthograde apical plug of mineral trioxide aggregate in
permanent teeth with simulated immature apices. J Endod 2005 ;31:117-9.

American Association of Endodontists (AAE) (2019) Glossary endodontic terms.
Revised 2019. https://www.aae.org/specialty/clinical-resources/glossary-
endodontic-terms/ GlossaryOfEndodonticTerms.pdf.

American Association of Endodontists (AAE) (2018) Glossary endodontic terms.
Revised 2018. https://www.aae.org/specialty/clinical-resources/glossary-
endodonticterms/specialty/wpcontent/uploads/sites/2/2018/06/ConsiderationsForRe
gEndo_AsOfApril2018.pdf.

Bakhtiar H, Mazidi SA, Mohammadi AslS, Ellini MR, Moshiri A, Nekoofar
MH, Dummer PMH. The role of stem cell therapy in regeneration of dentine-pulp
complex: a systematic review. Prog Biomater 2018;7:249-68.

Bakopouloua A, Papachristoua E, Bousnakia M, Hadjichristoua C, Kontonasakia
E, Theocharidoua A, Papadopouloub L, Kantiranisb N, Zachariadisc G,
Leyhausend G, Geurtsend W, Koidisa P. Human treated dentin matrices combined
withZn-doped, Mg-based bioceramic scaffolds andhuman dental pulp stem cells
towards targeteddentin regeneration. Dent Mater 2016;32:€159-75.

Banchs F, Trope M. Revascularization of immature permanent teeth with apical
periodontitis: New treatment protocol? J Endod 2004;30:196-200.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andreasen%20JO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12110105
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farik%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12110105
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Munksgaard%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12110105
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12110105
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Kahtani%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15671823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shostad%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15671823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schifferle%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15671823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhambhani%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15671823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15671823
https://www.aae.org/specialty/clinical-resources/glossary-endodontic-terms/
https://www.aae.org/specialty/clinical-resources/glossary-endodontic-terms/
https://www.aae.org/specialty/clinical-resources/glossary-endodonticterms/specialty/wpcontent/uploads/sites/2/2018/06/ConsiderationsForRegEndo_AsOfApril2018.pdf
https://www.aae.org/specialty/clinical-resources/glossary-endodonticterms/specialty/wpcontent/uploads/sites/2/2018/06/ConsiderationsForRegEndo_AsOfApril2018.pdf
https://www.aae.org/specialty/clinical-resources/glossary-endodonticterms/specialty/wpcontent/uploads/sites/2/2018/06/ConsiderationsForRegEndo_AsOfApril2018.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bakhtiar%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30267369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mazidi%20S%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30267369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mohammadi%20Asl%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30267369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ellini%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30267369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moshiri%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30267369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nekoofar%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30267369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nekoofar%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30267369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dummer%20PMH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30267369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30267369

Baras BH, Sun J, Melo MAS, Tay FR, Oates TW, Zhang K, Weir MD, Xu HHK.
Novel root canal sealer with dimethylaminohexadecyl methacrylate, nano-silver
and nano-calcium phosphate to kill bacteria inside root dentin and increase dentin
hardness. Dent Mater 2019; S0109-5641:30690-6.

Bezgin T, Yilmaz AD, Celik BN, et al. Efficacy of platelet-rich plasma as a
scaffold in regenerative endodontic treatment. J Endod 2015;41:36-44.

Bonte E, Beslot A, Baukpessi T, Lasfarques J-J. MTA versus Ca(OH),in
apexification of non-vital immature permanent teeth: a randomized -clinical
trial comparison. Clinic Oral Invest 2015;19:1381-8.

Chala S, Abougal R, Rida S. Apexification of immature teeth with calcium
hydroxide or mineral trioxide aggregate: systematic review and meta-analysis. Oral
Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod 2011;112:e36-42.

Chen G, Chen J, Yang B, et al. Combination of aligned PLGA/Gelatin electrospun
sheets, native dental pulp extracellular matrix and treated dentin matrix as
substrates for tooth root regeneration. Biomaterials 2015;52:56-70.

Chen MY, Chen KL, Chen CA, et al. Responses of immature permanent teeth with
infected necrotic pulp tissue and apical periodontitis/abscess to revascularization
procedures. Int Endod J 2012;45:294-05.

Chen YJ, Zhao YH, Zhao YJ, et al. Potential dental pulp revascularization and
odonto-/osteogenic capacity of a novel transplant combined with dental pulp stem
cells and platelet-rich fibrin. Cell Tissue Res 2015;361:439-55.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baras%20BH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31387742
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sun%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31387742
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Melo%20MAS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31387742
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tay%20FR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31387742
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oates%20TW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31387742
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31387742
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weir%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31387742
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20HHK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31387742
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31387742
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chala%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21778090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abouqal%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21778090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rida%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21778090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21778090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21778090

Chong BS, Pitt Ford TR. The role of intracanal medication in root canal treatment.
Int Endod J 1992;25:97-106.

Conde MCM, Chisini LA, Demarco FF, Nor JE, Casagrande L, Tarquinio SBC.
Stem cell-based pulp tissue engineering: Variables enrolled in translation from the
bench to the bedside, a systematic review of literature, Int Endod J 2015;49:543-
50.

Cvek M. Prognosis of luxated non-vital maxillary incisors treated with calcium
hydroxide and filled with gutta-percha: a retrospective clinical study. Endod Dent
Traumatol 1992;8:45-55.

Damle SG, Bhattal H, Loomba A. Apexification of anterior teeth: a comparative
evaluation of mineral trioxide aggregate and calcium hydroxide paste. J Clin
Pediatr Dent. 2012;36:263-8.

Doyon GE, Dumsha T, Fraunhofer JA. Fracture resistance of human root dentin
exposed to intracanal calcium hydroxide. J Endod 2005;31:895-7.

Ducret M, Fabre H, Celle A, Mallein-Gerin F, Perrier-Groult E, Alliot-Licht
B, Farges JC. Current challenges in human tooth revitalization. Biomed Mater
Eng 2017;28:5159-S168.

Egusa H, Sonoyama W, Nishimura M, Atsuta I, Akiyama K. Stem cells in
dentistry--Part II: Clinical applications. J Prosthodont Res 2012;56:229-48.

El Ashiry EA, Alamoudi NM, EI Ashiry MK, Bastawy HA, ElI Derwi DA, Atta
HM. Tissue Engineering of Necrotic Dental Pulp of Immature Teeth with Apical
Periodontitis in Dogs: Radiographic and Histological Evaluation. J Clin Pediatr
Dent 2018;42:373-82.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chong%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1399059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pitt%20Ford%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1399059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1399059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Apexification+of+anterior+teeth%3A+a+comparative+evaluation+of+mineral+trioxide++aggregate++and++calcium+hydroxide++paste
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Apexification+of+anterior+teeth%3A+a+comparative+evaluation+of+mineral+trioxide++aggregate++and++calcium+hydroxide++paste
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ducret%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28372291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fabre%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28372291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Celle%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28372291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mallein-Gerin%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28372291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perrier-Groult%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28372291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alliot-Licht%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28372291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alliot-Licht%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28372291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Farges%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28372291
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=regenerative+endodontics+therapy+AND+review+AND+ingeniere+tissue
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=regenerative+endodontics+therapy+AND+review+AND+ingeniere+tissue
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Egusa%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23137671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sonoyama%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23137671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nishimura%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23137671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atsuta%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23137671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akiyama%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23137671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23137671
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El%20Ashiry%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29763345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alamoudi%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29763345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El%20Ashiry%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29763345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bastawy%20HA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29763345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El%20Derwi%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29763345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atta%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29763345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Atta%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29763345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29763345
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29763345

Eldeniz AU, Hadimli HH, Ataoglu H, Orstavik D. Antibacterial effect of selected
root-end filling materials. J Endod 2006;32:345-9.

El-Meligly OA, Avery DR. Comparison of apexification with mineral trioxide
aggregate and calcium hydroxide. Pediatr Dent 2006;28:248-53.

Feng Z, Yamato M, Akutsu T, Nakamura T, Okano T, Umezu M. Investigation on
the mechanical properties of contracted collagen gels as a scaffold for tissue
engineering. Artificial Oragans 2003;27:84-91.

Fernandes HR, Gaddam A, Rebelo A, Brazete D, Stan GE, Ferreira JMF. Bioactive
Glasses and Glass-Ceramics for Healthcare Applications in Bone Regeneration and
Tissue Engineering. Materials (Basel) 2018;12:11.

Ferroni L, Gardin C, Sivolella S, et al. A hyaluronan-based scaffold for the in vitro
construction of dental pulp-like tissue. Int J Mol Sci 2015;16:4666-81.

Fouad AF. Microbial Factors and Antimicrobial Strategies in Dental Pulp
Regeneration. J Endod 2017;43:546-S50.

Frank AL. Therapy for the divergent pulpless tooth by continued apical formation.
J Am Dent Assoc 1966;72:87-93.

Fristad 1, Molven O, Halse A. Nonsurgically retreated root filled teeth-
Radiographic findings after 20-27 years. Inter Endod J 2004;37:12-8.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eldeniz%20AU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16554209
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hadimli%20HH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16554209
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ataoglu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16554209
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orstavik%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16554209
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16554209
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fernandes%20HR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30545136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaddam%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30545136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rebelo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30545136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brazete%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30545136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stan%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30545136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20JMF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30545136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30545136
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fouad%20AF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28778502
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28778502

Fukushima KA, Marques MM, Tedesco  TK, Carvalho  GL, Gongalves
F, Caballero-Flores H, Morimoto S, Moreira MS. Screening of hydrogel-based
scaffolds for dental pulp regeneration-A systematic review. Arch Oral Biol 2019
:98:182-94,

Goel A, Kapoor S, Tilocca A, Rajagopal RR, Ferreira JMF.Structural role of zinc
in biodegradation of alkali-freebioactive glasses. J Mater Chem B 2013;1:3073-82.

Gorin C, Rochefort GY, Bascetin R, Ying H, Lesieur J, Sadoine J et al. Priming
dental pulp stem cells with fibroblast growth factor-2 increases angiogenesis of
implanted tissue-engineered constructs through hepatocyte growth factor and
vascular endothelial growth factor secretion, Stem Cells Transl Med 2016;5:392-
403.

Granath L. Hard tissue barrier formation in pulpotomised monkey teeth capped
with cyanoacrylate or calcium hydroxide for 10 and 60 minutes. J Dent Res
1987;66:1166-74.

Gupta R, Kumar A. Bioactive Materials for Biomedical Applications Using Sol-
Gel Technology. Biomed Mater 2008;3:34005-20.

Gutmann JL, Heaton JF. Management of the open (immature) apex. 2. Non-vital
teeth. Int Endod J 1981;14:173-8.

Hargreaves KM, Giesler T, Henry M, Wang Y. Regeneration potential of the
young permanent tooth: what does the future hold? J Endod 2008;34:S51-6.

Hargreaves KM, Cohen S. Vias de la pulpa. 2011.10* edicion. Editos: Louis H
Berman Capitulo 12;452. Elsevier, 2011.

He L, Kim SG, Gong Q, Zhong J, Wang S, Zhou X, Ye L, Ling J, Mao JJ.
Regenerative Endodontics for Adult Patients. J Endod 2017;43:S57-S64.

Heithersay GS. Calcium hydroxide in the treatment of pulpless teeth with
associated pathology. J Br Endod Soc 1975;8:74-93.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fukushima%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30500668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marques%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30500668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tedesco%20TK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30500668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvalho%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30500668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gon%C3%A7alves%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30500668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gon%C3%A7alves%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30500668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Caballero-Flores%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30500668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morimoto%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30500668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moreira%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30500668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30500668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3476588
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gutmann%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6949871
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heaton%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6949871
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6949871
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hargreaves%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18565373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Giesler%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18565373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Henry%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18565373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18565373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18565373
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1058189

Hench LL, Jones JR. Bioactive Glasses: Frontiers and Challenges. Front Bioeng
Biotechnol 2015;3:194.

Hilkens P, Meschi N, Lambrechts P, Bronckaers A, Lambrichts I. Dental stem cells
in pulp regeneration: Near future or long road ahead?. Stem Cells Dev
2015;24:1610-22.

Hiremath H, Saikalyan S, Kulkarni SS, Hiremath V. Second-generation platelet
concentrate (PRF) as a pulpotomy medicament in a permanent molar with pulpitis:
a case report. Int Endod J 2012;45:105-12.

Hoppe A, Guldal NS, Boccaccini AR. A review of the biological response to ionic
dissolution products from bioactive glasses and glass-ceramic. Biomaterials
2011;32:2757-74.

Hoshino E, Kurihara-Ando N, Sato | et al. In-vitro antibacterial susceptibility of
bacteria taken from infected root dentine to a mixture of ciprofloxacin,
metronidazole and minocycline. Int Endod J 1996;29:125-30.

Huang GT. A paradigm shift in endodontic management of immature teeth:
conservation of stem cells for regeneration. J Dent 2008;36:379-86.

Iwaya Sl, Ikawa M, Kubota M. Revascularization of an immature permanent tooth
with apical periodontitis and sinus tract. Dent Traumatol 2001;17:185-187.

Jeeruphan T, Jantarat J, Yanpiset K, et al. Mahidol study 1: comparison of
radiographic and survival outcomes of immature teeth treated with either
regenerative endodontic or apexification methods: a retrospective study. J Endod
2012;38:1330-6.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hench%20LL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26649290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26649290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26649290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26649290

Jiménez-Sanchez MDC, Segura-Egea JJ, Diaz-Cuenca A. Higher hydration
performance and bioactive response of the new endodontic bioactive cement MTA
HP repair compared with ProRoot MTA white and NeoMTA plus. J Biomed Mater
Res B Appl Biomater 2019;107:2109-20.

Jung 1Y, Lee SJ, Hargreaves KM. Biologically based treatment of immature
permanent teeth with pulpal necrosis: A case series. J Endod 2008;34:876-87.

Kandemir Demirci G, Kaval ME, Giineri P, Caliskan MK. Treatment of immature
teeth with nonvital pulps in adults : A prospective comparative clinical study
comparing MTA with Ca(OH),. Int Endod J 2019;9.

Kaushik SN, Kim B, Walma AM, Choi SC, Wu H, Mao JJ, Jun HW, Cheon K.
Biomimetic  microenvironments  for regenerative  endodontics.  Biomater
Res 2016;20:14.

Kawase T. Platelet-rich plasma and its derivatives as promising bioactive materials
for regenerative medicine: basic principles and concepts underlying recent
advances. Odontology 2015;103:126-35.

Kim JY, Xin X, Moioli EK, Chung J, Lee CH, Chen M, Mao, JJ. Regeneration of
dental-pulp-like tissue by chemotaxis-induced cell homing. Tissue Eng Part A
2010;16:3023-31.

Kim SG, Malek M, Sigurdsson A, Lin LM, Kahler B. Regenerative endodontics:
a comprehensive review. Int Endod J 2018;51:1367-88.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jim%C3%A9nez-S%C3%A1nchez%20MDC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30637928
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Segura-Egea%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30637928
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C3%ADaz-Cuenca%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30637928
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30637928
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30637928
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kandemir%20Demirci%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31397907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaval%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31397907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%BCneri%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31397907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%87al%C4%B1%C5%9Fkan%20MK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31397907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31397907
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaushik%20SN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27257508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27257508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walma%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27257508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Choi%20SC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27257508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27257508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mao%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27257508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jun%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27257508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheon%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27257508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27257508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27257508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29777616
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Malek%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29777616
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sigurdsson%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29777616
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lin%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29777616
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kahler%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29777616
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29777616

Kleier DJ, Barr ES. A study of endodontically apexified teeth. Endod Dent
Traumatol 1991;7:112-7.

Kling M, Cvek M, Mejare |. Rate and predictability of pulp revascularization in
therapeutically reimplanted permanent incisors. Endod Dent Traumatol. 1986;2:83-
9.

Kokubo T, Takadama H. How useful is SBF in predicting in vivo bone bioactivity?
Biomaterials 2006;27:2907-15.

Kontakiotis EG, Filippatos CG, Tzanetakis GN, Agrafioti A. Regenerative
endodontic therapy: A data analysis of clinical protocols. J Endod 2015;41:146-
154.

Landys Boren D, Jonasson P, Kvist T. Long-term survival of endodontically
treated teeth at a public dental specialist clinic. J Endod 2015;41:176-81.

Laureys WG, Cuvelier CA, Dermaut LR, De Pauw GA. The critical apical
diameter to obtain regeneration of the pulp tissue after tooth transplantation,
replantation, or regenerative endodontic treatment. J Endod 2013;39:759-63.

Lee JT, Choi SY, Kim HL, et al. Comparison of gene expression between
mandibular and iliac bone-derived cells. Clin Oral Investig 2015;19:1223-33.

Lin LM, Kahler B. A review of regenerative endodontics: current protocols and
future directions. J Istanb Univ Fac Dent 2017;51:541-S51.

Ling LE, Feng L, Liu HC, et al. The effect of calcium phosphate composite
scaffolds on the osteogenic differentiation of rabbit dental pulp stem cells. J
Biomed Mater Res A 2015;103:1732-45.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kleier%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1685990
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Barr%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1685990
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kleier+AND+Barr+1991
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kleier+AND+Barr+1991
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rate+and+predictability+of+pulp+revascularization+in+therapeutically+reimplanted+permanent+incisors
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lin%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29354308
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kahler%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29354308
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29354308

Liu L, Pushalkar S, Saxena D, LeGeros RZ, Zhang Y.Antibacterial property
expressed by a novel calciumphosphate glass. J Biomed Mater Res B: Appl
Biomater 2014;102:423-9.

Mari-Beffa M, Segura-Egea JJ, Diaz-Cuenca A. Regenerative Endodontic
Procedures: A Perspective from Stem Cell Niche Biology. J Endod 2017;43:52-62.

Martin DE, De Almeida JF, Henry MA, et al. Concentration-dependent effect of
sodium hypochlorite on stem cells of apical papilla survival and differentiation. J
Endod 2014;40:51-5.

Medina-Fernandez 1, Celiz AD. Acellular biomaterial strategies for endodontic
regeneration. Biomater Sci 2019;7:506-19.

Mele L, Vitiello PP, Tirino V, Paino F, De Rosa A, Liccardo D et al. Changing
paradigms in cranio-facial regeneration: Current and new strategies for the
activation of endogenous stem cells, Front Physiol 2016; 7: 62.

Mente J, Hage N, Pfefferle T, Koch MJ, Dreyhayupt J, Staehle HJ, et al. Mineral
Trioxide Aggregate apical plugs in teeth With open apical foramina: A
retrospective analysis of treatment outcome. J Endod 2009;35:1354-8.

Meschi N, Li X, Van Gorp G, Camilleri J, Van Meerbeek B, Lambrechts P.
Bioactivity potential of Portland cement in regenerative endodontic procedures:
From clinic to lab. Dent Mater 2019;35:1342-50.

Miller EK, Lee JY, Tawil PZ, et al. Emerging therapies for the management of
traumatized immature permanent incisors. Pediatr Dent 2012;34:66-9.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mar%C3%AD-Beffa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27986102
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Segura-Egea%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27986102
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=D%C3%ADaz-Cuenca%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27986102
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27986102
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meschi%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31345561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31345561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Gorp%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31345561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Camilleri%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31345561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Van%20Meerbeek%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31345561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lambrechts%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31345561
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31345561

Mitchell PJ, Pitt  Ford TR, Torabinejad M, McDonald F.  Osteoblast
biocompatibility of mineral trioxide aggregate. Biomaterials 1999;20:167-73.

Mohammadi Z, Dummer P. Properties and applications of calcium hydroxide in
endodontics and dental traumatology. Inter Endod J 2011;44:697-730.

Murray PE, Garcia-Godoy F, Hargreaves KM. Regenerative endodontics: a review
of current status and a call for action. J Endod 2007;33:377-90.

Nagata JY, Gomes BP, Rocha Lima TF, et al. Traumatized immature teeth treated
with 2 protocols of pulp revascularization. J Endod 2014;40:606-12.

Nakashima M. Induction of dentin formation on canine amputated pulp by
recombinant human bone morphogenetic proteins (BMP)-2 and -4, J. Dent Res
1994;73:1515-22.

Neha K, Kansal R, Garg P, et al. Management of immature teeth by dentin-pulp
regeneration: a recent approach. Med Oral Patol Oral Cir Bucal 2011;16:€997-
1004.

Nevins AJ, Cymerman JJ. Revitalization of open apex teeth with apical
periodontitis using a collagen-hydroxyapatite scaffold. J Endod 2015;41:966-73.

Nosrat A, Seifi A, Asgary S. Regenerative endodontic treatment (revascularization)
for necrotic immature permanent molars: A review and report of two cases with a
new biomaterial. J Endod 2011;37:562-7.

Nosrat A, Kolahdouzan A, Khatibi AH, Verma P, Jamshidi D, Nevins
AJ, Torabinejad M. Clinical, Radiographic, and Histologic Outcome
of Regenerative Endodontic Treatment in Human Teeth Using a Novel Collagen-
hydroxyapatite Scaffold. J Endod 2019;45:136-43.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mitchell%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10022786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pitt%20Ford%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10022786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torabinejad%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10022786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McDonald%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10022786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10022786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Murray%20PE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17368324
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garcia-Godoy%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17368324
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hargreaves%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17368324
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17368324
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nosrat%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30711168
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kolahdouzan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30711168
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khatibi%20AH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30711168
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verma%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30711168
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jamshidi%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30711168
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nevins%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30711168
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nevins%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30711168
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torabinejad%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30711168
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30711168

Nygaard-Ostby B, Hjortdal O. Tissue formation in the root canal following pulp
removal. Scand J Dent Res 1971;79:333-49.

O’Conner SM, Stenger D, Shaffer K, Ma W. Survival and neurite outgrowth of rat
cortical neurons in three dimensional agarose and collagen gel matrices. Nuerosci
Lett 2001;2001:189-93.

O'Riordan M. Apexification of deciduous incisor. J Endod 1980;6:607-9.

Ove A. Translational Opportunities in Stem Cell-based Endodontic Therapy:
Where Are We and What Are We Missing?.J Endod 2014;40:582-S85.

Parirokh M, Asgary S, Eghbal MJ, Kakoei S, Samiee M. A comparative study of
using a combination of calcium chloride and mineral trioxide aggregate as the
pulp-capping agent on dogs’ teeth. J Endod 2011;37:786-8.

Petrino JA, Boda KK, Shambarger S, Bowles WR, McClanahan SB. Challenges in
regenerative endodontics: A case series. J Endod 2010;36:536-41.

Piva E, Silva A and Jacques E. Functionalized Scaffolds to Control Dental Pulp
Stem Cell Fate.J Endod 2014;40:S33-S40.

Pradhan DP, Chawla HS, Gauba K, Goyal A. Comparative evaluation
of endodontic management of teeth with unformed apices with mineral
trioxide aggregate and calcium hydroxide. J Dent Child (Chic) 2006;73:79-85.

Prati C, Pirani C, Zamparini F, Gatto MR, Gandolfi MG. A 20-year historical
prospective cohort study of root canal treatments. A multilevel analysis. Inter
Endod J 2018; 51:955-68.

Prescott RS, Alsanea R, Fayad MI, et al. In vivo generation of dental pulp-like

tissue by using dental pulp stem cells, a collagen scaffold, and dentin matrix
protein 1 after subcutaneous transplantation in mice. J Endod 2008;34:421-26.

Rafter M. Apexification: a review. Dent Traumatol 2005;21:1-8.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nygaard-Ostby%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5315973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hjortdal%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=5315973
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Riordan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6935366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6935366
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Comparative+++evaluation+++of+++endodontic+management++of++teeth++with++unformed++apices++with++mineral++trioxide++aggregate++and++calcium++hydroxide.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rafter%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15660748
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15660748

Ramshaw, J. A. M. Biomedical Applications of Collagens. J Biomed Mater Res -
Part B Appl.Biomater 2016;104: 665-75.

Reynolds K, Johnson JD, Cohenca N. Pulp revascularization of necrotic bilateral
bicuspids using a modified novel technique to eliminate potential coronal
discoloration: A case report. Int Endod J 2009;42:84-92.

Saoud TM, Sigurdsson A, Rosenberg PA, et al. Treatment of a large cystlike
inflammatory periapical lesion associated with mature necrotic teeth using
regenerative endodontic therapy. J Endod 2014;40:2081-6.

Sato I, Ando-Kurihara N, Kota K, et al. Sterilization of infected root-canal dentine
by topical application of a mixture of ciprofloxacin, metronidazole and
minocycline in situ. Int Endod J 1996;29:118-24.

Schmalz G, Widbiller M, Galler KM. Material Tissue Interaction-From Toxicity to
Tissue Regeneration. Oper Dent 2016;41:117-31.

Shamszadeh S, Asgary S, Nosrat A. Regenerative Endodontics: A Scientometric
and Bibliometric Analysis. J Endod 2019;45:272-80.

Shrestha S, Diogenes A, Kishen A. Temporal-controlled release of bovine serum
albumin from chitosan nanoparticles: effect on the regulation of alkaline
phosphatase activity in stem cells from apical papilla. J Endod 2014;40:1349-54.

Silujjai  J, Linsuwanont P. Treatment Outcomes of Apexification or
Revascularization in Non vital Immature Permanent Teeth: A Retrospective Study.
J Endod 2017;43:238-45.

Simon S, Rilliard F, Berdal A, Machtou P. The use of Mineral Trioxide Aggregate
in one-visit apexification treatment: A prospective study. Int Endod J 2007;40:186-
97.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmalz%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26645359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Widbiller%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26645359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Galler%20KM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26645359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26645359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shamszadeh%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30803534
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Asgary%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30803534
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nosrat%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30803534
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/30803534
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silujjai%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28132710
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Linsuwanont%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28132710
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28132710

Skoglund A, Tronstad L, Wallenius K. A microangiographic study of vascular
changes in replanted and autotransplanted teeth of young dogs. Oral Surg Oral Med
Oral Pathol. 1978;45:17-28.

Skoglund A, Tronstad L. Pulpal changes in replanted and autotransplanted
immature teeth of dogs. J Endod 1981;7:309-16.

Sonoyama W, Liu Y, Yamaza T, et al. Characterization of the apical papilla and its
residing stem cells from human immature permanent teeth: a pilot study. J Endod
2008;34:166-71.

Tatullo M, Codispoti B, Sied J, Makeeva |, Paduano F, Amantea M, Marrelli
M, Spagnuolo G. Stem cells-based and molecular-based approaches in regenerative
dentistry: A topical review. Curr Stem Cell Res Ther 2019;26.

Thibodeau B, Trope M. Pulp revascularization of a necrotic infected immature
permanent tooth: case report and review of the literature. Pediatr Dent 2007;29:47-
50.

Toledano M, Sauro S, Cabello I, Watson T, Osorio R. A Zn-doped etch-and-rinse
adhesive may improve the mechanical properties and the integrity at the bonded-
dentin interface. Dent Mater 2013;29:e142-52.

Toledano M, Yamauti M, Osorio E, Osorio R. Zinc-inhibited MMP-mediated
collagen degradation after different dentine desmineralization procedures. Caries
Res 2012;46:201-7.

Tomson PL, Grover LM, Lumley PJ, Sloan AJ, Smith AJ, Cooper PR. Dissolution
of bio-active dentine matrix components by mineral trioxide aggregate. J
Dent 2007;35:636-42.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A+microangiographic+study+of+vascular+changes+in+replanted+and+autotransplanted+teeth+of+young+dogs
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A+microangiographic+study+of+vascular+changes+in+replanted+and+autotransplanted+teeth+of+young+dogs
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tatullo%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31271121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Codispoti%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31271121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sied%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31271121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Makeeva%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31271121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paduano%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31271121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amantea%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31271121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marrelli%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31271121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marrelli%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31271121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spagnuolo%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31271121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31271121
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thibodeau%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18041512
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trope%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18041512
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18041512
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Toledano%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23764024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sauro%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23764024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cabello%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23764024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Watson%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23764024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osorio%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23764024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23764024
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tomson%20PL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17566626
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grover%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17566626
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lumley%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17566626
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sloan%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17566626
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17566626
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cooper%20PR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17566626
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17566626
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17566626

Tong HJ, Rajan S, Bhuujel N et al. Regenerative endodontic therapy in the
management of nonvital immature permanent teeth: a systematic review — outcome
evaluation and meta-analysis. J Endod 2017;43:1453-64.

Torabinejad M, Smith PW, Kettering JD, Pitt Ford TR. Comparative investigation
of marginal adaptation of mineral trioxide aggregate and other commonly used
root-end filling materials. J Endod 1995;21:295-9.

Torabinejad M, Chivian N. Clinical applications of mineral trioxide aggregate. J
Endod 1999;25:197-205.

Torabinejad M, Parirokh M. Mineral trioxide aggregate: a comprehensive literature
review--part 1l: leakage and biocompatibility investigations. J Endod 2010;36:190-
202.

Torabinejad M, Milan M, Shabahang S, et al. Histologic examination of teeth with
necrotic pulps and periapical lesions treated with 2 scaffolds: an animal
investigation.J Endod 2015;41:846-52.

Torabinejad M, Nosrat A, Verma P, Udochukwu O. Regenerative Endodontic
Treatment or Mineral Trioxide Aggregate Apical Plug in Teeth with Necrotic Pulps

and Open Apices: A Systematic Review and Meta-analysis. J
Endod. 2017;43:1806-20.

Torabinejad M, Parirokh M, Dummer PMH. Mineral trioxide aggregate and other
bioactive endodontic cements: an updated overview - part Il: other clinical
applications and complications. Int Endod J 2018;51:284-317.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torabinejad%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7673836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20PW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7673836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kettering%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7673836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pitt%20Ford%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7673836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7673836
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torabinejad%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20113774
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parirokh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20113774
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20113774
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torabinejad%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28822564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nosrat%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28822564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verma%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28822564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Udochukwu%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28822564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28822564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28822564
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torabinejad%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28846134
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parirokh%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28846134
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dummer%20PMH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28846134
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28846134

Torneck CD, Smith J. Biologic effects of endodontic procedures on developing
incisor teeth. I. Effect of partial and total pulp removal. Oral Surg Oral Med Oral
Pathol 1970;30:258-66.

Trope M. Treatment of the immature tooth with a non-vital pulp and apical
periodontitis. Dent Clin North Am 2010;54:313-24.

Varalakshmi PR, Kavitha M, Govindan R, Narasimhan S. Effect of statins with a-
tricalcium phosphate on proliferation, differentiation, and mineralization of human
dental pulp cells. J Endod 2013;39:806-12.

Vishwanat L, Duong R, Takimoto K, Phillips L, Espitia CO, Diogenes A, Ruparel
SB, Kolodrubetz D, Ruparel NB. Effect of Bacterial Biofilm on the Osteogenic
Differentiation of Stem Cells of Apical Papilla. J Endod 2017;43:916-22.

Wang X, Thibodeau B, Trope M, Lin LM, Huang GT. Histologic characterization
of re-generated tissues in canal space after the revitalization/revascularization
procedure of immature dog teeth with apical periodontitis. J Endod 2010;36:56-63.

Wigler R, Kaufman Al, Lin S, Steinbock N, Molina H, Torneck CD.
Revascularization: A Treatment for Permanent Teeth with Necrotic Pulp and
Incomplete Root Development. J Endod 2013;39:319-26.

Williams DF. The biomaterials conundrum in tissue engineering. Tissue Eng
Part A 2014;20:1129-31.

Witherspoon DE, Small JC, Regan JD, Nunn M. Retrospective analysis of open
apex teeth obturated with mineral trioxide aggregate. J Endod 2008;34:1171-6.

Yang C, Lee JS, Jung UW, et al. Periodontal regeneration with nano-
hyroxyapatitecoated silk scaffolds in dogs. J Periodontal Implant Sci 2013;43:315-
22.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torneck%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4988796
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=4988796
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torneck+AND+Smith+1970
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Torneck+AND+Smith+1970
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trope%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20433980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20433980
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vishwanat%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28416302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Duong%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28416302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takimoto%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28416302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Phillips%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28416302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Espitia%20CO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28416302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Diogenes%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28416302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ruparel%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28416302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ruparel%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28416302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kolodrubetz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28416302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ruparel%20NB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28416302
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28416302

Zhang J, Park YD, Bae WJ, EI-Figi A, Shin SH, Lee EJ, Kim HW, Kim EC.
Effects of bioactive cements incorporating zinc-bioglass nanoparticles on
odontogenic and angiogenic potential of human dental pulp cells. J Biomater
Appl 2015;29:954-64.

Zheng L, Yang F, Shen H, et al. The effect of composition of calcium phosphate
composite scaffolds on the formation of tooth tissue from human dental pulp stem
cells. Biomaterials 2011;32:7053-9.

Zhou P, Cheng X, Xia Y, et al. Organic/inorganic composite membranes based on
poly(L-lactic-coglycolic acid) and mesoporous silica for effective bone tissue
engineering. ACS Appl Mater Interfaces 2014;6:20895-903.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25201908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Park%20YD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25201908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bae%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25201908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=El-Fiqi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25201908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shin%20SH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25201908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25201908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25201908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kim%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25201908
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=endodontic+regenerative+AND+bioglass
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=endodontic+regenerative+AND+bioglass




PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

A pesar de la resolucion de la sintomatologia pulpo-periapical, los tratamientos
REPs aplicados en la actualidad, presentan deficiencias a la hora de conseguir una

regeneracion fisiologica completa (funcional) del complejo dentino-pulpar.

Las hipdtesis de partida:

- El biomaterial juega un papel importante en el proceso de regeneracion del
complejo dentino-pulpar, al reconstruir el nicho favorable para las células

progenitoras encargadas de asistir la formacién de nuevo tejido.

- Los materiales de vidrio bioactivo mesoporoso (MBG) en el sistema composicional
Si0,-Ca0-P,0s han mostrado propiedades promotoras de la mineralizacion a fases
de fosfato de calcio. Su alta superficie y volumen de nanoporo les brinda excelentes
propiedades para la adsorcion de factores, biomoléculas y otros agentes terapéuticos.
Por otra parte, el Zinc se ha propuesto como un elemento estimulante de la
mineralizacion, ademas de presentar propiedades antiinflamatorias asi como
antibacterianas entre otras. La ruta de sintesis sol-gel permite la incorporacion del
elemento Zn en su composicion para obtener materiales en el sistema SiO,-CaO-
P,05.Zn0.

- Los tejidos presentes en el complejo dentino-pulpar son una combinacién de
estructuras con distinto contenido en biopolimero colageno y compuestos
bioceramicos en forma de fosfatos de calcio. Por tanto, la utilizacion de
biomateriales compuestos de biopolimero-MBG se aproxima en composicién a la

matriz extracelular natural.



- Los resultados clinicos en REPs podrian mejorar y ser mas predecibles si se
consigue reconstruir el microambiente favorable para las células que intervienen en
el proceso de regeneracion. Este objetivo, se conseguirda con protocolos
estandarizados y el uso de biomateriales que estimulen la actividad de las células

supervivientes.

Objetivo:

Sintesis y caracterizacion de biomateriales MBG incorporando Zn (MBG-Zn) y su
integracion en estructuras hibridas colageno-MBG-Zn y cementos bioactivos MTA-

MBG-Zn para su aplicacion en REPs.

El objetivo general de esta investigacion es el desarrollo de biomateriales avanzados
que estimulen el proceso de regeneracion. Para ello, se va a estudiar la sintesis y
caracterizacion de biomateriales MBG incorporando Zn (MBG-Zn) y su integracién

en estructuras hibridas colageno-MBG-Zn y cementos bioactivos MTA-MBG-Zn.

El trabajo realizado se ha presentado organizado en los siguientes capitulos:

Introduccién general

Revision del estado actual de los procedimientos REPs, con detalle de los materiales
y protocolos existentes, como pautas de tratamiento para dientes inmaduros con
necrosis pulpar. Justificacion de nuevos tratamientos avanzados mediante la
implementacion de nuevos biomateriales basados en la utilizacion de vidrio

bioactivo mesoporoso (MBG).



Capitulo 1
Sintesis y caracterizacion fisico-quimica de materiales MBG con la

incorporacion del ion Zinc, en el sistema composicional SiO,-CaO-P,05.Zn0.

Capitulo 2

Procesado y caracterizacion fisico-quimica de estructuras hibridas compuestas
de colageno y MBG, asi como colageno y MBG-Zn, con el fin de obtener
biomateriales avanzados con propiedades biomiméticas con el tejido del

complejo pulpo-dentinario.

Capitulo 3

Ensayos in vitro de viabilidad y diferenciacion celular de los biomateriales
coldgeno-MBG y colageno-MBG-Zn con el fin de evaluar Ila
biocompatibilidad de los materiales con las células madre de la pulpa dental
(hDPSCs).

Capitulo 4

Desarrollo de una formulacién de cemento endoddncico bioactivo (BEC)
incorporando MBG-Zn a un cemento comercial, y estudio de sus propiedades
fisico-quimicas, el efecto en el tiempod e fraguado, respuesta bioactiva in
vitro, asi como ensayos in vitro con el fin de evaluar la biocompatibilida y

diferenciacion celular de los materiales con hDPSCs.






CAPITULO 1

Sintesis y caracterizacion de materiales de vidrio
bioactivo mesoporoso en el sistema composicional
(SiOz'CaO'PQC)s'ZnO): MBG Yy MBG-Zn

1. Introduccién

El primer material denominado “vidrio bioactivo” fue sintetizado en 1969 por el
Profesor Larry Hench en la Universidad de Florida (Hench 1971; Hench 2006), en
el marco de una investigacion que pretendia la sintesis de materiales para implantes
capaces de formar una interfaz y/o union biocompatible y estable con el tejido
vivo. Un primer y principal descubrimiento de esta investigacion fue que el vidrio,
de composicion molar 46.1% SiO,, 24.4% Na,0, 26.9% CaO y 2.6% P,0s una vez
implantado, se enlazaba al hueso de una forma tan fuerte y robusta que, no era
posible retirarlo sin romper el hueso. Esta composicion original se llamé 45S5 y se
registré con el nombre de Bioglass® (Hench et al. 1971), por lo que el hombre
“Bioglass” deberia reservarse unicamente para referirse especificamente al vidrio
de composicidon 45S5 (Jones 2013), y bioactive glass; BG o vidrio bioactivo en

espafiol para el resto de composiciones.

Este primer material Bioglass®, comercializado tanto como dispositivo monolitico

como en formato particulado, se ha utilizado clinicamente en mas de un mill6n de



pacientes para reparar defectos 6seos en cirugia maxilofacial y traumatologia
(Hench 2016), pero su mayor éxito comercial ha sido su uso como agente activo en
productos dentifricos para el tratamiento de la hipersensibilidad dental al promover

la remineralizacion de la dentina (Jones 2013).

De forma general, los vidrios bioactivos (Bioactive Glass, BGs), se definen como
materiales vitreos que son capaces de unirse al tejido vivo, sin la formacién de una
interfaz fibrosa o capsula de reaccién a cuerpo extrafio (Hench 1991). A esta unién
o fijacion interfacial entre el material y el tejido vivo se la denomina “fijacion
bioactiva” y se observo que se producia a través de la formacion de una capa de
hidroxiapatito (Hidroxiapatite; HA) carbonatada en la superficie del material,
cuando éste entra en contacto con el fluido fisioldgico. Asi, la capa de HA se forma
como consecuencia de la alta reactividad de los vidrios en medio fisiolégico, lo que
propicia el intercambio entre los iones de la superficie del material y el medio del
fluido circundante. La formacion de esta capa de HA en la superficie de los
materiales se ha considerado como una medida para evaluar su bioactividad y se ha
aplicado mediante el ensayo en disolucion salina simulando condiciones
fisiol6gicas (Simulated Body Fluid; SBF), estandarizado por Kokubo y cols.
(Kokubo et al. 2006), y que contiene los iones fisiolégicos en concentraciones

similares a las presentes en el plasma sanguineo.

1.1. Métodos de sintesis de materiales de vidrio bioactivo

Inicialmente el material Bioglass® (45S5) y otras composiciones, tanto
experimentales de laboratorio como industriales, fueron obtenidas por el método
tradicional de fundido. Este procedimiento consiste en la mezcla de las sales
inorganicas precursoras, utilizando silice (SiO,) como composicion mayoritaria, a
temperaturas generalmente superiores a 1300°C para alcanzar la fusién homogénea

de todos los componentes. A la fusién le sigue un paso de enfriamiento rapido, el



cual produce un aumento de la viscosidad del fluido y solidificacion. Como el
solido resultante conserva la estructura desordenada del fluido, el vidrio puede
definirse como un material inorganico sélido producto de la fusién que se ha
enfriado hasta su rigidez sin que se haya producido la cristalizacion (Aguiar et al.
2011). Este método de fabricacion tradicional daba lugar a materiales que hoy dia
se puede considerar que presentan ciertas desventajas. Asi, los vidrios obtenidos
por fundido son materiales con baja superficie especifica (< 1 m? g™) y ausencia de
porosidad. En cuanto a su fabricacion, los procesos de difusion molecular son
lentos y la obtencién de vidrios homogéneos y reproducibles requiere de ciclos de
alta temperatura largos y costosos. Ademas, el hecho de utilizar temperaturas tan
elevadas para su obtencion impide utilizar en sus formulaciones compuestos que

sOlo son estables a baja temperatura (Sepulveda et al. 2001).

Por lo tanto, la demanda de biomateriales con propiedades mejoradas condujo al
desarrollo de nuevas rutas de sintesis para estos materiales vitreos, como el proceso
sol-gel, que se comenzé a utilizar a principios de los afios 90 (Li et al. 1991). El
método sol-gel es una ruta de sintesis muy versatil. Se basa en una sintesis quimica
a bajas temperaturas (muy proximas a la temperatura ambiente) en la que se
emplean precursores de silice en solucion (sol) para solidificar la estructura vitrea
primero en forma de gel (gel) que luego se seca hasta su formato como material
sOlido (Li et al. 1991). Los vidrios de silice se preparan a partir de la
policondensacion de un alcéxido de silicio, cominmente, el tetraetilortosilicato
(TEOS); [Si(OC,Hs)4]. La reaccion de hidrolisis ocurre cuando el TEOS vy el agua
se mezclan en un solvente comin, generalmente etanol, en presencia de un
catalizador acido o basico. La reaccion de hidrdlisis conduce a la formacion de
grupos silanol (=Si—OH), mientras que la condensacion produce enlaces siloxanos

(=Si-0O-Si=), resultando como productos de la reaccion agua y alcohol.



Durante el proceso de secado se elimina el agua y los otros disolventes percusores
ocluidos en la red silicea (Arcos y Vallet 2010). La utilizacion de bajas
temperaturas caracteristicas de este método de sintesis tiene grandes ventajas frente
al método de fundido citado, asi, no es necesario incluir componentes como el

Na,O que se venia empleando para disminuir la temperatura de fusion.

Por otra parte, el uso de la técnica sol-gel ha permitido la obtencién de BGs con
una mayor pureza y un rango composicional ampliado, posibilitando la
incorporacién de un mayor contenido en silicio, ademas de proporcionar al
material final una nanoporosidad inherente que le aporta una mayor superficie
especifica (Hench et al. 1998). Estas propiedades de superficie y porosidad
favorecen la reactividad superficial y por tanto la formacion de HA, como
consecuencia, los vidrios sol-gel exhiben mayor bioactividad (Hamadouche et al.
2001; Hench y Xynos et al. 2004).

Ademas, esta técnica permite la incorporacion de sustancias organicas e incluso
moléculas con actividad bioldgica (Brinker y Scherer 1990; Hench y West 1990).
Por otra parte, el control del método de procesado permite actuar para variar la
conformacion de los materiales sintetizados y asi obtener materiales en distintos
formatos como particulas (Isobe y Kaneko 1999), peliculas (Yoshida et al. 1999),
monolitos (Cho et al. 1995) o fibras (Sakka y Yoko 1992). Todas estas
particularidades permiten obtener materiales con alto valor afiadido (Gupta y
Kumar 2008; Ciriminna et al. 2013).

Sin embargo, han sido los avances en la sintesis quimica que combina este proceso
sol-gel con el empleo de moléculas de surfactante (directoras de estructura), lo que

ha dado lugar a la obtencién de vidrios bioactivos con propiedades texturales mas



avanzadas que se denominan vidrios bioactivos mesoporosos (Mesoporous
Bioactive Glass, MBGSs) (Brinker et al. 1999; Yan et al. 2004; Yan et al. 2005).
La Figura 1.1. presenta un esquema general de estos procedimientos mostrando la
integracion de los reactivos en las distintas etapas de una ruta de sintesis de

material mesoporoso.

Sales inorganicas Reactivos
Ca(NO,), TEP o
Zn (NO,) ((C,H,0),PO Hidrolisis
¥2 TEOS & policondensacién
\ ((C,H,0),S) & Autoensamblaje
Variables
—> —
T2 ambiente

[Reactivos]

Eliminacién de
Reactivos Reacciones surfactante

Figura 1.1. Esquema mostrando las etapas necesarias para la sintesis de vidrios bioactivos mesoporosos (MBGs).
Los parametros finales del material (texturales y estructurales) van a ser funcién de las distintas variables de
sintesis, como la concentracién de la molécula de surfactante, las temperaturas y el tiempo de reaccion, el
solvente, el tipo y concentraciéon de los reactivos inorganicos y alcoxidos y el tratamiento elegido para la

eliminacién de la molécula de surfactante y otros subproductos de reaccién.

Los MBGs presentan una estructura nanoporosa altamente ordenada con un
didmetro de poro que varia entre 5 y 20 nm y valores de superficie y porosidad
hasta cinco veces superiores a las obtenidas por el método sol-gel convencional
(Yan et la 2004). Como consecuencia de ello, nos encontramos ante BGs que
presentan una mayor cinética de bioactividad (Ramiro et al. 2016). Es conveniente
indicar que la terminologia empleada para designar los MBGs proviene de la
nomenclatura IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) y no

guarda relacion con prefijos métricos (Rouquerol et al. 1994). Segln este criterio,



los poros con un didmetro inferior a 2 nm se clasifican como microporos, los que
cuentan con un didmetro entre 2 y 50 nm se denominan mesoporos, y los que

tienen un tamafio superior a 50 nm son macroporos.

Es de especial relevancia que la estructura final del material esta constituida
fundamentalmente por silice vitrea (por tanto no cristalina) y esta repleta de
defectos estructurales como resultado de la condensacion incompleta de los
atomos de silicio tras la hidrolisis, lo que origina la presencia de atomos de silicio
unidos a grupos OH, es decir, grupos silanol (Si-OH) en la superficie, de gran
interés para la posterior funcionalizacion organica de la superficie (Arcos et al.
2010).

1.2. Biocompatibilidad, biodegradacion y bioactividad de materiales de
vidrio bioactivo mesoporoso

El concepto de biocompatibilidad ha evolucionado en las Ultimas décadas como
consecuencia del gran desarrollo de los biomateriales y sus nuevas aplicaciones.
Actualmente, biocompatibilidad se extiende a la capacidad de un material, que bien
por si solo 0 como parte de un sistema mas complejo, dirige o promueve mediante
el control de sus interacciones con los componentes de los sistema vivos, la
evolucién de cualquier procedimiento o protocolo terapéutico o de diagnostico
(Williams 2009).

La biocompatibilidad, lleva por tanto implicita la ausencia de toxicidad. En el caso
de los MBGs, se ha determinado que variables como la concentracion, el tamafio
de particula, la superficie especifica y la funcionalizacion de la superficie de los

materiales juegan un papel fundamental en su toxicidad in vitro (Radu et al. 2004;



Colilla y Vallet 2009). Al variar la naturaleza quimica y la concentracion de los
componentes del MBG, nuevas propiedades biol6gicas importantes se pueden
agregar, siendo asi el material adaptado a aplicaciones clinicas especificas
(Oudadesse et al 2011).

El proceso de biodegradacion in vivo de estos materiales basados en silice se
produce principalmente por su disolucion al entrar en contacto con los fluidos
fisioldgicos. Asi, el estudio de los productos idnicos de disolucion de los MBGs,
concentracion de las distintas especies ionicas, influencia en el pH y el equilibrio
quimico para la formacién de HA es clave para entender el comportamiento in
vitro e in vivo de los MBGs (Gémez et al. 2018; Vallet y Salinas 2018).

Como se ha indicado previamente, la bioactividad y la capacidad de los MBGs
para estimular la regeneracion del tejido a nivel celular se ha relacionado con su
cinética de disolucidn y formacion superficial de una capa de HA (Linati et al.
2005; Oudadesse et al 2011). En este sentido, una linea de investigacion
prometedora es la introduccion de elementos quimicos adicionales en su
composicion que puedan liberarse en el proceso de biodegradacién del material y
aplicarse como iones terapéuticos. Se ha encontrado que la liberacion de distintos
productos idnicos en un entorno fisioldgico puede promover la mineralizacion de la
dentina, mejorar la respuesta bioldgica de células progenitoras en la dentinogénesis
y la angiogénesis, promover la diferenciacion celular a odontoblastos, asi como
proporcionar un efecto antibacteriano (Hoppe et al. 2011; Zhang et al. 2014;
Rabiee et al. 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oudadesse%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21505231
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El elemento Zinc (Zn) tiene un particular interés en odontologia por su actividad
bacteriostatica o bactericida (Balamurugan et al. 2007; Bini et al. 2009; Pasquet et
al. 2014; Sanchez et al. 2014; Atkinson et al. 2015; Riaz et al. 2015; Wajdaa et al.
2019). Se ha demostrado su papel en la estimulacién de la proliferacion y
diferenciacion celular (Branddo-Neto et al. 1995), asi como su actuacién como
cofactor en la activacion para enzimas (Tapiero y Tew 2003; Lazaro et al. 2014).
Interviene en la sintesis de proteinas y la replicacion del ADN y ARN (Coleman
1992; Tang et al. 2001; Maret 2007; Popp et al. 2007; Lazaro et al. 2014; Li et al.
2015; Rabiee et al. 2015). Los estudios han demostrado que el Zn aumenta la
mineralizacion mediante la estimulacién de la fosfatasa alcalina (Alkaline
Phosphatase; ALP), enzima clave para la calcificacion dsea y colageno tipo | en la
matriz extracelular. Por otra parte, la deficiencia en Zn ha sido asociada con retraso
en el crecimiento esquelético y alteraciones en la calcificacion del tejido 6seo
(Holloway et al. 1996; Kwun et al. 2010).

Ademas, la incorporacion de Zn en materiales vitreos puede tener otras
propiedades interesantes a considerar como son prolongar su durabilidad quimica,
retrasando su disolucion y mejorando las propiedades mecéanicas del material
(Lusvardi et al. 2002; Karthika et al. 2015).

Los estudios de Osorio y cols., entre otros demuestran que el Zn reduce la
degradacion del colageno mediada por las metaloproteinasas de la matriz (MMPs)
(Toledano et al. 2016), actia como via de sefializacién produciendo un efecto
estimulante en la mineralizacion de los tejidos duros (Hoppe et al. 2011),
estimulando la remineralizacion de la dentina (Toledano et al. 2013) a la vez que
inhibe la desmineralizacién de la misma (Takatsuka et al. 2005). Otro de los

efectos descritos para el Zn, es su capacidad antiinflamatoria, lo cual es esencial



para que pueda llevarse a cabo el proceso de regeneracion del tejido dafiado (Lang
et al. 2007). Ademas, se han relacionado a las particulas de ZnO con efectos
antibacterianos, lo cual es bastante interesante para aplicaciones en REPs (Wang et
al. 2014; Liu et al. 2015). Sin embargo, también hay que tener en cuenta que un
alto nimero de iones Zn daré lugar a citotoxicidad (Huang et al. 2017) por lo que
para mantener las funciones celulares en equilibrio con un efecto antibacteriano, va
a ser fundamental identificar tanto las propiedades de biodegradacion de los
materiales de Zn, asi como las proporciones indicadas para su aplicacion

terapéutica.

En la basqueda de un material avanzado para su aplicacion en nuevas terapias
REPs, un primer objetivo del presente trabajo de Tesis Doctoral ha sido la
incorporacién del elemento Zn a un material MBG en el sistema composicional
Si0,-Ca0-P,0s. En este Capitulo se presenta el estudio de la sintesis de un
material MBG y composiciones relacionadas funcionalizadas con distinto
contenido en Zn (MBG-Zn). Igualmente, se analiza el efecto de la incorporacion de

Zn en distintos parametros fisico-quimicos del material mesoporoso.

2. Procedimiento experimental

2.1. Sintesis de los materiales de vidrio bioactivo mesoporoso MBG vy
MBG-Zn

La sintesis del sol MBG, en el sistema composicional 80SiO, - 15Ca0 - 5P,0s, se
realizd segln el protocolo descrito por Yan y cols. (Yan et al. 2004). La sintesis
consiste en disolver 4 g del polimero director de estructura P-123 Pluronic®

(Sigma-Aldrich) en 60 mL de etanol absoluto (AnalaR Normapur) y 1 mL de



solucién de HCI 0.5 M (Panreac, PA-ACS-1SO 37%) durante 1 hora. Una vez
completada la disolucion del P123, se procede a la adicion de 1.4 g de nitrato de
calcio tetrahidratado, Ca(NO3),4H,0O (C4955 Sigma-Aldrich), 685 uL de trietil
fosfato, TEP, (C,Hs0);PO (538725 Sigma-Aldrich) y 7.125 uL de
tetraetilortosilicato (TEOS, Si(OC,Hs), (14082 Alfa-Aesar). Los reactivos se
afiadieron de forman consecutiva con intervalos de 1 h para cada reactivo y se
mantuvieron en agitacion constante a 500 rpm durante 24 horas a temperatura

ambiente.

Para las preparaciones MBG-Zn se sigui6 el mismo procedimiento que para MBG,
con la variacién de que parte de sal de calcio se sustituy6 por diferentes cantidades
de nitrato de zinc hexahidratado, Zn (NO3),6H,0 (96482 Sigma-Aldrich). Las sales
de nitrato de Ca y Zn, se afiadieron al mismo tiempo. La Tabla 1.1.1 detalla las
composiciones nominales de los materiales sintetizados y la tabla 1.1.2 las

cantidades de reactivos afiadidos para cada caso.



Tabla 1.1.1 Nomenclatura y composicién nominal de los materiales MBG y MBG-
Zn. Proporcion de los reactivos precursores para la sintesis por el método sol-gel.

Nomenclatura Composicion nominal
(mol)
MBG 8OS|0215C6.05P205

MBG-2.5Zn 80Si0,:12.5Ca0:5P,05:2.5Zn0
MBG-5Zn 80Si0,:10Ca0:5P,05:5Zn0

MBG-7.5Zn 80Si0,:7.5Ca0:5P,05:7.5Z2n0

Tabla 1.1.2 Proporcién de los reactivos precursores para los materiales MBG y
MBG-Zn sintetizados por el método sol-gel.

Nomenclatura TEOS TEP Ca(NO3), 4H,0 Zn (NOs), 6

(mL) (uL) (@) H,O
(9)
MBG 7.125 685 1.400 -
MBG-25Zn  7.125 685 1.166 0.297
MBG-5Zn 7.125 685 0.933 0.594

MBG-7.5Zn 7.125 685 0.700 0.891




La mezcla (sol) se mantuvo a temperatura ambiente y sometida a un proceso de
evaporacion inducida por auto-ensamblaje (Evaporation Induced Self Assembly;
EISA) para formar un gel durante 72 horas. Posteriormente, los geles se
envejecieron a 80 ‘C en la estufa durante 24 horas. Finalmente, para eliminar los
nitratos de las sales percusores de Ca y Zn 'y los restos organicos de la molécula de
surfactante, se realiz6 un tratamiento térmico a 700 ‘C en atmosfera de aire durante
2 h usando una rampa de calentamiento de 1 ‘C min™. Los sélidos obtenidos se

molieron ligeramente para homogeneizacién y se tamizaron por debajo de 32 um.

2.2. Caracterizacion fisico-quimica de los materiales

Para la caracterizacion de los materiales se emplearon las siguientes técnicas:
Andlisis de tamafio de particula por espectrometria de difraccién por rayos laser
(Laser Difraction; LD), microscopia electronica de barrido (Field Emission Gun-
Scanning Electron Microscopy; FEG-SEM), andlisis de dispersion de energia de
rayos X de dispersion de energia (EDX), fluorescencia de rayos X (X-Ray
Fluorescence; XRF), difraccion de rayos X en condiciones de rutina (Wide Angle
X-Ray Diffraction; WAXRD); difraccion de rayos X de bajo angulo ( Small Angle
X-ray difraction, SAXRD), fisisorcibn de N, andlisis termogravimétrico
(Thermogravimetric Analysis; TGA), andlisis térmico diferencial (Differential
Thermal Analysis; DTA), y espectroscopia infrarroja (Fourier-Transform Infrared
Spectroscopy; FT-IR). Las técnicas y las condiciones de medida utilizadas se

detallan en el Anexo I.



3. Resultados

Los materiales obtenidos son solidos en forma de particulas. El aspecto

macroscopico se muestra en la Figura 1.2.

MBG-7.5Zn

Figura. 1.2. Fotografia digital correspondiente a 100 mg de material MBG y MBG-7.5Zn. Columna derecha
muestra los materiales antes de ser tamizados y la columna izquierda muestra los materiales tamizados por debajo
de 32 um.

Las cantidades de reactivo para las distintas preparaciones indicadas en la Tabla
1.1.2 dan lugar a una masa de material final de 1.7; 1.8; 1.7; y 1.9 g para MBG;
MBG-2.5Zn; MBG-5Zn y MBG-7.5Zn respectivamente.

El andlisis de tamafio de particula de los materiales realizado por espectrometria de
difraccion por laser (LS) se presenta en la Figura 1.3. Todos los materiales
presentan una distribucion ancha con un méaximo principal en torno a los 20 um y

otro menos intenso con maximo en el rango entre 4.2-5.3 um. Se observa que el



aumento en la incorporacion de Zn produce un ligero desplazamiento de los

valores méaximos de tamafio de particula.
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Figura. 1.3. Distribucién LS del tamafio de particula de los materiales MBG y MBG-Zn.
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La Figura 1.4 muestra micrografias FEG-SEM de las particulas de los materiales
con tamanos en el rango similar a los obtenidos por LS.

MBG-5Zn

Figura 1.4. Imagen FE-SEM de los materiales MBG y MBG-Zn precursores en formato de particulas

En la Figura 1.5 se muestran los andlisis de EDX en los que se confirma los

distintos contenidos en Zn para los distintos materiales funcionalizados.
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Figura 1.5. Anélisis EDX de los materiales MBG y MBG-Zn precursores en formato de particulas

Los resultados del analisis cuantitativo por XRF de los diferentes materiales se

presentan en la Tabla 1.2.



Tabla 1.2. Anélisis cuantitativo FRX de la composicion quimica de los materiales
MBG y MBGG-Zn.

Material Si0,:Ca0:P,05:Z2n0O(% molar)

Nominal Experimental
MBG 80.0: 15.0:5.0:0.0 86.3+3.0:12.5+2.0: 1.2+0.5: 0.0£0.0
MBG-2.5Zn 80.0:12.5:5.0:2.5 76.1+1.1: 19.8+4.4: 0.9+1.0: 3.2+1.7
MBG-5Zn 80.0:10.0:5.0:5.0 75.1+£3.5:18.2£3.4: 1.1+0.0: 5.6+0.7
MBG-7.5Zn 80.0:7.5:5.0:7.5 77.3+0.5: 11.5+0.1: 1.7+1.2: 9.5+0.7

El andlisis de XRF confirma la incorporacion del elemento Zn con un porcentaje
entre 3.2 y 9.5 %. Se observa igualmente una desviacion importante en los
porcentajes del resto de los elementos Si, Ca Y P respecto a la composicion

nominal, siendo especialmente bajo el contenido en P que oscila entre 0.9 y 1.7%.

Los diagramas de difraccion de rayos X en condiciones de rutina para los cuatro
materiales se presentan en la Figura 1.6 y no muestran ningun pico de difraccion
por lo que se confirma su naturaleza vitrea.
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Figura 1.6. Diagramas de difraccion de rayos X en condiciones de rutina (WXRD) de los materiales MBG y
MBG-Zn.

La banda ancha con pico maximo en torno a los 22° observada es caracteristica de

los materiales vitreos (Yan et al. 2005).

La Figura 1.7 recoge los diagramas de difraccién de rayos X de bajo angulo
(SAXRD) para las cuatro composiciones. En todos los casos se obtiene un pico de
difraccion para valores 2 Theta entre 22.0 y 22.4 que se corresponden con un
espacio entre planos 0.017°, caracteristico de una estructura nanoporosa ordenada,
concretamente correspondiente a una estructura hexagonal 2D (Wang 2009; Vallet-
Regi et al. 2006). Se observa que el aumento de contenido en Zn produce una
disminucidn en la intensidad y aumento de la anchura del pico, asi como un ligero

desplazamiento hacia valores 2 Theta mayores.



MBG-7.5Zn

MBG-5Zn

Intensidad normalizada

MBG-2.5Zn

MBG

2 Theta (grados)
Figura 1.7. Diagramas de difraccion de Rayos X de bajo angulo (SAXRD) de los materiales MBG y MBG-Zn.

En la Figura 1.8 se muestran las isotermas de adsorcion y desorcién de N, para los
materiales. Todas ellas presentan el perfil caracteristico de materiales mesoporosos
correspondiente a isotermas de Tipo IV. Los bucles de histéresis obtenidos para el
intervalo de los nanoporos son del tipo H1, caracteristicos de nhanoporos
cilindricos. Las cuatro composiciones muestran una misma distribucion de tamafio
de poro BJH monodispersa. El grafico muestra como el incremento en el contenido
en Zn produce un descenso en el volumen de mesoporo asi como una leve

disminucidn en los valores del didmetro de poro.
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Figura 1.8. Isortermas de adsorcién/desorcion de N de los materiales MBG y MBG-Zn.
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Figura 1.8. Distribuciones BJH de tamafio de poro obtenidas a partir de las isotermas de adsorcién para los

materiales MBG y MBG-Zn.



La Tabla 1.3 presenta un resumen de los parametros texturales obtenidos por
adsorcion de N, incluyendo los valores de superficie especifica, Sger, volumen
total de poro y tamafio de poro correspondiente al valor maximo de las
distribuciones BJH. Como puede observarse, la incorporacion de valores crecientes
de Zn da lugar a una disminucion de la superficie especifica y el volumen total de

poro.

Tabla 1.3. Parametros texturales de los materiales MBG y MBG-Zn obtenidos a

partir las medidas de fisisorcion de N..

Muestra Sger®  Vqporo® (cm®g?) dp (Nnm)°
(m* g*)

MBG 353 0.33 4.3

MBG-2.5Zn 340 0.33 3.9

MBG-5Zn 304 0.27 3.6

MBG-7.5Zn 286 0.25 3.6

& Superficie especifica calculada mediante el método BET.

® Volumen total de poro estimado a partir de la cantidad adsorbida a la presion
relativa de 0.99.

¢ Diametro de mesoporo obtenido a partir del maximo de las distribuciones BJH de
tamafio de poro correspondiente a la isoterma de adsorcion.



La foto FEG-SEM que se muestra en la Figura 1.9 confirma la microestructura
nanoporosa ordenada y los valores de nanoporo de 4 nm para el caso del material
MBG.

Figura 1.9. Micrografia FEG-SEM de alta resolucién del materila MBG mostrando la microsestructura

nanoporosa ordenada.

El andlisis TG y DTA de los materiales estudiados se presenta en la Figura 1.10.
En general, se observa una primera pérdida de masa mas importante para
temperaturas inferiores a 200 °C y por tanto correspondiente a la pérdida de
humedad. Se aprecia que la pérdida de masa es mas grande, en torno al 8 % para el
caso del material libre de Zn, MBG. En los materiales con contenido en Zn, la

perdida de humedad medida a baja temperatura no supera el 4%.



Las curvas de DTA muestran las reacciones exotérmicas con maximos a 70 °C y
170°C correspondientes a la eliminacioén del agua adsorbida por el material. En
todos los casos, se observa una Unica temperaturas caracteristica de cristalizacion,
T, para el rango de temperatura analizado. EI maximo varia entre los 933 °C para
el material sin Zn, MBG y 912°C para el caso del MBG-7.5Zn, lo que sugiere que
la temperatura de cristalizacion depende del contenido en Zinc (Kamitakahara et al.
2006).
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Figura 1.10. Anélisis TG (linea azul) y DTA (linea negra), en atmésfera de aire, para los materiales MBG y
MBG-Zn.



El analisis de FT-IR de todos los vidrios se presenta la Figura 1.11. En todos los
casos el espectro aparece dominado por las bandas caracteristicas de los enlaces Si-
O de la matriz vitrea. Se muestran bandas de adsorcion intensas en 1080 y 460 cm™
que corresponden a la flexion asimétrica de vibracion del enlace de Si-O-Si y una
banda a 800 cm™ que se atribuye al estiramiento simétrico del enlace Si-O-Si
(Martinez et al. 2000). Se observa un ensanchamiento y ligera disminucion de
intensidad de las bandas principales a 1080 y 460 cm™ correspondientes a los

enlaces Si-O-Si con el aumento en el contenido en Zn.
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Figura 1.11. Espectros FT-IR para para los materiales MBG y MBG-Zn.



4. Discusion

En este capitulo se ha presentado la sintesis por el método sol-gel y caracterizacion
fisico-quimica de un material mesoporoso ordenado al que se han afiadido distintas
cantidades del elemento Zinc. Tanto las cantidades como el aspecto macroscopico
del material obtenido son muy similares para todos los materiales con o sin Zn,
aunque se observa un ligero aumento en el tamafio de particula con la

incorporacion de Zinc.

En el analisis cuantitativo de la composicién quimica elemental se observa cierta
discrepancia entre la composicion nominal, calculada a partir de los reactivos
precursores de la sintesis, y la composicion molar real. Esto ocurre tanto para el
material MBG como para los materiales con Zn, en los que los valores bajos de
contenido en fosforo (P) indican que la retencion del mismo en el material es poco

efectiva con el proceso de sintesis utilizado.

Se observa que, el aumento en el contenido en Zn produce disminucion en la
intensidad, aumento de anchura y ligero desplazamiento del pico de bajo angulo
hacia valores 2Theta mayores, lo cual se puede correlacionar con deterioro en el

orden de la estructura mesoporosa (Sanchez et al. 2014).

Como cabria esperar para un material mesoporoso ordenado, los resultados de
fisisorcion de N, para los cuatro materiales presentan isotermas de tipo IV y en
todas ellas se puede apreciar la curva de histéresis tipo H1, caracteristicas de
canales de poros cilindricos con una distribucién de didmetro de nanoporo
estrecha. Esto nos indica que la incorporacion de ZnO hasta un 7.5% no provoca
un colapso de la nanoestructura. En cuanto a los parametros texturales, se observa

una tendencia a disminuir de la superficie especifica calculada por el método BET



(Sger) Yy el volumen y el didmetro de poro, conforme aumenta la cantidad de Zn
incorporada. Esta diminucion en los parametros texturales puede atribuirse a un
deterioro del nivel de organizacién en la polimerizacion de la red de silice por la
presencia de Zn, que podria estar causando alteraciones debido a la diferencia de
valencia y diametro del atomo de Zn (Ma et al. 2017). El anélisis de FT-IR también

apunta en esta direccion con el aumento en la anchura de las bandas Si-O-Si.

El estudio TG / DTA permite una cuantificacion comparativa de la humedad
adsorbida en la superficie de los vidrios. Se observa que la estabilidad frente a la
adsorcion de agua del vidrio mesoporoso aumenta con el aumento del contenido de
Zn, obteniéndose una variacion en la pérdida de masa desde un 14% para el vidrio
MBG sin Zn hasta s6lo el 4% para MBG-7.5Zn (Salinas et al. 2011)

En cuanto al andlisis DTA, los materiales muestran un unico pico exotérmico en el
rango 900-950 °C, sin pérdida de masa, que corresponde por tanto a un evento de
la cristalizacion de la muestra (Mak et al. 2000). Los resultados han indicado que
esta temperatura de cristalizacién disminuye con el aumento en el contenido en Zn,
como también ha sido indicado previamente por Kamitakahara et al. 2006. Este
comportamiento podria explicarse debido a que la incorporacion de Zn puede
distorsionar la estructura de los enlaces siloxanos Si-O-Si, tal y como se aprecia
por el aumento en la anchura de estas bandas en el infrarrojo, lo que podria
producir una mayor fluidificacién del material con el aumento de temperatura que
favoreceria la consecucion de la organizacién necesaria para la formacion de

dominios cristalinos.



5. Conclusiones

Los resultados obtenidos muestran la posibilidad de incorporacion del elemento Zn
en un material de biovidrio mesoporoso ordenado hasta un porcentaje del 7.5%.

Si bien, se observa una disminucion de un 4% (entre MBG y MBG-2.5Zn), 14%
(entre MBG-MBG7.5Zn) y 19% (entre MBG y MBG-7.5Zn) en la superficie
especifica con el aumento en la incorporacion de Zn, los valores para estos
parametros siguen siendo muy altos en comparacion con los vidrios

convencionales obtenidos por fundido.

Los resultados obtenidos son muy interesantes para el propdsito de este trabajo, ya
que proporcionan un material vitreo de composicion biocompatible y con

propiedades texturales avanzadas donde se ha incorporado Zn.

Estas propiedades texturales van a proporcionar “a priori” a los materiales una
mayor reactividad y la capacidad de incorporar biomoléculas y agentes

terapéuticos para asistir a los procesos de regeneracion.

Tras comprobar que con la adiccion de un 7.5% de Zn las propiedades fisico-
quimicas del material no son alteradas de forma significativa, se decide que ésta
composicion (MBG-7.5Zn), sera la utilizada en el siguiente capitulo para la sintesis

de biomateriales colageno-ceramico.
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CAPITULO 2

Procesado y caracterizacion
de biomateriales compuestos
de colageno (C) y vidrio
bioactivo mesoporoso (MBG):
C-MBG y C-MBG-Zn

1. Introduccién

Las técnicas terapéuticas de regeneracion basadas en la ingenieria de tejidos
incluyen el uso de biomateriales, a modo de estructuras tridimensionales (3D) que
proporcionan el microambiente fisico-quimico adecuado para las células
responsables de la regeneracion de los tejidos dafiados o enfermos. Estos
biomateriales 3D son denominados frecuentemente en la literatura como andamios
(traduccion del término inglés “scaffolds”), y tanto su composicion quimica como

sus propiedades fisicas son criticas para la respuesta celular.

Varias son las propiedades que deben cumplir estos biomateriales, segin distintos
autores (Liu and Bhatia 2004; Hollister 2005; Prescott et al. 2008; O Brien 2011;
Gathani y Raghavendra 2016; Matoug-Elwerfelli et al. 2018):



a) Biocompatibilidad.

b) Permitir la adhesiéon celular, asi como promover su proliferacion,
transporte y diferenciacion.

C) Ser biodegradable, para poder ser sustituido por el nuevo tejido formado

sin necesidad de extraccion quirdrgica.

d) La estructura debe ser altamente porosa, de poros abiertos e
interconectados, de forma que permita la vascularizacion y la distribucion

uniforme de células para facilitar la formacion de tejido homogéneo.

e) Permitir el transporte efectivo de nutrientes, oxigeno y los productos de
desecho.
f) Tener la resistencia fisica y mecanica adecuada para su funcion en el lugar

de implantacion.

0) Desde el punto de vista de su produccién para la aplicacién clinica deben

ser biomateriales que se puedan obtener de forma reproducible y rentable.

Hasta el momento, como se ha expuesto en la introduccidn, no existen pautas de
tratamiento aplicables en clinica que promuevan la regeneracion del complejo
dentino-pulpar de forma predecible (Didgenes et al. 2016; Altaii et al. 2017).
Segln los Gltimos avances en ingenieria de tejidos, la verdadera innovacion en el
desarrollo de nuevas terapias de endodoncia regenerativa aplicables en clinica
involucran el uso de materiales que faciliten la regeneracién de la pulpa dental a
partir de cualquier resto de tejido vital, apoyando asi la capacidad innata de auto
reparacion de dicho tejido (Colombo et al. 2014). Es por ello, que gracias a la

amplia gama de biomateriales, nos debemos preguntar hasta qué punto podemos



optimizar nuestras estrategias para la regeneracion del complejo de dentina y pulpa
con la ayuda de los mismos, los cuales son versatiles, permitiendo su ajuste para

cada enfoque terapéutico especifico (Rambhia y Ma 2015).

1.1. Biomateriales utilizados en REPs

Segun los protocolos de actuacion aceptados por la AAE y la Sociedad Europea de
Endodoncia (European Society of Edodontology; ESE) (Galler et al. 2016; Staffoli
et al. 2019), ante casos candidatos a REPs, esta estandarizado el uso del coagulo
sanguineo, plasma rico en plaquetas (Platelet Rich Plasma, PRP) (Torabinejad y
Turman 2011; Jadhav et al. 2012; Gomes et al. 2013; Jadhav et al. 2013; Lata et al.
2015; Sachdeva et al. 2015), fibrina rica en plaguetas (Platelet Rich Fibrin, PRF)
(Nagaveni et al. 2016; Meza et al. 2019) o una matriz de fibrina aut6loga
(Autologous Fibrin Matrix, AFM), por parte de la AAE, mientras que la ESE s6lo
recoge en su manuscrito el uso del codgulo sanguineo para tratamientos REPs
(Galler et al. 2016). En multitud de casos clinicos, ha sido comprobado, que estas
opciones de tratamiento proporcionan capacidad de desarrollo y engrosamiento de
las paredes radiculares, asi como resolucién de signos y sintomas de patologia
periapical (Banchs y Trope 2004; Hargreaves et al. 2008; Shah et al. 2008; Nosrat
et al. 2011; Chen et al. 2013; El Ashiry et al. 2016; Altaii et al. 2017; Ulusoy et al.
2019), refiriendo tasas de supervivencia del 100% (Jeeruphan et al. 2012).

Sin embargo, los estudios histoldgicos en animales tras tratamiento de
revascularizacion, no afirman que se forme un nuevo tejido dentino-pulpar que
reproduzca la arquitectura y la funcionalidad del tejido original (Wang et al. 2010;

Shimizu et al. 2013). Lo que realmente se forma es un tejido compuesto de



cemento y hueso que puede interpretarse por radiografia como continuaciéon de
formacion radicular, pero el verdadero objetivo de regeneracion funcional del
complejo dentino-pulpar puede no lograrse, no encontrandose diferencia en los
resultados tras tratamientos realizados con coagulo de sangre, PRP, PRF o0 AFM
(Torabinejad y Turman 2011; Jadhav et al. 2012; Martin et al. 2013; Zhu et al.
2013; Bezgin et al. 2014; Narang et al. 2015; Sachdeva et al. 2015; Galler 2018).

Se ha argumentado que las limitaciones de la aplicacion de los anteriores
biomateriales se derivan principalmente de una composicion indefinida, presencia
de células inmunes o biodegradacion desconocida, entre otros. Esto es, los citados
biomateriales carecen de control temporal y espacial especifico sobre la
sefializacion bioldgica necesaria para la localizacion y diferenciacion de las células
progenitoras. Ademas, la comprensién de los resultados logrados con la aplicacion
de estos biomateriales son bastante escasas (Schmalz y Smith, 2014). Es por ello,
que la falta de evidencia cientifica impida el uso extensivo de un protocolo de
tratamiento predecible en el entorno clinico (Alagl et al. 2017). En consecuencia,
las Gltimas investigaciones en odontologia regenerativa estan siendo dirigidas a la
fabricacion de biomateriales que solventen las carencias de los ya aplicados en

clinica.

Segun Palma y cols. (Palma et al. 2017), hasta ahora, s6lo esponjas de colageno
reticuladas insolubles se han asociado con mejores resultados en la formacion de

nuevo tejido (Yamahuchi et al. 2011).

Recientemente, Galler y cols. (Galler et al. 2018) han comparado hidrogeles de
distintos tipos de biomateriales, naturales versus sintéticos, con o0 sin
modificaciones funcionales, aplicados in vitro e in vivo para ingenieria de tejidos
de pulpa dental. Los biomateriales naturales consistian en colageno o fibrina y se
compararon con dos grupos de biomateriales sintéticos basados en polietilenglicol

(Polyethylene Glicol; PEG) y péptidos autoensamblados (Self-Assembling Peptide;



SAP). El uso de materiales naturales como el colageno en formato hidrogel,
condujo a una mayor viabilidad de las células madre de la pulpa dental y la
formacion de tejido similar a la pulpa en comparacion con todos los materiales

sintéticos.

Por otra parte, los avances mas recientes estan siendo centrados en la posibilidad de
biomateriales compuestos en los que se incorporan una fase inorganica en una
matriz polimérica, ya sea sintética o natural (Pérez et al. 2013) con el objetivo de
mejorar las propiedades del biomaterial (Baino et al. 2017). En general, cabe
esperar que el empleo de biomateriales compuestos (hibridos polimero-ceramico),
presenten un equilibrio entre las ventajas y desventajas de sus componentes
individuales y proporcionen por tanto propiedades mejoradas (Liu y Bhatia 2004).
En este sentido, los tejidos presentes en el complejo dentino-pulpar son una
combinacion de estructuras con distinto contenido en biopolimero (colageno) y
compuestos bioceramicos en forma de fosfatos de calcio. Por tanto, la utilizacion
de biomateriales compuestos de biopolimero-cerdmico parece la mas indicada para
una aproximacion biomimética con la matriz extracelular natural de los tejidos del

complejo dentino-pulpar.

La sintesis de biomateriales compuestos de biopolimero-ceramico estd mas
extendida para el caso de aplicaciones en regeneracién Gsea. Concretamente, son
numerosos los estudios recientes que desarrollan biomateriales que incluyen la
integracion de cerdmicas bioactivas para facilitar los procesos de regeneracion.
Particularmente, si nos centramos en estudios con versiones avanzadas de vidrio
bioactivo, como los vidrios bioactivos mesoporosos (MBGS), encontramos la
combinacion de MBG con PLGA (Li et al. 2009; Wu et al. 2009), alginato (Wu et
al. 2010; Yun et al. 2011; Luo et al. 2013), seda (Wu et al. 2011; Chandrasekaran
et al. 2016), quitosano (Jia et al. 2011; Zhu et al. 2019) o colageno (Montalbano et

al. 2018), entre otros. Estos estudios encuentran que al afiadir el material MBG al



polimero, la bioactividad in vitro en SBF mejora, asi como la versatilidad para
incorporar medicamentos o factores funcionales que pueden ser liberados en el

lugar de implantacion.

Entre estos estudios, cabe destacar el estudio de EI-Fiqui y cols. (EI-Fiqui et al.
2013). Estos autores producen mezclas de una determinada cantidad de MBG que
han funcionalizado con grupos aminas en su superficie (para permitir enlaces con
grupos aminas del colageno) con hidrogel de colageno. Al comparar dicho material
compuesto con el colageno sin cerdmico, encuentran que la incorporacion de MBG
a la matriz de colageno mejora la estabilidad mecanica, reduce la degradacion
hidrolitica y enzimatica, aumenta la rigidez y previene la contraccion al contactar
con las células. Ademas, en los ensayos in vitro con MSCs de ratas encuentran que
el biomaterial con MBG aumenta la viabilidad celular y la extension del
citoesqueleto al ser visualizado con microscopia confocal de fluorescencia.
Concluyen asi que, los hidrogeles compuestos de colageno y MBG, presentan una
gran promesa para desarrollar biomateriales aplicables a la ingenieria de tejidos

duros.

Sin embargo, hasta el momento, los estudios de este tipo de biomateriales
compuestos para explorar su utilizacién en la regeneracién del complejo dentino-
pulpar son escasos. Moonsei y cols. (Moonsei et al. 2019) fabrican estructuras
tridimensionales a base de gelatina con contenido en un 10-20% de vidrio bioactivo
funcionalizado con boro. Las estructuras se prepararon mediante métodos de
liofilizacién / prensado de moldes metalicos y observaron que la bioactividad in
vitro en SBF mejord con la adiccion del vidrio bioactivo modificado con boro, asi
como la viabilidad celular, actividad de la fosfatasa alcalina y capacidad de

mineralizacion de hDPSCs, siendo necesario futuros estudios in vivo.



Por lo anterior, asi como por la escasa literatura al respecto, este trabajo de Tesis
pretende el desarrollo de un biomaterial avanzado para REPSs, que aporte nuevas
propiedades para estimular el proceso de regeneracion del complejo dentino-
pulpar. La aproximacion es mediante el disefio y procesado de un biomaterial con
caracteristicas, composicién, estructura y formato biomimético con el tejido
dentino-pulpar. Para ello se van a ensayar varias composiciones basadas en una
matriz porosa de biopolimero (colageno de tipo ) a la que se va a integrar MBG en
forma de microparticulas. Se van a estudiar distintas variables como la proporcion
de los componentes colageno/MBG y la modificacién de la composicion del
material MBG, el cual va a ser funcionalizado con un elemento con propiedades
terapéuticas, como es el Zinc (Zn). Se han disefiado composiciones que incluyen un
contenido de MBG en el rango entre el 5y el 15 % en peso, que permitan obtener
estructuras finales con una consistencia mas bien elastica (blanda, “soft”), para que
puedan ser introducidas adecuadamente en el restringido espacio de trabajo que
ofrece el canal radicular.

2. Procedimiento experimental

2.1. Procesado de biomateriales compuestos colageno-MBG (C-MBG) y
colageno-MBG-Zn (C-MBG-Zn).

El procesado de los distintos biomateriales requiere la realizacion de varias etapas.
En una primera etapa se sintetiza el material bioceramico MBG y MBG modificado
con Zn, MBG-Zn. El procedimiento de sintesis de las distintas composiciones
MBG se ha detallado en el capitulo 1. Para las preparaciones de este capitulo se
van a utilizar los materiales MBG y MBG-7.5Zn. Se decidi6 la eleccion del
material MBG-7.5Zn frente al MBG-2.5Zn y MBG-5Zn también sintetizados en el

capitulo anterior, porque se comprobd que a su mas alto contenido en Zn se



sumaban unos parametros de mesoestructura (area superficial y distribucion
ordenada de nanoporos) notables.

La siguiente etapa consiste en la sintesis del percusor de colageno que se basa en
una solucion de nanofibrillas de colageno estructurado, es decir, que presentan el
patron de contraste con escalonamiento D (Dominios; D) de 67 nm, caracteristico
del colageno fibrilar de tipo 1. Para ello, se utiliz una solucion de colageno tipo |
(BD Biosciences) en una concentracion de 3.1 mg mL-1. La formacion de fibrillas
nanoestructurada, con escalonamiento D, también referido como estructura
cuaternaria (Kadler et al. 1996), se realizé siguiendo el protocolo puesto a punto
por nuestro grupo (Borrego-Gonzalez, 2016; Romero et al. 2018). El
procedimiento consiste en la fibrilogénesis de coldgeno mediante autoensamblaje
de las moléculas de atelocolageno presentes en la solucion del reactivo de
colageno. Para ello, el reactivo de colageno se mezcla con una solucién tampon de
composicion KH2PO4 (Sigma-Aldrich) / Na2HPO4 (Sigma-Aldrich) que se ajusta
para una fuerza idnica 200 mM y pH 7.40. EIl tratamiento se realiza en tubos
eppendorf de 2 mL que se mantienen en un termobloque a 34 °C durante 24 h. Una
vez transcurridas las 24 h, la suspension se centrifuga y se lava con agua destilada

tres veces para eliminar las sales procedentes de la solucion tampan.

Posteriormente, se procede a la incorporacion del material MBG y MBG-7.5Zn en
una proporcién de 5y 15 % en peso. Para ello se mezclan las cantidades adecuadas
de la solucién de fibrillas de colageno y de microparticulas de MBG, tal y como se

especifica en la Tabla 2.1.



Tabla 2.1. Cantidad de los distintos reactivos que constituyen los biomateriales
sintetizados.

Biomaterial Reactivos
Solucién colageno MBG MBG-7.5Zn

(mL) (mg) (mg)

C 1 - -

C-5MBG 1 0.21 -

C-15MBG 1 0.63 -
C-5MBG-Zn 1 - 0.21
C-15MBG-Zn 1 - 0.63

Concentracion de la solucion de colageno: 3.57 mg mL-1. Este dato corresponde al analisis realizado en la Tesis
Borrego-Gonzalez 2016.

Las mezclas preparadas de colageno y MBG se mantienen en agitacion a 500 rpm

durante 1h para asegurar la homogeneidad de la misma.

Para el conformado de las piezas de biomaterial se toman 100 uL de la solucién
anterior y se afiaden a pocillos de una placa de 96 pocillos de poliestireno (655161,
Greiner Bio-one). A continuacion, las placas se introducen en un congelador a -80
°C y se mantienen durante 24 h. Posteriormente, la placas se introducen en un
equipo de liofilizacién con placa de control de temperatura (EPSILON 2-4
CHRIST), que permite un tratamiento de liofilizacién a -30 °C y 0,04 mbar durante
10 horas, y que finaliza el proceso con una rampa de temperatura hasta alcanzar la

temperatura ambiente.

Finalmente, las piezas son extraidas de la placa de 96 pocillos y se disponen en

placas de ceramica para realizar un tratamiento de entrecruzamiento por



tratamiento térmico a vacio en una estufa (Memmert VO 200) utilizando 10 mbar
de presion y 150 °C durante 24 horas (MG Haugh, MJ Jaasma, FJ O'Brien, J.
Biomed) para estabilizar el colageno en cuanto a sus propiedades mecanicas
(Mehta et al. 2015).

2.2. Caracterizacion fisico-quimica de los biomateriales C-MBG y C-
MBG-Zn.

Para la caracterizacion fisico-quimica de los biomateriales se emplearon las
técnicas de espectroscopia infrarroja (Fourier-Transform Infrared Spectroscopy,
FT-IR), microscopia electronica de barrido (Field Emission Gun-Scanning Electron
Microscopy, FEG-SEM), porosimetria de Hg, medida de la capacidad de absorcion
de medio liquido, determinacién de la biodegradacion y espectrocospia de emision
atomica por plasma de acoplamiento inducido (Inductively Couple Plasma Atomic
Emission Spectroscopy, ICP-AES), utilizando los procedimientos y parametros de

medida especificados en el Anexol.

3. Resultados

Las distintos biomateriales procesados se presentan en la Figura 2.1. Se trata de
piezas de color blanco y consistencia esponjosa con geometria cilindrica de 4.70
0.15 mm de didmetro y 2.60 + 0.23 mm de altura.



Figura 2.1. Fotografias digitales de los materiales sintetizados. En la imagen de la izquierda, y de izquierda a
derecha se presentan los materiales: colageno (C); colageno con 5% MBG (C-5MBG); colageno con 15%MBG
(C-15MBG); coldgeno con 5%MBG-Zn (C-5MBG-Zn) y colageno con 15%MBG-Zn (C-15MBG-Zn). La

fotografia de la derecha corresponde a una ampliacion del material C.

En la Tabla 2.2 se muestra el peso promedio obtenido para los distintos
biomateriales.

Tabla 2.2. Peso promedio medido para las piezas de los biomateriales procesados.

C C-5MBG C-15MBG C-5MBG- C-15MBG-
Zn Zn

Peso 0.88+0.00 106+0.00 1.11+0.00 0.92+0.00 1.05+0.00
(mg)

Se observa que el peso de las piezas de biomaterial aumenta con la incorporacion
de MBG vy es ligeramente mayor para las composiciones gque incorporan MBG libre
de Zn.

La Figura 2.2 presenta los espectros FT-IR para los biomateriales C-MBG (a) y C-
MBG-Zn (b).
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Figura 2.2. Espectros FT-IR de los biomateriales procesados a) C-MBG y b) C-MBG-Zn en comparacion con las
muestras control (biomaterial C) y los materiales en forma de particulas MBG y MBG-Zn. (u.n: unidades

normalizadas).

Los biomateriales compuestos biopolimero-ceramico presentan un espectro donde

dominan las bandas tipicas para los materiales de colageno (Muyonga et al. 2004;



Belbachir et al. 2009; De y Mello 2011; El-Fiqui et al. 2013). Las bandas mas
intensas se asignan a grupos amida, 3400-3300 cm™ (amida A), 1660-1630 cm™
(amida 1), 1560-1530 cm™ (amida 11) y 1239 cm™ (amida I11). Ademas, se observa
como la mezcla con MBG produce un cambio en la forma e intensidad de las
bandas en 1080 y 1230 cm™ al superponerse con las vibraciones de las bandas Si-
O-Si del material MBG situadas en 1084 y 1224 cm™. También se detectan las

bandas a 800 y 460 cm™ correspondientes a los enlaces de Si-O-Si del vidrio MBG.

Las observaciones FEG-SEM tomadas utilizando el detector de electrones

retrodispersados se muestran en la Figura 2.3.



C-15MBG

Figura 2.3. Micrografias FEG-SEM de los
biomateriales estudiados C-MBG y C-MBG-Zn.
Las flechas indican la distribucion de las
microparticulas del material ceramico MBG.



Las micrografias muestran una microestructura donde destaca un entramado
fibrilar y con estructura porosa formada por el material de colageno. Distribuidas
en el entramado de colageno se distinguen las microparticulas (sefialadas en la
micrografias con flechas) de MBG y MBG-Zn para los biomateriales compuestos.
Estas microparticulas, se aprecian mas claramente para los materiales con mas
contenido en cerdmico C-15MBG y C-15MBG-Zn. Las particulas presentan una
distribucion homogénea, con un tamafio entre 2-20 um en buen acuerdo con los

tamafios de particulas medidos por LD (ver Figura 1.3. capitulo 1).

Los histogramas de la distribucion de tamafio de poro obtenidos por porosimetria

de Hg se presentan en las Figura 2.3.
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Figura 2.3. Distribucién de tamafio de poro obtenidos por porosimetria de mercurio para los biomateriales

estudiados.

Todas las gréaficas muestran la existencia de dos poblaciones de poro. Una
correspondiente a poros macro entre 1 y 1000 um, y otra de nanoporos entre 5y 10
nm. Los resultados de la distribucién de macroporos son consistentes con el
tamafio de las cavidades observadas por FEG-SEM (Figura 2.2). Como cabria
esperar, se observa un incremento significativo en el volumen correspondiente a
poros en el rango nanométrico para los materiales con contenido en cerdmico
nanoporoso MBG y MBG-Zn.

Los resultados de capacidad de absorcién de medio liquido por los biomateriales
para distintos tiempos de ensayo, expresada en porcentaje se muestran en la Figura
2.4.
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Figura 2.4. Capacidad de absorcion de medio de cultivo por parte de los materiales C; C-5 MBG; C-15MBG; C-
5MBG-Zny C-15MBG-Zn a los tiempos 0; 0.5; 1; 2; 4; 10; 24; 72; 120 y 168 h.

Como puede observarse, la capacidad de absorcién de liquido de los biomateriales

esta entre 200 y 350 %. Practicamente esta capacidad de absorcion se produce en



su totalidad en los 30 primeros minutos del tratamiento, aunque puede darse un
incremento de hasta otro 100% hasta las 24 h. A partir de este tiempo no se
observa ningun aumento, mas bien una disminucion que puede estar producida por
la disminucion de masa debida al comienzo de degradacion del biomaterial. Se
obtiene que el material constituido Unicamente por coladgeno es el que presenta
mayor capacidad de absorcion llegando hasta el 350 %. Asi, la incorporacion de
MBG reduce la cantidad de masa de liquido retenida, especialmente para los
biomateriales con contenido en MBG-Zn. Entre las composiciones ensayadas,
destaca el comportamiento del biomaterial C-15MBG-Zn, con alto contenido en
MBG-Zn, que presenta la absorcion de liquido mas baja y menos fluctuante

durante todo el tiempo de tratamiento.

La Figura 2.5 muestra la biodegradacion del biomaterial en medio de cultivo
celular en los tiempos 0.5; 1; 2; 4; 10; 24; 72; 120 y 168 h.
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Figura 2.4. Biodegradacion en medio de cultivo de los materiales C; C-5MBG; C-15MBG; C-5MBG-Zn y C-
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Todos los biomateriales presentan un maximo de biodegradacién con una pérdida
de masa entre el 40 y 60 % a las 24 h de tratamiento. EI material de coldgeno
alcanza el méaximo, un 50 %, con mas tiempo de tratamiento, 72 h. Todos los
materiales presentan un patron de degradacion similar, presentando en torno a un
20% de pérdida en la primera media hora. Dicha pérdida se estabiliza hasta las 24 o
72 h, momento en el que aumenta para volver a estabilizarse hasta el final del
periodo de tiempo ensayado, 168 h. Los materiales compuestos con mayor
contenido en MBG son los que presentan mayor estabilidad frente a la
degradacion, manteniéndose en el limite mas bajo, en torno al 40 % de pérdida de

masa.

4. Discusion

El colageno bovino de tipo | es quizés el material biolégico méas utilizado para
aplicaciones terapéuticas debido a sus numerosas y exitosas aplicaciones en
biomedicina (Gomez et al. 2011). Sin embargo, la rapida biodegradacidén a menudo
requiere la estabilizacion de este biomaterial (Montalbano 2018). Ha sido
demostrado que la combinacion de colageno y MBG presenta excelente
biocompatibilidad y propiedades biomecénicas (El-Fiki et al. 2013) en estudios

para regeneracion de tejidos duros.

En este trabajo, la fabricacion de las piezas de biomaterial se ha realizado
utilizando un proceso de liofilizacién. Este procedimiento consigue separar el agua
(u otro solvente) de una mezcla de biopolimero en agua mediante la previa
congelacion de la mezcla y posterior sublimacion del agua en forma solida,
utilizando un tratamiento a vacio. Mediante este método, se consigue el

mantenimiento de la estructura expandida del biopolimero en solucién, sin que se



produzca, por el secado, el colapso o plegamiento de las fibras poliméricas para

formar una pelicula densa (Sachlos y Czernuszka 2003).

Asi, los resultados de cuantificacion por porosimetria de Hg muestran la
generacion de biomateriales porosos con un entramado fundamental de cavidades
entre las 10 y las 1000 micras, y por tanto adecuado para facilitar la migracion
celular. Segun la bibliografia, los tamafios de poro mas optimos para la
osteoconduccion se encuentran entre 100 y 350 pum (Yang et al. 2001), no
encontrandose una referencia concreta para los tejidos dentarios (EI-Backly et al.
2008).

Como parte del procedimiento de procesado para estabilizar y mejorar las
propiedades mecanicas de las piezas (Mehta et al. 2015) se ha utilizado un
entrecruzamiento fisico mediante tratamiento hidrotermal a vacio (Haugh et al.
2009). Esto supone una ventaja frente a otros procesos que se emplean
habitualmente para este tipo de preparaciones (Fathima et al. 2004) y que
conllevan la utilizacién de agentes quimicos con distintos grado de toxicidad
asociada como el glutaraldehido, la carbodiimida, formaldehido, genipina y otros
(Sung et al. 2003; Angele et al. 2004)

La porosidad, el tamafio de los poros y la estructura interna juegan un papel
importante en el disefio de biomateriales en la ingenieria de tejidos blandos, ya que
estos factores pueden influir directamente en la absorcion de agua, propiedades
mecanicas y penetracion celular (Yang 2017). Las observaciones FEG-SEM, y la
cuantificacion de la nanoporosidad de los biomateriales indican que la
incorporacién del material MBG y MBG-Zn en sus diferentes proporciones del 5 y
el 15% no modifican sustancialmente la interconexion y estructura fibrilar de la

matriz polimérica de los biomateriales. Todas las composiciones exhiben una red



macroporosa interconectada, que proporciona al material una macroporosidad
altamente interconectada (abierta), tal y como se puede deducir de la comparacion
entre las cavidades observadas por FEG-DSEM (2D) y los datos volumétricos
obtenidos por porosimetria de mercurio.

La incorporacion de MBG, incluye nuevas caracteristicas texturales que conllevan
el aumento de superficie especifica y nanoporosidad de los biomateriales (Figura
2.3). Las imagenes de FEG-SEM muestran una distribucion homogénea de las
microparticulas inorganicas de MBG dentro de la matriz de colageno. Asi, no se
han encontrado aglomerados importantes de particulas, lo que sugiere que se ha
utilizado un procedimiento exento de efectos no deseados de precipitacion o
apelmazamiento del material durante el protocolo de preparacion. La inclusién de
las microparticulas de MBG, tiene un efecto significativo en la estabilizacion de las
piezas de biomaterial que se traduce en una contencién en la cantidad de medio

liquido absorbido y en la pérdida de masa por biodegradacion.

5. Conclusiones

Los resultados presentados en este capitulo muestran un procedimiento
reproducible para la generacion de piezas de biomateriales compuestos de una
matriz biopolimérica de colageno y de material de vidrio bioactivo nanoporoso
MBG.

Los resultados indican que con este método se pueden obtener piezas con un
contenido en ceramico MBG de hasta un 15 % en masa manteniendo una matriz
biopolimérica con una estructura de macroporosidad abierta en el rango entre 1 y
1000 micras.



La incorporacion del material inorganico MBG a la matriz de colégeno significa
una aproximacion biomimética en cuanto a la composicion de la matriz
extracelular del complejo dentino pulpar formada por coldgeno y compuestos
inorganicos de fosfato de calcio. EI componente MBG, aumenta las propiedades
texturales de los biomateriales, superficie especifica y nanoporosidad, ademas de
resultar positivo en la estabilizacion de las piezas procesadas que se traduce en una
contencién en la cantidad de medio liquido absorbido y pérdida de masa por

biodegradacion.
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Capitulo 3

Evaluacion in vitro de los
biomateriales C-MBG y C-
MBG-Zn utilizando células

madre de pulpa dental
(hDPSCs)

1. Introduccién

Como se ha indicado en la Introduccion General (Figura 1.3.), la practica actual en
ingenieria de tejidos implica la combinacion de células y/o moléculas de
sefializacidon con biomateriales (Chen et al. 2010; Volponi et al. 2010; Egusa et al.
2012; Zhai et al. 2019).

Segln esta aproximacién, la implementacion de las distintas terapias de ingenieria
de tejidos va a requerir la disponibilidad estandarizada y segura de células con
capacidad de auto renovacion y diferenciacion en los maltiples tipos celulares. Es
reconocido en la bibliografia que las células madre mesengquimales (Mesenchymal
Stem Cells; MSC) representan una gran promesa para la medicina regenerativa,

debido a su capacidad para diferenciarse en tejidos especificos (Prescott et al.



2008). Entre otros factores, los tipos celulares utilizados van a condicionar el éxito
del tratamiento regenerativo (Langer y Vacanti 1993; Bakhtiar et al. 2018).

En la region maxilar de los humanos, se han descrito al menos 5 fuentes de células
madre mesenquimales postnatales con capacidad de diferenciacion a células
similares a odontoblastos, entre las que se encuentran: células madre de la pulpa
dental (human Dental Pulp Stem Cells; hDPSCs), células madre de los dientes
deciduos exfoliados (Stem cells from Human Exfoliated Deciduous teeth, SHEDS),
células madre de la papila apical (Stem Cells of the developing root Apical Papilla,
SCAPs), células progenitoras de los foliculos dentales (Dental Follicle Stem Cells,
DFSCs) vy células madre del ligamento periodontal (PerioDontal Ligament Stem
Cells, PDLSCs) (Egusa et al. 2012). Entre ellas, las hDPSCs son las mas faciles de
obtener; presentando una mayor capacidad de diferenciacion a odontoblasto (Nuti
et al. 2016). Estas células madre de la pulpa, identificadas por primera vez por
Gronthos (Gronthos et al. 2000; Gronthos et al. 2002), se encuentran tanto en la
corona como en la raiz del diente y son células multipotentes que pueden proliferar
extensamente (Miura et al. 2003). Se ha visto que tienen propiedades
inmunosupresoras y presentan la capacidad de diferenciarse in vitro en
odontoblastos, osteoblastos, adipocitos, células neuronales, cardiomiocitos,
miocitos y condrocitos (Volponi et al. 2010; Rodriguez et al. 2011; Egusa et al.

2012). Ademaés, presentan la capacidad de ser criopreservadas de forma segura.

Estas células poseen capacidad de auto-renovacion (Barry 2003), diferenciacion
multilinaje y eficiencia clonogénica, ademas de demostrarse que, pueden regenerar
ectépicamente un complejo parecido a la pulpa con una disposicion similar a la de
la dentina natural (Bakhtiar et al. 2018).



Por tanto, las células madre postnatales de la pulpa dental pueden diferenciarse en
odontoblastos y generar dentina reparadora en el proceso de regeneraciéon de la
pulpa (Huang et al. 2010). Ademas, exhiben mdltiples potenciales en la
osteogénesis, neurogénesis, angiogénesis e incluso en la regeneracion de las
glandulas endocrinas (Chen et al. 2019). Algunos estudios han demostrado que las
hDPSCs representan una promesa considerable para la ingenieria de tejidos
dentales debido a su capacidad para diferenciarse en odontoblastos funcionales in
vitro y para formar estructuras complejas de dentina-pulpa in vivo cuando se
trasplantan junto con biomateriales (Zhang et al. 2006; Atalayin et al. 2016;
Chamieh et al. 2016; Yu et al. 2019). Hay estudios que muestran resultados
histolégicos satisfactorios tras el uso de hDPSCs (lohara et al. 2011; Ishizaka et al.
2012; lohara et al. 2013; Chen et al. 2015) en REPs.

Por todo lo anterior, desde su descubrimiento, las hDPSCs se han investigado
exhaustivamente con respecto a su potencial como fuentes celulares éptimas para
la regeneracion de la pulpa, ya que son distintivamente ventajosas para la
aplicacion clinica debido a su origen en el tejido pulpar, su facil aislamiento, y el
mantenimiento de su capacidad de regeneracién después de la crioconservacion
(Kim et al. 2015; Sui et al. 2019), proporcionado una posibilidad clinica realista en

la regeneracion de la pulpa (Prescott et al. 2008; Yu et al. 2019).

Por otra parte, en los Gltimos afios se han conseguido avances en la formacién de
tejido con caracteristicas especificas de pulpa tras la combinacién de células
hDPSCs con diferentes biomateriales. Los nuevos tejidos formados presentan
nueva vascularizacion, células similares a odontoblastos, deposicién de calcio,
fibrillas de colageno y formacion de tejido similar a la dentina (Ohara et al. 2010;
Ravindran et al. 2014; Hayashi et al. 2015; lohara et al. 2016).



Si la basqueda la centramos en células hDPSCs aplicadas en REPs junto con
biomateriales como matrices extracelulares descelularizadas, encontramos trabajos
en los que se ha constatado la formacion de nuevos depoésitos de dentina con
presencia en la pared de células similares a los odontoblastos (Ravindra et al. 2014;
Wang et al. 2015; Hu et al. 2017; Zhang et al. 2017; Fukushima et al. 2019).

Como se ha justificado previamente, el biomaterial C-MBG-Zn es un candidato
muy interesante para su utilizacion en REPs. En el presente capitulo, se lleva a
cabo un estudio comparativo de biocompatibilidad con hDPSCs in vitro de la serie
de biomateriales C-MBG y C-MBG-Zn procesados y denominados como se ha
detallado en el Capitulo 2.

2. Procedimiento experimental

Toda la experimentacion celular del presente trabajo fue realizada en el centro
Wellcome-Wolfson Institute for Experimental Medicine, School of Medicine,
Dentistry and Biomedical Sciences de la Universidad de Queen, Belfast (Irlanda

del Norte), en colaboracion con la Profesora Dra. Fionnuala Lundy.

Los experimentos in vitro con los biomateriales C-MBG y C-MBG-Zn han
consistido en dos tipos de estudios. Una primera serie de estudios fueron realizados
para ensayar la biocompatibilidad celular y la influencia en la estimulacion de la
mineralizacion de los biomateriales en células hDPSCs. Esta primera serie de
experimentos consistio en el estudio de la influencia de los productos idnicos de
disolucion de los biomateriales mediante la utilizacion de medios de cultivo
previamente tratados con las piezas de los biomateriales en suspension para

diferentes tiempos (24 h, 72 hy 168 h) y que se van a denominar como medios



condicionados (MC). La otra serie de experimentos, se realiz6 sembrando las
hDPSCs directamente sobre los distintos biomateriales para experimentos de
actividad de fosfatasa alcalina y microscopia confocal de fluorescencia. Todos los
experimentos incluyeron una muestra de biomaterial control (C), consistente en

una pieza procesada con colageno como Unico componente.

Las células de la pulpa dental se obtuvieron de terceros molares permanentes
inmaduros extraidos en la facultad de odontologia de la Universidad de Aix-
Marseille de Marseille (Francia) de acuerdo con la legislacién de ética francesa.
Tras la extraccion, los dientes fueron lavados con etanol al 70% en agua
desionizada (DIH20) (v / v) y solucién salina de fosfato estéril (Phosphate-
Buffered Saline, PBS, 0.01 M, pH 7.4 Dulbecco, sin Ca?"’ Mg?"* PromoCell, Reino
Unido). Los dientes fueron fracturados con la ayuda de un tornillo de banco (About
et al. 2000) para asi poder retirar el tejido pulpar cuidadosamente con una lima K
Flexofile de tamafio 40 (Dentsply, Maillefer, Suiza). Una vez separado el tejido
pulpar de la estructura dentinaria, éste fue cortado en trozos pequefios y colocado
en un matraz de cultivo T25 (Thermo Scientific™ Nunc™). El tejido asi
fraccionado se cultivd en un medio que consistian en a-MEM suplementado con
10% de suero fetal bovino (Fetal Bovine Serum, FBS), 1% penicilina /
estreptomicina (Invitrogen) y 1% de L-glutamina (Sigma-Aldrich, Reino Unido).
Las muestras se cultivaron en una incubadora a 37 °C en 5% de CO,, cambiando el
medio de cultivo cada 3 dias hasta que las células primarias migraron desde los
restos de tejido y llegaron a confluencia, momento en el que fueron tripsinizadas
(0.2% de tripsina y 0.02% EDTA) (El-Karim et al. 2016).

Para llevar a cabo la experimentacion, se utilizaron poblaciones de células madre

(positivas para STRO-1) que fueron aisladas a partir del cultivo de las células



primarias anteriores, mediante separacion inmunomagnética (Winning et al. 2019).
Para llevar a cabo dicho procedimiento, se incubaron perlas de Inmunoglobulina M
de rata unidas a cuentas magnéticas (Dynal, Oslo, Noruega) con Inmunoglobulinas
M anti-humano STRO-1 (Invitrogen). Esta solucion se incubé con las células en un
tampon de aislamiento (0.1% BSA) durante 1h a 4 ©°C. Asi se obtuvieron
poblaciones de células madre positivas para STRO-1 que se cultivaron en medio de
cultivo a-MEM complementado con 10% FBS, 1% de penicilina / estreptomicina y

1% L-glutamina. En todos los experimentos se utilizaron células entre los pasajes 3
y 5.

2.1. Preparacion de los medios de cultivo condicionados, analisis de los
productos idnicos por espectroscopia de emision atdmica por plasma de

acoplamiento inducido y medida de pH.

Los biomateriales fueron previamente esterilizados mediante la inmersion de los
mismos en una placa de 96 conteniendo cada pocillo una pieza de biomaterial y
100 pL de una solucion de etanol en DIH,O al 70% (v/v) durante 24 h. A
continuacion, se realizaron 2 lavados de las piezas por inmersion en PBS durante
15 min y en agitacion a 30 rpm. Tras ser lavadas, las piezas fueron sumergidas en
100 uL de medio a-MEM sin suero afiadido durante 24 horas. Este primer
tratamiento en medio sin suero de los biomateriales es considerado como un paso
preparativo previo (pre-condicionamiento) que es aplicado en una generalidad de
estudios de cultivo celular con materiales de vidrio bioactvo (Ciraldo et al. 2018).
La razén que se argumenta es gque debido a que los vidrios obtenidos mediante el
proceso sol-gel poseen una naturaleza altamente reactiva, pueden producir una muy

alta concentracion de iones en solucion que dé lugar a saturacién en un primer



contacto con el medio. Una vez finalizado el protocolo de esterilizacion y pre-
condicionamiento, las piezas de biomaterial fueron colocadas individualmente en
placas de cultivo de 24 pocillos y sumergidas en 0.5 mL de medio de cultivo a-
MEM complementado con 10% FBS, 1% de penicilina/estreptomicina y 1% de L-
glutamina durante 24h, 72h y 168h en un incubador a 36.5 °C y 5% CO,. Una vez
extraida la pieza de biomaterial, el medio asi tratado se denomina “medio
condicionado”, y constituye la muestra experimental que se va ensayar para
estudiar su biocompatibilidad con el cultivo celular. Para determinar las cantidades
de biomaterial y medio del tratamiento de condicionamiento se utilizé una relacion
de la relacion 1.5 cm? mL™ entre el area superficial del material y el volumen de
medio de acuerdo con la Norma de referencia 10993-5 (1SO 10993-5;2005).

Para conocer la concentracion de los iones silicio (Si), calcio (Ca), fésforo (P) y
zinc (Zn) liberados en los medios condicionados se utilizé el analisis mediante
espectrocospia de emision atomica por plasma de acoplamiento inducido
(Inductively Couple Plasma Atomic Emission Spectroscopy; ICP-AES), utilizando
el espectrometro Horiba Jobin Yvon (Ultima 2, Paris, Francia). La solucién control
consistié en medio de cultivo celular completo con suero y antibidtico como se ha
indicado anteriormente, que se preparé y almacend simultdneamente bajo las
mismas condiciones que el resto de las muestras experimentales. EI pH de todas las
muestras se determino con un instrumento de medida pH & lon-Meter GLP 22
(Crison).

2.2. Estudios celulares in vitro
2.2. 1 Estudio de viabilidad celular in vitro.

Como paso previo al ensayo de cultivo celular, las muestras de medio

condicionado fueron filtradas usando filtro bacteriostatico Biofil de 0.2 um.



La tasa de viabilidad celular de hDPSCs ante los distintos medios condicionados,
se evalud utilizando el ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio MTT (MTT Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide Sigma Aldrich
Product Number: M2128). Las células fueron sembradas a una densidad de 1 x 10°
células por pocillo en un volumen de 100 pL en placas de 96 pocillos. Las células
se mantuvieron 72 h en a-MEM suplementado con 10% FBS, 1% L-glutamina y
1% de penicilina/estreptomicina. Tras las 72 h y comprobar que las células se
encontraban en torno al 70% de confluencia, se retir6 el medio de cultivo y durante
24 h se expuso a las células a los diferentes medios condicionados para cada
biomaterial (24 h, 72 h y 168 h). Las células cultivadas en medio de cultivo sin
condicionamiento fueron utilizadas como control, el cual fue considerado el 100%
de viabilidad, permitiendo asi el célculo del % relativo de viabilidad de los
distintos medios condicionados respecto al control. Pasadas las 24 h, se afiadieron
10 pL de una solucion de 5 mg / mL de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio al medio de cultivo que permanecio en incubacion durante 3 horas
a 37°C. Tras este periodo, el sobrenadante se retird y los cristales de formazan se
solubilizaron con 200 pL por pocillo de dimetilsulféxido (DMSO). La absorbancia
a 570 nm se midid utilizando un espectrofotometro automatico de microplacas
(GENios, Tecan, Suiza), y los datos se analizaron utilizando el software Prism
GraphPad (GraphPad, La Jolla, CA).

2.2.2. Tincién rojo alizarina

Las células mesenquimales indiferenciadas no presentan depdésitos de calcio en la
matriz extracelular, mientras que para las células diferenciadas en odontoblastos

son caracteristicos dichos depdsitos tanto in vitro como in vivo. Por tanto, los



depositos de calcio son un indicador de la diferenciacion de las MSCs en células
odontoblasticas in vitro, para lo cual la tincion con rojo de alizarina se us6 para
determinar la presencia de nédulos mineralizados formados por células de linajes
odontogénicos. Las células se sembraron por triplicado en placas de cultivo de 6
pocillos a una densidad de 5 x 10* células/mL y se cultivé hasta una confluencia
del 70%. En este momento el medio de cultivo fue reemplazado por los diferentes
medios condicionados (24 h, 72 h'y 168 h) y la tincion con rojo de alizarina (AR)
se realizo tras 10 dias de exposicion a los distintos medios. Células no expuestas a
medio condicionados fueron utilizadas como control. Para ello, las células se
enjuagaron con PBS dos veces y posteriormente se fijaron en etanol al 70% en
dH,0O durante 30 minutos en frio. Después de tres lavados con dH,0, las células se
tifieron durante 30 minutos con rojo de alizarina al 2%. La solucién fue preparada
disolviendo 2 gr de Alizarin Red (Sigma-Aldrich, UK) en 100 mL de dH,O vy
ajustando el pH entre 4.1-4.3 con 0.1% NH,OH. La mezcla fue filtrada y conserva
protegida de la luz. Tras la tincion, los pocillos se lavaron cinco veces con dH,0.
La cuantificacion del tejido mineralizado total producido por pocillo se realizé
agregando 2 mL de tampdn de cloruro de cetilpiridinio (CPC; Sigma-Aldrich)
(10%, p / v) en Na;HPO, 10 mM (pH 7) durante 1 hora a 37 °C en cada pocillo, y
fueron recolectados. Posteriormente, se transfirieron partes alicuotas de 100 mL a
una placa de 96 pocillos y se midié la densidad éptica de la solucién a 570 nm
usando un lector de microplacas (Tecan GENios, MTX Lab Systems, US)
(Gregory et al. 2004).

2.2.3. Ensayo de actividad de fosfatasa alcalina



El ensayo de actividad de fosfatasa alcalina intracelular (Alkaline Phosphatase,
ALP) es usado para evaluar el desarrollo de fenotipo odontoblastico durante la
induccidn de la diferenciacion de las MSCs. Para realizar este ensayo las células
fueron sembradas directamente sobre la superficie de los biomateriales, no
haciendo uso por tanto del medio condicionado utilizado en los ensayos anteriores.
Las células fueron sembradas en una placa de 12 sobre los biomateriales a una
densidad de 1 x 10° en 25 pL de medio y se mantuvo a 37 °C durante 30 min para
asegurar la adhesion celular a la superficie del material. Pasados los 30 min se
afiadieron 750 uL de medio a-MEM suplementado con 10% FBS, 1% L-glutamina
y 1% de penicilina/estreptomicina a cada pocillo. Los resultados de actividad ALP
fueron recogidos a los 3, 7 y 14 dias. ElI medio celular fue cambiado cada dos dias.
El experimento fue realizado por triplicado. En cada uno de los tiempos a estudiar
del experimento, el medio fue retirado y las estructuras de material fueron lavadas
dos veces con PBS, para luego lisar las células utilizando 600 mL de tampon de
lisis (0,2% Triton X-100), durante un periodo de incubacién de 15 minutos a 37 °C.
Las células lisadas fueron recogidas en un eppendorf, el cual fue agitado y
centrifugado a 4 °C durante 10 min. El sobrenadante de cada muestra se recogio en
un nuevo eppendorf estéril y fue almacenado a -20 °C. Para llevar a cabo la
cuantificacion de ALP se utilizo el kit de deteccion de dietanolamina (Sigma-
Aldrich, Reino Unido), siguiendo las instrucciones del fabricante, para lo cual las
muestras fueron descongeladas a 37°C y se utiliz6 una solucion de pNPP 0.67M
que se prepar6 con agua Milli-Q (Merck, UK) y fue protegida de la luz. También
se utilizé el ALP buffer proporcionado por el fabricante (1M diethalnolamine y
0.5M cloruro de magnesio a 9.8 pH), siendo el resultado final en cada pocillo de 90
puL de ALP buffer, 5 L de pNPP 0.67M y 5 uL de muestra y fue incubada durante
15 min a 37 °C. A continuacion se registraron lecturas cinéticas durante 20 ciclos

midiendo la densidad dptica a 405 nm en cada punto utilizando el lector de placas



(Tecan GENios, MTX Lab Systems, US). El software Magellan fue utilizado para

determinar el indice lineal maximo (A Absorbanciaggsnm/minuto).

Los calculos fueron realizados con la siguiente formula:

(AA405nm/ min Test-AAgosnm/ min Blanco) (df) (Vi)

(18.5) (Ve)

df : Factor de dolucion
V; : Volumen (en mililitros de ensayo)
18.5 : coeficiente milimolar de extincion de pNPP a 405 nm

Ve : volumen (en mililitros) de la enzima utilizada

Los valores obtenidos fueron normalizados con el contenido total de proteinas de
las muestras que fue determinado utilizando el kit de ensayo de proteinas BCA
(Pierce, Rockford, IL, EE. UU.). Se preparé un estdndar de concentraciones
conocidas de albimina diluidas de entre 20-2000 pg mL™. A continuacion se
prepard un reactivo de trabajo mezclando 50 partes del reactivo A con 1 parte del
reactivo B proporcionados por el kit. Tanto las muestras como el estandar de
diluciones de albumina fueron registrados por cuadriplicado. El contenido de cada
pocillo en una placa de 96 era de 200 pL del reactivo de trabajo preparado y 25 pL

de muestra. La placa fue agitada durante 30 segundos y se incubé a 37 °C durante



30 min para favorecer la reaccion. Finalmente, la densidad optica fue medida a 562
nm utilizando el lector de placas (Tecan GENios, MTX Lab Systems, US).

Se realiz6 una ecuacién lineal con los valores del estandar de las distintas
concentraciones de albdmina que permiti6 la determinacion de la concentracion de

proteinas para las muestras.

Finalmente, la actividad de ALP determinada anteriormente, se normaliz6 al
contenido total de proteinas, por lo que los resultados fueron expresados como

nmol PNPP / min / mg de proteina.

2.2.4. Inmunofluorescencia y microscopia fluorescente.

Para observar los microfilamentos de actina del citoesqueleto, las hDPSC se fijaron
con paraformaldehido al 4% (30 minutos) y se permeabilizaron durante 20
minutos. Se aplico una solucion de BSA al 5% a las muestras para bloquear sitios
de wunion no especificos durante 15 minutos a temperatura ambiente.
Microfilamentos de actina se tifieron con Texas Red-X Phallodin (Thermo Fisher
Scientific) durante 2 horas a temperatura ambiente en una habitacion sin luz. La
tincién de los nucleos se visualizé usando 0,5\ mu M 4 ', 6 - diamidino - 2 -
fenilindol (DAPI) durante 20 minutos a temperatura ambiente. La tincion fue
realizada tras 72 h de cultivo de 5 x 10* células/100 pL sobre los distintos
biomateriales. Las muestras tratadas para inmunocitoquimica se visualizaron con
un microscopio fluorescente SP8 (Leyca) con una lente objetivo de agua 40x. Las

imagenes fueron analizadas con el software LAS X Life Science 3.5.2.18963.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/T7471
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/T7471
https://www.leica-microsystems.com/de/produkte/mikroskop-software/p/leica-las-x-ls/
https://www.leica-microsystems.com/de/produkte/mikroskop-software/p/leica-las-x-ls/

2.3. Andlisis estadistico

Datos de viabilidad MTT, tincién rojo de alizarina y actividad de ALP de los
diferentes biomateriales en diferentes puntos de tiempo fueron analizados por un
analisis de varianza de una vias (ANOVA) seguida por la prueba post hoc de
Tukey para comparaciones maltiples. Los experimentos se realizaron por triplicado
y fueron repetidos tres veces. El nivel de significacion estadistica se establecio en

p<0.05. Los graficos se realizaron usando software OriginPro 8.

3. Resultados

Los perfiles de concentracion de los iones analizados en los medios condicionados
en funcion del tiempo de tratamiento (24 h, 72 h y 168 h), fueron determinados por

ICP-AES y se muestran en la Figura 3.1.
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Figura 3.1. Perfiles de concentracién de los iones Si, Ca, P y Zn liberados al medio de cultivo condicionado en

funcién del tiempo de tratamiento 24 h, 72 h 'y 168 h, determinado por ICP-AES.

Como cabria esperar, los andlisis realizados para el biomaterial control de colageno
C, muestran unos valores muy similares a los medidos para el medio de cultivo sin

tratamiento.



La mayor liberacion de iones de Si se produce para los biomateriales C-15MBG y
C-15MBG-Zn, ya que son los que contienen mayor cantidad de material vitreo,
yendo ésta en aumento con el tiempo de tratamiento. EI Zn s6lo es detectado para

aquellos biomateriales que lo incorporan en su composicion.

Por otra parte, la concentracion liberada tanto de Ca como de P disminuye para los
biomateriales que incorporan MBG, mientras que los biomateriales con contenido
en Zn, hacen que los niveles de Ca y P se mantengan. Esto es, los biomateriales
que presentan MBG adsorben estos iones en superficie mientras que esto no ocurre

en los biomateriales con Zn.

La Figura 3.2 muestra el pH medido en el medio de cultivo tras la incubacion de
los distintos biomateriales a los tiempos 0.5, 1, 2, 4, 10, 24, 72, 120 y 168 horas.
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Figura 3.2. pH de los distintos medios condicionados en diferentes tiempos.



Se observa que todos los biomateriales producen un aumento del pH respecto al
medio sin condicionamiento (medio control; pH = 8.0) que puede elevarse hasta un
valor de 8.6. Los valores de pH medidos para las muestras condicionadas con
biomateriales oscilan entre 8.3 y 8.6.

Para estudiar la influencia de los productos iénicos liberados por los distintos
biomateriales, en la Figura 3.3 se representa la viabilidad de las células hDPSC tras
la exposicion de las mismas durante 24 h a los distintos medios condicionados (24
h, 72 hy 168 h).
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Figura 3.3. Viabilidad celular de hDPSCs tras exposicion en cultivo durante 24 h a los medios condicionados para
distintos tiempos, MC-24, MC-72 y MC-168. Se representa el porcentaje de células cuantificadas respecto al
grupo de control (células expuestas a medio de cultivo sin condicionar), junto con el andlisis estadistico de
ANOVA de dos vias (post-hoc Turkey), * p <0.05 y ** p <0.001.



Los resultados anteriores muestran el porcentaje de viabilidad celular relativo al
que muestran las células expuestas al medio sin condicionar (que se considera el
100%). Las células fueron cultivadas durante 24 h con los medios condicionados
MC-24, MC-72 y MC-168 para los distintos tiempos de 24, 72 y 168 horas,

respectivamente.

Para los ensayos realizados con los medios condicionados con el tratamiento mas
corto de 24 h la viabilidad de las células disminuye algo respecto al grupo de
control, observandose que la disminucion es mas importante, hasta un 20 %, para el
caso de los medios acondicionados con los biomateriales con mayor contenido en
MBG. Se observa ademas que la funcionalizacion con Zn tiene un efecto adicional
aumentando este efecto respecto al biomaterial con MBG libre de Zn. Es
interesante que para el caso de las células cultivadas con los medios condicionados
72 h, la viabilidad relativa entre los diferentes grupos se invierte, observandose un
efecto positivo para los medios condicionados con biomateriales compuestos con
MBG y MBG-Zn respecto al biomaterial de colageno como Unico componente.
Esta tendencia se confirma para los ensayos de cultivo con los medios
condicionados 168 h, en los que la viabilidad celular es mayor para los medios de
los materiales con contenido en MBG, particularmente los de alto contenido del
15%. Ademdas para este ensayo se observa que los medios con biomateriales
compuestos de MBG promueven mayor viabilidad y que el efecto es mayor para el
caso del material con alto contenido en MBG funcionalizado con Zn, C-15MBG-
Zn. Los medios condicionados durante 168 h por los biomateriales C-5MBG y C-

5MBG-Zn presentan tasas de viabilidad celular similares.



En la Figura 3.4 se muestran los resultados para la formacién de noédulos de
mineralizacion por las células tras ser expuestas a los distintos medios

condicionados durante 10 dias.
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Figura 3.4. Ensayo de cuantificacion de tincion de rojo alizarina para hDPSCs tras 10 dias de exposicion a los
distintos medios condicionados. Los valores representados son media y desviacion estandar en densidad optica (a
570 nm) de los pocillos expuestos a los medios condicionados frente al medio de cultivo sin condicionar como
control. Analisis estadistico ANOVA de dos vias (post-hoc Turkey), * p <0.05; ** p <0.001 y p <0.0001.

Los ensayos indican que aunque para los medios condicionados con los
biomateriales para los tiempo mas cortos de 24 y 72 horas apenas se observa
alguna diferencia significativa entre los diferentes grupos, el ensayo con los medios
tratados 168 h si muestra efectos interesantes. Asi, todos los medios tratados con
biomateriales compuestos con MBG producen un efecto de aumento en la
mineralizacion, siendo el mayor para el caso del medio condicionado con C-
15MBG-2Zn.



Para detectar el potencial odontogénico de los biomateriales sintetizados, la
actividad de ALP fue medida tras sembrar directamente las células sobre los
materiales durante 3, 7, y 14 dias como se observa en la Figura 3.5.
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Figura 3.5. Actividad de fosfatasa alcalina para hDPSCs sembradas sobre material C; C-5MBG; C-15MBG; C-
5MBG-Zny C-15MBG-Zn a los dias 3, 7 y 14. Los valores se normalizaron al contenido total de proteinas y
fueron expresados como nmol PNPP / min / mg de proteina. * p <0.05; ** p <0.001 y p <0.0001 (bidireccional
ANOVA —Tukey).

Al dia 3, se observa un aumento significativo en la actividad de ALP para todos los
materiales comparados con el biomaterial de colageno. La tendencia al aumento de
la actividad ALP con el aumento de la cantidad de material bioceramico y la
incorporacién de Zinc continda en el dia 7, siendo la diferencia muy notable a dia
14 entre el material C y C-15MBG-Zn. Los valores de actividad ALP para los



biomateriales C-5MBG; C-15MBG y C-5MBG-Zn son muy similares entre ellos
en el dia 14, destacando el aumento que se produce para el material C-15-MBG-Zn
en dicho punto temporal.

La Figura 3.6 muestra iméagenes de las células sembradas sobre los andamios,

después de 3 dias tras ser tefiidas con tincion Texas Red-X Phallodin y DAPI.
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Figura 3.6. Tincién con Texas Red-X
Phallodin y DAPI de las células
sembradas en los biomateriales tras 72 h.



Estas tinciones permiten la observacién de los nlcleos y los cuerpos celulares,
confirmando asi la viabilidad celular. La fluorescencia azul, para los nicleos de las
células y la fluorescencia roja para la actina del citoesqueleto. La actina es la
proteina de filamento interconectada mas importante en el citoesqueleto que realiza
funciones celulares criticas, incluido el mantenimiento de la forma celular, el
movimiento celular y el trafico intracelular (Heras et al. 2019). Las imagenes
muestran que las hDPSCs presentan su morfologia tipica en forma de huso y se
encuentran distribuidas adecuadamente en la superficie del biomaterial, lo que
indica la biocompatibilidad de los biomateriales probados. Ademas, en los
biomateriales que incorporan material MBG se observa una mejor comunicacion

intercelular en comparacion con el material C.

4. Discusion

En este capitulo se han evaluado in vitro los biomateriales C; C-5MBG; C-
15MBG; C-5MBG-Zn y C-15MBG-Zn, realizando dos tipos de experimentos. Los
primeros experimentos para determinar la viabilidad y capacidad de mineralizacidn
celular se realizaron tras exponer a las células durante 24 h y 10 dias
respectivamente a los diferentes medios condicionados 24 h, 72 hy 168 h (MC-24,
MC-72 y MC-168). Tras estos experimentos las células fueron sembradas
directamente sobre los biomateriales para conocer la actividad de la fosfatasa
alcalina asi como visualizar por microscopia confocal de fluorescencia la

morfologia celular.



Los resultados de viabilidad medidos por MTT demuestran que todos los
biomateriales son biocompatibles tras exponer a las células a los iones liberados

por los mismos.

La microscopia confocal de fluorescencia ha confirmado que los biomateriales
sintetizados presentan buena capacidad para la adhesion y proliferacion celular,
siendo ambas mas notables para los biomateriales con un 15% de contenido de
MBG.

Por otra parte, tanto la capacidad de mineralizacion medida con la tincién roja de
alizarina como la actividad de la ALP fueron superiores para el biomaterial C-
15MBG-Zn con respecto a los otros biomateriales sintetizados, siendo la mayor

diferencia con el material C.

La monitorizacion de la concentracion ionica del medio de cultivo, en contacto con
los biomateriales durante 24 h, 72 h 'y 168 h ha mostrado que los biomateriales C-
5MBG y C-15MBG adsorben iones Ca y P del medio, mientras que este efecto no
se produce en el caso de los biomateriales con MBG funcionalizados con Zn, C-
5MBG-Zn y C-15MBG-Zn. Para explicar esta diferencia entre ambos tipos de
biomateriales, se puede pensar en las modificaciones producidas en la superficie
del material MBG por la funcionalizacién con Zn como por ejemplo la disminucion
de la superficie especifica (véase Tabla 1.3). Otra diferencia podria estar provocada
por los cambios en la carga superficial que modifique las interacciones idnicas con
los iones en solucion (Mohammed et al. 2014). La reactividad superficial de los
MBG con el medio fisiolégico y su capacidad para formar una capa de HA, ha sido
sefialada en la bibliografia como un factor determinante para promover el proceso
de regeneracion. En este trabajo, los ensayos de mineralizacion y diferenciacién

celular realizados con hDPSCs, han mostrado el efecto positivo de la incorporacién



de MBG a la matriz de colageno, efecto que es potenciado con la funcionalizacion
con Zn. Dadas las discrepancias observadas por C-MBG y C-MBG-Zn en la
adsorcion de los iones Ca y P, cabe pensar que la mejora singular en la respuesta
observada por los materiales que incorporan un 15% de MBG-Zn sea debido
fundamentalmente al efecto sinérgico de liberacion al medio de los iones Siy Zn
(Huang et al. 2017).

5. Conclusiones

Los biomateriales compuestos de matriz biopolimérica de colageno y de material
de vidrio bioactivo mesoporoso, C-MBG y C-MBG-Zn, procesados segun el
procedimiento presentado en el Capitulo 2, han demostrado ser biocompatibles,

con hDPSCs in vitro en términos de viabilidad y diferenciacion celular.

Los resultados de la evaluacion in vitro con células hDPSCs analizados en este
capitulo, destacan los efectos potenciadores en la respuesta en términos de
diferenciacion para los biomateriales compuestos que incorporan MBG y que el

efecto positivo es potenciado con la funcionalizacién del MBG con Zn.
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CAPITULO 4

Procesado de nuevas
formulaciones de cemento
endodoncico bioactivo (BEC)
compuestas de Agregado
Trioxido Mineral (MTA) y
MBG-Zn: MTA-MBG-Zn

1. Introduccién

Los cementos endododncicos del tipo agregado trioxido mineral (Mineral Trioxide
Aggregate, MTA) y otras formulaciones cerdmicas de composicion similar, han
demostrado que estimulan el proceso de remineralizacion natural en la interfaz
material-tejido dentario (Torabinejab y Chivian 1999; Min et al. 2008). Esta
propiedad les ha proporcionado las caracteristicas necesarias para que en la
actualidad se consideren cementos endodéncicos bioactivos (Bioactive Endodontic
Cements, BECs) (Parirokh et al. 2018; Jiménez et al. 2019). La bioactividad esta



producida por su reactividad quimica superficial en contacto con los fluidos
fisioldgicos, que produce la formacion de una capa de hidroxiapatito carbonatado
biomimética con el tejido natural, que es reconocida como tal por el entorno

biolégico y celular (Hench 1991).

La formulacion del MTA estd basada en silicatos de calcio, CasSiOs y Ca,SiO,, a
los que se afiade un elemento radiopacificador como el 6xido de bismuto, zirconio,
tantalo o tungsteno, entre otros, segun el producto comercial (Tomas-Catala et al.
2017; Parirokh et al. 2018). Se desarroll6 a principios de la década de 1990 por
Torabinejad (Lee et al. 1993) y fue aprobado por el organismo regulador de
medicamentos y alimentos estadounidense (Food and Drug Administration, FDA)
en 1998. Como producto comercial, se lanzé al mercado con el nhombre ProRoot®
MTA (Dentsply Tulsa Dental, Johnson City, TN, EE. UU.).

Los multiples estudios pre-clinicos (Sanz et al. 2019) y clinicos (Parinyaprom et al.
2018) realizados con este material hasta la fecha, han confirmado sus propiedades
de biocompatibilidad, su accién para promover la formacion de tejidos duros y su
capacidad de sellado marginal (de Oliveira et al. 2018; Kuigcikkaya et al. 2019)
junto con otras propiedades, incluyendo sus efectos antibacterianos (Lovato et al.
2011). Sin embargo, pese a sus excelentes propiedades, existen algunos problemas
en su aplicaciéon clinica que requieren su mejora. Entre los principales
inconvenientes que presenta su utilizacion destaca, largo tiempo de fraguado,
dificultad para su manipulacién en el acto clinico y su comportamiento de
envejecimiento o biodegradacion una vez aplicado, produciendo decoloraciones
dentales no deseadas. En los ultimos afos, los fabricantes han intentado solventar
estos problemas, encontrandose disponibles nuevos productos en el mercado
(Hosoya et al. 2019).



Entre las indicaciones del MTA, se encuentran que este material dental es utilizado
ampliamente en terapias de pulpa vital, sellado coronal durante los procedimientos
endodoncicos regenerativos aislando el tratamiento intraconducto de la
restauracion coronal, barreras apicales en los dientes inmaduros con pulpas
necraticas, sellados de perforaciones o cirugias apicales entre otras (Torabinejab et
al. 2018). Si nos centramos en los procedimientos REPs, estos materiales son
utilizados como material de sellado coronal. Existen varias publicaciones sobre
estudios en animales en las que su aplicacion aumenta la tasa de éxito en términos
de aumento de la longitud y anchura de la raiz, asi como la curacién de patologia
de los tejidos periapicales (Zhu et al. 2012; Torabinejad et al. 2014; Rodriguez et
al. 2015; Torabinejad et al. 2015; Moradi et al. 2016; Altaii et al. 2017; Dianat et
al. 2017). Estos resultados pueden ser atribuidos a que los materiales de sellado
muestran biocompatibilidad, evitan la penetracién de bacterias o toxinas al interior
del conducto, no se reabsorben ni son afectados por la contaminacion de sangre
(Ma et al. 2011), ademas de mejorar la proliferacion y diferenciacion celular

(Wongwatanasanti et al. 2018).

Por otra parte, los estudios biolégicos indican que los BECs poseen el potencial de
interactuar con células madre cuando se aplican como biomateriales en REPs
debido a su capacidad conductiva (Torabinejad y Parirokh 2010, Kontakiotis et al.
2015), requisito previo de un material que actle como barrera coronal. Entre las
propiedades bioldgicas del MTA, se encuentran gue éste actia modulando la
proliferacién, migracion y diferenciacion de células en dientes y tejidos adyacentes
(odontoblastos, osteoblastos, células madre de pulpa dental, fibroblastos)
(Schneider et al. 2014).



Moghaddame-Jafari y cols. mostraron que MTA ProRoot White promueve la
proliferacion de células de pulpa dental (Moghaddame et al. 2005). D’Anto y cols.
evaluaron la capacidad de MTA para apoyar la adhesion, proliferacion y migracion
de células madre mesenquimales humanas (human Mesenquimal Stem Cells;
hMSC), mostrando los resultados que MTA fue capaz de mejorar la adhesion, el
crecimiento y la migracion de hMSC (D Anto et al. 2010).

En condiciones patoldgicas, la reaccion mas caracteristica que induce el MTA es la
reduccion de la inflamacién de los tejidos conectivos mediante la regulacion de la
produccion de citoquinas y de las células inmunes (Camilleri y Pitt Ford 2006). El
MTA es un cemento que presenta un alto pH alcalino cuando entra en contacto con
el liquido tisular y libera lentamente los iones de calcio después de la hidratacion.
Ademas, crea un contacto intimo con la dentina de la camara pulpar y estimula la
produccion y / o liberacion de moléculas de sefializacion, que son necesarias para

la formacidn de nuevo tejido en el espacio pulpar (Torabinejad et al. 2017).

Debido a estas excelentes propiedades, el MTA ProRoot asi como nuevos BECs
disponibles en el mercado, como MTA Angelus, Endo Sequence Bioceramic putty,
Biodentine y CEM cement han sido utilizados en tratamientos REPs como material
de sellado coronal (Liu et at. 2015; Tran et al. 2012; Zhu et al. 2014), aunque es
necesario indicar que el MTA ProRoot es el mas utilizado para este tipo de
indicaciones debido a su biocompatibilidad, capacidad de sellado y adaptacion
marginal (Kontakiotis et al. 2015). No hay estudios a largo plazo de
procedimientos REPs en humanos (Torabinejad y Turman 2011; Saoud et al. 2015;
Torabinejad et al. 2017), sin embargo, se acepta que los procedimientos de
regeneracién pueden resolver la periodontitis apical, con la mayoria de las
investigaciones utilizando MTA ProRoot como barrera coronal. Es por ello que,

actualmente el MTA ProRoot sea el material de eleccién para uso como barrera de



sellado coronal durante los protocolos de regeneracion endodoncica, debido a que
tiene una base de evidencia cientifica mayor en comparacion con otros BECs
(Wigler et al. 2013; Kontakiotis et al. 2015). Aungue es necesario puntualizar que,
actualmente aun existen pocas investigaciones basadas en la evidencia sobre la
efectividad e influencia del material utilizado como barrera coronal en

procedimientos REPs en la resolucion de la patologia.

Retomando los objetivos planteados en este trabajo de Tesis, y concretamente el
desarrollo de biomateriales de MBG para REPs, una posibilidad interesante es su
utilizacion para optimizar las propiedades de los BECs. En este contexto, si
realizamos una busqueda en la bibliografia, encontramos los estudios de Sauro y
cols. (Sauro et al. 2013; Sauro et al. 2018), en los que se sintetiza un material BG
por fundido funcionalizado con Zinc (Zn) y modifica un cemento Portland tipo | al
afiadir fosfato de calcio. Ambos materiales son incorporados en forma de particulas
en un 33% en peso a una resina fotopolimerizable. El autor concluye que los
materiales que incorporan el BG con Zn aumentan su longevidad al mantener las
propiedades mecanicas estables en el tiempo, al igual que aumentaron el potencial
de remineralizacidn celular y la expresion de los genes osteogénicos Runx2 y ALP,
siendo los materiales con contenido en Zn los mas prometedores materiales
alternativos de proteccién pulpar para uso clinico. Un estudio similar realiza Sasaki
y cols. (Sasaki et al. 2019) los cuales, fabricaron un BG dopado con Sr también por
fundido que incorporaron a un cemento de iondmero de vidrio en una proporcion
en peso de 4:1, observando como el cemento modificado promovia la actividad de

la fosfatasa alcalina en la diferenciacién osteoblastica.

So6lo se ha encontrado un estudio de Corral y cols. (Corral et al. 2017) en el que
mezclan un BG sintetizado por sol-gel con composicién 58Si0,:40Ca0:P,0s con el
cemento bioactivo Biodentine™ (Septodont, Francia), encontrando que la

incorporacién del material vitreo aumenta la bioactividad in vitro, ademas de una



mayor formacion de area interfacial al ser incorporado en un disco de dentina y
sumergidos en SBF (Simulated Body Fluid; SBF), con precipitacion de Si en en

interior de los tubulos dentinarios.

El objetivo del presente capitulo, es el estudio de la utilizacion del material MBG-
Zn para mejorar las propiedades de los BECs. Para ello, se ha estudiado una
formulacion basada en un cemento MTA comercial. Asi, se ha estudiado el método
de preparacion y la influencia de la incorporacion de MBG-Zn en las propiedades
fisico-quimicas finales del material, en el tiempo de fraguado, en la respuesta

bioactiva y de biocompatibilidad celular in vitro.

2. Procedimiento experimental
2.1. Preparacion de la formulacion MTA-MBG-Zn

Para llevar a cabo la preparacion del material MTA-MBG-Zn se seleccioné el
material comercial MTA ProRoot White (DENTSPLY Tulsa Dental Specialties,
DENTSPLY International, Inc. 5100 E. Skelly Drive, Suite 300, Tulsa, OK — lot n.
0000163567) y el material MBG sintetizado en el Capitulo 1, funcionalizado con
7.5% de Zinc, MBG-7.5Zn. La formulacion denominada, MTA-MBG-Zn, fue
preparada utilizando la proporcion en peso, 85.0 % MTA ProRoot y 15.0 % MBG-
7.5Zn (tamizado por debajo de 32uum). Estas proporciones de los dos materiales en
formato de particulas se mezclaron, molieron manualmente en un mortero de agata
y se tamizaron con un tamiz de 32um para asegurar una mezcla homogénea de

ambos materiales.

Como material control para evaluar el efecto de la incorporacion del componente

MBG-7.5Zn en todos los experimentos, se utilizan muestras preparadas con el



producto comercial MTA ProRoot White (Dentsply) Unicamente, y que se
denominard como MTA.

2.2. Caracterizacion fisico-quimica de las formulaciones

2.2.1. Caracterizacion de las formulaciones en formato particulas

El andlisis de la composicion quimica y la distribucion de tamafio de particula de
los materiales precursores (en formato de particulas), MTA ProRoot y MBG-7.5Zn
fue realizado respectivamente utilizando fluorescencia de rayos X (XRF) y

difraccion laser (LD).

Ademas, los parametros texturales fueron determinados por fisisorcion de N, para

el material MTA ProRoot y para la formulacion mezcla estudiada MTA-MBG-Zn.

Los diferentes procedimientos y técnicas de caracterizacién estan recogidos con

mayor detalle en el Anexo 1.

2.2.2. Proceso de hidratacion y caracterizacion de las formulaciones

fraguadas

Los materiales MTA y MTA-MBG-Zn en formato de particulas fueron hidratados
de acuerdo con la cantidad de volumen de liquido recomendada por el fabricante,

en nuestro caso usamos 180 pL de agua Milli-Q para 0.5 mg de MTA.

Para el caso de la formulacion MTA-MBG-Zn, se debe tener en cuenta que una

cantidad elevada de agua va a ser absorbida por el material mesoporoso, MBG-Zn



(alto volumen de poro). Por tanto, para normalizar las condiciones del fabricante a
la formulacion estudiada, MTA-MBG-Zn, se tuvo en cuenta este volumen
adicional. Para ello se consider6 el volumen de nanoporo de MBG-7.5Zn, 0.25 cm®
g”, obtenido por fisisorcion de N, (véase Tabla 1.3). A partir de este dato se
calcul6 la cantidad de agua adicional absorbida por los nanoporos del material
MBG-7.5Zn.

Se realiz6 la mezcla manual utilizando una espatula de metal, agregando el liquido
al polvo en una placa de vidrio. Se obtuvo una pasta de consistencia homogeénea,
que fue compactada en un molde de silicona de 10 mm de diametro y 7 mm de alto.
Los moldes con el material fueron introducidos en un incubador a 37 °C y 95% de

humedad relativa durante 24 h para que se produjera la reaccion de fraguado.

El tiempo de fraguado se determind segin el manual de la Sociedad Americana
para Pruebas y Especificacion de Materiales C 266. Para llevar a cabo esta medida,
se utilizo el sistema de agujas de Gillmore, en el cual para determinar el tiempo de
fraguado inicial y final se utilizan agujas de 113.4 + 0.5gr y 453.6 = 0.5gr
respectivamente. Este procedimiento se repiti6 a intervalos de 60 s, y el tiempo se
midié utilizando un cronémetro digital. Los tiempos de fraguado se midieron desde
el inicio de la mezcla hasta el momento en que la huella de la aguja en la superficie

del material dejaba de ser visible. Las mediciones se realizaron por triplicado.

Los materiales, tanto en formato de particulas como fraguadas se analizaron por
difraccion de rayos X (DRX) y espectroscopia infrarroja de transformada de
Fourier (FTIR).



Los diferentes procedimientos y técnicas de caracterizacion estan recogidos en el
Anexo 1.

2.3. Ensayo de bioactividad in vitro en SBF

El ensayo de bioactividad se llevo a cabo por inmersion en SBF (Kokubo y
Takadama 2006) de piezas procesadas (fraguadas) con las dimensiones 10 mm de
didmetro y 7 mm de altura, siguiendo el mismo protocolo descrito anteriormente en
el apartado 2.2.2. El protocolo para la preparacion del SBF se puede consultar en la
seccion 1.12 del Anexo 1. Antes de comenzar el ensayo, las piezas se esterilizaron
siendo expuestas durante 10 min a radiacién ultravioleta (UV) por cada lado, en
una campana de flujo laminar, y las soluciones de SBF fueron filtradas usando un
filtro bacteriostatico de 0.2 um (Biofil). Después de la esterilizacidn, las piezas se
sumergieron en 13 mL de SBF contenido en un Falcon de 50 mL, y se incubaron
durante 4, 24, 72 y 168 horas a 36.5 °C y con una velocidad de agitacion de 60
rpm. Después del tratamiento en SBF, las piezas se secaron en una estufa a 50 °C y
se almacenaron en un desecador. Las concentraciones de los iones liberados al
SBF (Si, Ca, P, Zn, Bi y Al) fueron monitorizadas después de 4, 24, 72 y 168h
mediante espectroscopia de emisidn atémica de plasma acoplado inductivamente
(ICP-AES). La solucion control consistié en SBF puro que se prepard y almacend

simultdneamente bajo las mismas condiciones.

La microestructura de las formulaciones en formato particulado, fraguado y tras
tratamiento con SBF fueron analizadas por microscopia electrénica de barrido de
emision de campo (FEG-SEM), analisis de dispersion de energia de rayos X de
dispersion de energia (EDX), y espectroscopia infrarroja de transformada de
Fourier (FTIR).



Los diferentes procedimientos y técnicas de caracterizacion estan recogidos en el
Anexo 1.

2.4. Estudio in vitro de biocompatibilidad de las formulaciones MTA y
MTA-MBG-Zn utilizando células madre pulpares (hDPSCs)

Para llevar a cabo los estudios in vitro las piezas de MTA y MTA-MBG-Zn se
confeccionaron siguiendo las mismas condiciones anteriormente descritas para el
estudio de bioactividad en SBF (apartado 2.3), con la Unica diferencia en el tamafio
de los moldes que fue de 7 mm de diametro y 4 mm de altura en este caso. Para el
fraguado del material, los moldes fueron introducidos en un incubador a 37 °C y
95% de humedad relativa durante 24h para posteriormente ser esterilizados usando
radiacion ultravioleta durante 10 minutos por cada lado. Para realizar los
experimentos de biocompatibilidad in vitro se decidid utilizar el medio de cultivo
a-MEM como vehiculo de extraccion de los elementos procedentes de los
materiales a estudiar, al cual se hara referencia como en el anterior capitulo como
medio condicionado. Antes de realizar los distintos medios condicionados, las
piezas de MTA y MTA-MBG-Zn fraguadas, fueron lavados dos veces con PBS
estéril durante 15 min e incubados en medio de cultivo sin FBS durante 24h como
pre-condicionamiento. Para obtener los medios condicionados, las piezas de fips
materiales fueron incubados en medio de cultivo en una placa de 12 pocillos
durante 24, 72 y 168 horas a 37 ° C en una atmdsfera himeda que contenia un 5%
de CO,. La relacion entre el area de la superficie del material y el volumen de
medio se establecié en aproximadamente 1,5 cm? mL? en conformidad con la
Organizacion Internacional para la Normalizacion 10993-5. Una vez completado el
tiempo de incubacién, el medio fue extraido y filtrado usando un filtro
bacteriostatico de 0.2 pum (Biofil). Por Gltimo, se midié el pH de los diferentes

medios condicionados.



2.4.1. Ensayo de viabilidad celular

La tasa de viabilidad celular de hDPSCs ante los distintos medios condicionados,
se evaluo utilizando el ensayo de bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) - 2,5-
difeniltetrazolio MTT (MTT Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide Sigma Aldrich
Product Number: M2128). Las células fueron sembradas a una densidad de 1 x 10°
células por pocillo en un volumen de 100 ul en placas de 96 pocillos. Las células se
mantuvieron 72h en a-MEM suplementado con 10% FBS, 1% L-glutamina y 1%
de penicilina/estreptomicina. Tras las 72h, se retir6 el medio de cultivo y durante
24h se expuso a las células a los diferentes medios condicionados. Las células
cultivadas en medio de cultivo sin condicionamiento fueron utilizadas como
control. Pasadas las 24h, se afiadieron 10 ul de una solucion de 5 mg / ml de
bromuro de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio al medio de cultivo que
permanecié en incubacion durante 3 horas a 37°C. Tras este periodo, el
sobrenadante se retir0 y los cristales de formazan se solubilizaron con 200 pl por
pocillo de dimetilsulféxido (DMSO). La absorbancia a 570 nm se midi6 utilizando
un espectrofotometro automatico de microplacas (GENios, Tecan, Suiza), y los
datos se analizaron utilizando el software Prism GraphPad (GraphPad, La Jolla,
CA).

2.3.2. Ensayo de actividad de fosfatasa alcalina

Para realizar este ensayo las células fueron sembradas directamente sobre las
piezas de los materiales, no haciendo uso por tanto del medio condicionado. Las
células fueron sembradas en una placa de 12 sobre las piezas de material a una
densidad de 1 x 10° en 25 pl de medio y se mantuvo a 37°C durante 30 min para

asegurar la adhesion celular a la superficie del material. Pasados los 30 min se



afiadieron 750 pl de medio a cada pocillo. Los resultados de actividad ALP fueron
recogidos a los 3 y 7 dias. El medio de cultivo celular fue cambiado cada dos dias.
El experimento fue realizado por triplicado. En cada punto temporal del
experimento, el medio fue retirado y las piezas de material fueron lavadas dos
veces con PBS, para luego ser lisar las células utilizando 600 ml de tampén de lisis
(0,2% Triton X-100), seguido de un periodo de incubacion de 15 minutos a 37°C.
Las células lisadas fueron recogidas en un eppendorf, el cual fue agitado y
centrifugado a 4°C durante 10 min. El sobrenadante de cada muestra se recogio en
un nuevo eppendorf estéril y fue almacenado a -20°C. Para llevar a cabo la
cuantificacion de ALP se utilizé el kit de deteccion de dietanolamina (Sigma-
Aldrich, Reino Unido). La actividad de ALP se normalizé al contenido total de
proteinas, el cual se midi6 utilizando un kit de ensayo de proteinas BCA (Pierce,
Rockford, IL, EE. UU.), por lo que los resultados fueron expresados como nmol
PNPP / min / mg de proteina. El procedimiento realizado fue igual al realizado en

el anterior capitulo.

3. Resultados
3.1. Caracterizacion fisico-quimica

3.1.1. Caracterizacion de los materiales en formato de particulas

Las medidas de tamafio de particula se muestran en la Figura 4.1.



. 19 pm
6 0.4 pm '

Volumen % (u.a.)

MBG-7.57n
MTA

0.1 1 10

Tamaiio de particula (um)

Figura 4.1. Distribucién LS del tamafio de particula de los materiales MTA y MBG-7.5Zn. (u.a.): unidades

arbitrarias.

La distribucion de tamafio de particula para el MTA es bimodal, mientras que en
MBG-7.5Zn se puede observar una ancha distribucion con maximo destacado en
19 um. El material MBG-7.5Zn presenta por tanto un tamafio de particula mayor

que el MTA (19-5 um), presentando un pequefio hombro para el tamafio de 0.3 pm.

Las isotermas y la distribucion BJH de tamafio de poro obtenido a partir de la
isoterma de adsorcién para los materiales MTA y MTA-MBG-Zn se muestran en

la Figura 4.2.

EL MTA muestra una isoterma de adsocién-desorcion tipo Ilb, exhibiendo una
curva de hysteresis tipo H3 correspondiente a un material no nanoporoso. Para el

material MTA-MBG-Zn se muestra una isoterma de tipo IV con curva de



hysteresis tipo H1, caracteristica de materiales mesoporosos, asi como una estrecha
distribucion de poro (Figura 4.3) (Rouquerol et al. 1999).
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Figura 4.2. Isoterma de adsorcién/desorcion de N, de MTA y MTA-MBG-Zn.
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Figura 4.3. Distribucién BJH de tamafio de poro obtenida a partir de la isorterma de adsorcién para el material
MTA-MBG-Zn.

La Tabla 4.1 presenta un resumen de los pardmetros texturales obtenidos por
adsorcion de Ny, incluyendo los valores de superficie especifica Sger, volumen
total de poro y tamafio de poro correspondiente al valor maximo de las
distribuciones BJH.



Tabla 4.1. Resumen pardmetros texturales de los materiales MTA y MTA-MBG-
Zn obtenidos a partir de las medidas de fisisorcion de N,.

Materiales Seer® (M g™) Vo (cm® g?)
MTA 1.4+0.0 0.003 +£0.000
MTA-MBG-Zn 14.8 £ 0.0 0.016 +£0.000

+ desviacién estandar

Asimismo, la superficie especifica calculada por BET (Tabla 4.1) confirma una
superficie significativamente mayor (14.8 £ 0.0 m? g %) (p <0.0001) y volumen de
poro total (0.016 + 0.000 cm® g %) (p <0.0001) para MTA-MBG-Zn.

El estudio de la microestructura mediante micrografias FEG-SEM (Figura 4.4)
confirma la presencia de particulas con tamafios que se corresponden con los
indicados por LD.



MTA-MBG-Zn

Figura 4.4. Micrografias de microscopia electronica de barrido (FEG-SEM) en diferentes aumentos de los
materiales sin hidratar que muestran la microestructura de las particulas del material en formato de particulas para
MTA (columna de la izquierda) y MTA-MBG-Zn (columna derecha).

3.1.2. Proceso de hidratacion y caracterizacion de las formulaciones

fraguadas

La Figura 4.5 muestra el analisis de DRX para las formulaciones en formato de
particulas y fraguados (de forma conjunta en la misma grafica), de MTA y MTA-
MBG-Zn.
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Figura 4.5. Diagrama de difraccion de rayos X en condiciones de rutina (WXRD) de los materiales MTAy MTA-
MBG-Zn.



Tanto para los materiales en formato particulado como fraguados tras la
hidratacion, los picos méas intensos fueron identificados con el Bi203 (PDF 01-
071-0465), material utilizado en el MTA comercial para proporcionar
radiopacidad. En ambos materiales también son detectados picos que se
corresponden con Ca3SiO5 (PDF 01-086-0402), Ca2SiO4 (PDF 01-077-0409) y
Ca3AI206 (PDF 00-032-0148). De forma minoritaria se identifica la fase de
sulfato, como Ca2(S0O4) 2H20 (PDF 00-024-1067). Tras la hidratacién, los pico en
20 = 18.0; 28.6; 34.1; 47.1; 50.8 y 54.3 se utilizan para identificar la formacion de
Ca(OH)2 (PDF 00-044-1481). Los espectros de difraccion muestran que la mezcla

fisica de ambos materiales no produce cambios de cristalinidad.

La Figura 4.6 muestra los resultados de la espectroscopia infrarroja utilizada para

estudiar la formacion de fases tanto cristalinas como amorfas.
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Figura 4.6. Espectros FT-IR para los materiales MTA 'y MTA-MBG-Zn no hidratados e hidratados.



Las principales bandas vibratorias identificadas para los espectros de los materiales
en formato particula corresponden a la flexion asimétrica de vibracion del enlace
de Si — O (v1), y flexiéon Si — O (v4 y v,) de los componentes mayoritarios de
silicato de calcio centradas en 925, 525 y 446 cm'™, respectivamente (Mollah et al.
2000; YImén et al. 2009). Las bandas triples definidas en el rango1155-1096 cm™,
se identifican con estiramientos del enlace S — O (v3) de SO,* (Mollah et al. 2000).
Bandas en 3640, 3550 y 3405 cm " estan adscritas a las vibraciones de estiramiento

O — H de compuestos de sulfato (Hughes et al. 1995).

Al hidratarse los materiales, se observan importantes cambios en los espectros.
Los cambios de intensidad de las bandas de Si — O son observados desde 900 cm™*
hacia 1000-1100 cm *, lo que sugiere, un reordenamiento en el subsistema de
silicatos como resultado de la disolucion de los silicatos de calcio y simultanea

polimerizacién de la silice para formar C-S-H (Yu et al. 1999; YImén et al. 2009).

La banda de estiramiento de Si — O cambia debido a la polimerizacion de la banda
S0,% (Mollah et al. 2000). Para ambos materiales, las bandas de carbonato en 714,
872y 855 cm™ !, 1420-1470 cm™ ' y 29502500 cm™ * son debidas a la reaccion del
CO, atmosférico con el hidroxido de calcio (Hughes et al. 1995; Mollah et al.
2000;). La banda ancha centrada en 3400 cm ' se debe a vibraciones de

estiramiento simétricas y asimétricas de moléculas de agua adsorbidas O — H.

El tiempo de fraguado de los materiales se presenta en la Tabla 4.2.



Tabla 4.2. Tiempo de fraguado inicial y final de los materiales MTA y MTA-
MBG-Zn.

Materiales Fraguado inicial Fraguado final
(min) (min)

MTA 17+2 241 +6

MTA-MBG-Zn 3Bzl 1195

+ desviacién estandar

Como se puede observar el tiempo de fraguado inicial para el material que
incorpora el vidrio mesoporoso es el doble mientras que curiosamente el tiempo

final se reduce a la mitad.

Iméagenes electronicas en back-scatter FEG-SEM de las superficies de los

materiales fraguados se muestran en la Figura 4.7.
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Figura 4.7. Imagenes FEG-SEM back-scatter de las superficies de los materiales fraguados a diferentes
magnificaciones para MTA (a, b, ¢) y MTA-MBG-Zn (d, e, ).



Las imagenes muestran diferencias entre las superficies de los materiales. Para
MTA se observa una superficie porosa irregular con presencia de grietas. Las
particulas brillantes con tamafios < 1 um se corresponden con el 6xido de bismuto,
apareciendo distribuidos homogéneamente sobre la superficie. Para MTA-MBG-Zn
también se observa una superficie porosa pero la misma es mas irregular que la del
MTA. En este caso, es mas complicada la observacion de las particulas brillantes
de BiO2.

3.2. Evaluacién de la bioactividad in vitro en SBF

La Figura 4.8 muestra los espectros de absorbancia FT-IR de las formulaciones tras
los distintos tiempos de tratamiento en SBF en comparacion con los espectros de

las formulaciones fraguadas, esto es, sin tratamiento en SBF.
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Figura 4.8. Espectros FTIR para MTA y MTA-MBG-Zn tras los distintos tiempos de tratamiento en SBF, junto
con el espectro del material fraguado, esto es, sin tratamiento SBF (u.a: unidades arbitrarias).



A mayor tiempo de tratamiento en SBF, para ambas formulaciones se observa un
aumento en la intensidad de la ancha banda identificada con CSH, en el rango de
1000-1100 cm .

Del mismo modo, se observa un aumento en la formacion de las bandas de la fase
fosfato localizadas a 1097, 960, 607 y 570 cm ~* (Tay et al. 2007).

A las 72 h de tratamiento en ambos materiales se observan bandas bien definidas a
570 y 607 cm™ caracteristicas del fosfato en un ambiente cristalino (Salinas et al.
2013). Estas bandas son particularmente observadas sélo para MTA-MBG-Zn a las
24 h de tratamiento.

Iméagenes electronicas FEG-SEM despueés de 4, 24, 72 y 168 h de tratamiento con
SBF para MTA y MTA-MBG-Zn se presentan en la Figura 4.9.
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Figura 4.9. Iméagenes de micrografias FEG-SEM tras 4h, 24h, 72h y 168h de tratamiento en SBF para MTA

(columna de imagenes izquierda) y MTA-MBG-Zn (columna de iméagenes derecha).



Se observa la formacién de un nuevo agregado de particulas que cubren la
superficie de los materiales tras el tratamiento en SBF. A las 4h para el MTA, se
observa que el nuevo precipitado no se ha formado mientras que si lo ha hecho
para este tiempo en el caso del MTA-MBG-Zn, quedando aln bastante superficie
el material sin cubrir. A las 24h, se observan formacion de esferas con didmetro
promedio en el rango de 0.5 a 1um para ambos materiales, encontrandose mas

cubierta por las mismas la superficie del material MTA-MBG-Zn.

En la Figura 4.10 se muestran los resultados de EDX para los materiales MTA y
MTA-MBG-Zn fraguados y después de 4 y 24 h de tratamiento en SBF.
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Figura 4.10. Anélisis de energia dispersa de rayos X (EDX) de las superficies de los materiales MTA y MTA-
MBG-Zn fraguados y tras 4 y 24 h de tratamiento en SBF.



El andlisis de EDX revela la deposicion de P en ambos materiales tras 24 h de
tratamiento en SBF. En el material MTA-MBG-Zn la sefial de P ya es detectada a
las 4h, coincidiendo dichos resultados con los observados en las imagenes FEG-
SEM. Tras analizar los resultados de EDX, se realiz6 la relacion relativa de las
intensidades de la sefial de P/Bi, ya que el EDX no es un analisis cuantitativo. A las
4 h de tratamiento en SBF la relacion de intensidades P/Bi es de 0.09 + 0.02 para
MTA 'y de 2.13 £ 0.05 (p < 0.001) para MTA-MBG-Zn, mientras que esta relacion
alas24 hesdel+0.01 para MTAy 2.61 + 0.03 para MTA-MBG-Zn (p <0.001)
indicAndose por tanto mayor deposicion de P para MTA-MBG-Zn tanto a las 4

como 24 h de tratamiento.

La liberacion al medio de los productos i6nicos en disolucién Si, Ca, P, Bi, Zny Al
fueron monitorizados mediante ICP-AES, tras 4h, 24h, 72h y 168h de tratamiento
en SBF. La solucién de SBF pura fue utilizada como control. Los resultados son

mostrados en la Figura 4.11.
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Figura 4.11. Concentracion de iones de Si, Ca y P, Bi, Zny Al liberados al SBF como productos de degradacion de los
materiales MTA y MTA-MBG-Zn monitorizados por ICP-AES.



La liberacion de Si al medio por parte de los materiales es mayor para el material
MTA-MBG-Zn, ya que el material biovidrio incorporado es en un 80% de su
composicion Si, aumentando por tanto bastante la cantidad de Si en estos
materiales. La elucién tanto de Ca como P fue mayor para MTA en todos los
tiempos comparado con MTA-MBG-Zn. Se puede apreciar que al incorporar el
material mesoporoso al MTA, la liberacion de Bi disminuye y la de Al se elimina

completamente, siendo ésta muy pequefia para el MTA.

En la Figura 4.12 se representa el porcentaje de viabilidad celular tras exposicion
durante 24 h de las células a los distintos medios condicionados durante 24 h, 72 h
y 168 h (MC-24, MC-72 y MC-168).
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Figura 4.12. Viabilidad celular de hDPSCs tras exposicion en cultivo durante 24 h a los medios condicionados
para distintos tiempos, MC-24, MC-72 y MC-168. Se representa el porcentaje de células cuantificadas respecto al
grupo de control (células expuestas a medio de cultivo sin condicionar), junto con el andlisis estadistico de
ANOVA de dos vias (post-hoc Turkey), * p <0.05 y ** p <0.001.



Los porcentajes de viabilidad celular tras 24 h de exposicion a los medios
condicionados MC-72 y MC-168 superan el 100% de viabilidad considerado para
el control (células expuestas a medio de cultivo sin condicionar). Ambos materiales
aumentan la viabilidad de las células, siendo ésta mayor para el material MTA-

MBG-Zn, aungue no se encuentran diferencias significativas entre ambos.

La Figura 4.13 muestra la actividad de la fosfatasa alcalina a los 3 y 7 dias tras ser

las células sembradas directamente sobre los materiales.
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Figura 4.13. Actividad de fosfatasa alcalina para hDPSCs sembradas sobre los materiales MTA y MTA-MBG-Zn
a los 3 y 7 dias. Los valores fueron normalizados al contenido total de proteinas y fueron expresados como

gmol/pNPP/mg proteina

La actividad de la fosfatasa alcalina aumenta con el tiempo de exposicién a los

materiales, no encontrandose diferencias significativas entre ambos.



4. Discusion

El cemento bioactivo endodéncico comercial MTA ProRoot White y una nueva
formulacion formada al mezclar el mismo con el material MBG-7.5Zn sintetizado
en el presente trabajo, tanto en forma de precursor particulado como fraguado tras
ser mezclado con agua, se han caracterizado en términos de composicion quimica y
microestructura. Ademas, en el presente capitulo también se estudia la bioactividad
de ambos materiales, asi como la biocompatibilidad de sus productos i6nicos de
disolucién y actividad de ALP tras sembrar las células directamente sobre el

material.

Los resultados del FTIR revelan que las principales fases producidas durante la
reaccion de hidratacion, que conducen al fraguado y endurecimiento del cemento,
son CSH e hidréxido de calcio Ca(OH)2. En XRD, el pico en 260 = 18° se usa para
identificar la produccion de Ca(OH)2 (Lee et al. 2017). Sin embargo, los picos
correspondientes al principal producto hidratado, CSH, no fueron observados por
analisis XRD. Este hallazgo puede explicarse debido no sélo a la formacion de
silicato de calcio mal cristalizado sino también a la estructura cristalina a
nanoescala de CSH, lo que hace que aparezca como amorfo en XRD (Nonat et al.
2004; Lee et al. 2017). La formacion de CSH se confirma para ambos materiales
mediante andlisis FTIR mostrando una banda mas pronunciada para MTA-MBG-
Zn con respecto a la banda de carbonato a 1490-1420 cm™ formadas por la
reaccion del CO, atmosférico con el hidroxido de calcio (Hughes et al. 1995;
Mollah et al. 2000).

Los resultados de fisisorcion muestran cémo con la incorporacion del material
vitreo, las isotermas obtenidas son caracteristicas de material mesoporoso, asi

como una distribucion de poros en la escala nanométrica. La incorporacion de



dicho material convierte al material ceramico MTA en un material con unas
caracteristicas adicionales como material mesoporoso con una alta area de

superficie.

El tiempo de fraguado més rapido observado para MTA-MBG-Zn podria deberse a
un érea superficial significativamente mayor de 14.8 m? g ~ * medido para este
material (Ha et al. 2015). Se observa que la incorporaciéon de dicho material no
interrumpe o retrasa la reaccion de fraguado, si no que produce el efecto contrario

al acelerar la reaccion.

El ensayo de bioactividad in vitro indica que ambos materiales forman una capa de
recubrimiento superficial de hidroxiapatita de calcio (HA) después de 24 h de
tratamiento. Sin embargo, las observaciones FEG-SEM de las superficies después
de sélo 4 h de tratamiento con SBF muestran qgue MTA-MBG-Zn comienza a
producir un revestimiento de fase de fosfato formado por esferas homogéneas con
un didmetro medio en el rango de 0.5-1.0 pum. El comienzo de la cobertura de la
superficie del material por esta nueva fase a las 4 h es observada para MTA-MBG-
Zn pero no para MTA. Esta mayor respuesta de bioactividad de MTA-MBG-Zn
podria estar asociada a una mayor degradacion de la superficie medida por la
liberacién del producto de ion Si detectada por ICP-AES. La acumulacién de los
productos de disolucion de biomateriales a base de silice causan un cambio tanto
en la composicién quimica, como en el pH de la solucién proporcionando sitios de
superficie, asi como un pH propicio para la nucleacion de HA (Hench 1991).
Particularmente, la repolimerizacion de una capa porosa rica en silice a través de la
condensacién de grupos silanol de la silice soluble en la forma de Si (OH),, seguida
de la migracién de ca’* y PO, forma una pelicula rica en CaO — P,Os amorfo en la
capa de silice. Ademas, se observa la disminucion en la liberacion de Bi asi como

la no liberacién de Al por parte del material MTA-MBG-Zn.



Tanto la viabilidad como la actividad de la ALP aumentan al exponer a las hDPSCs
a los materiales, tanto en forma de productos ionicos de disolucién como tras el
contacto directo con el material. En ambos casos los resultados son mayores para el
material MTA-MBG-Zn, aunque no existen diferencias significativas entre ambos.

Afadir nuestro material al material comercial MTA no afecta a las células.

5. Conclusiones

En este capitulo se ha preparado una nueva formulaciéon BEC consistente en la
incorporacién de un 15% en peso del material MBG-7.5Zn a un cemento
endoddncico comercial MTA ProRoot. Los resultados indican la consecucion de un
material con un comportamiento de hidratacién satisfactorio que reduce
sensiblemente el tiempo final de fraguado y presenta una respuesta bioactiva mas
rapida. Ambos resultados se correlacionan con el aumento del area superficial del

precursor en formato de particulas con la incorporacion del material MBG-7.5Zn.

Los ensayos de biocompatibilidad con células hDPSCs indican excelente viabilidad

y actividad de ALP para la formulacién MTA-MBG-Zn ensayada.

Los experimentos de biodegradacion en las condiciones experimentales utilizadas,
indican que la formulacién ensayada, MTA-MBG-Zn, elimina la liberacion de Al y
disminuye la liberacion de Bi al medio respecto al material comercial, MTA
ProRoot.

Por tanto, en este capitulo se demuestran unas propiedades fisico-quimicas y
bioldgicas mejoradas de MTA-MBG-Zn con respecto a MTA que destacan a dicho
material como candidato muy interesante para investigar mas a fondo, con el fin de
mejorar los resultados de los tratamientos REPs en términos de aumento de la

biomineralizacién por parte del material utilizado como sellado coronal.
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Conclusiones
generales

Los resultados obtenidos en el presente trabajo de Tesis Doctoral se pueden

resumir en las siguientes conclusiones generales:

- Se ha conseguido la preparacion de materiales de naturaleza vitrea en el
sistema composicional SiO,-Ca0O-P,05.Zn0 con la incorporacion del elemento
Zn, con contenido de hasta un 9.5% molar, manteniendo las caracteristicas
estructurales de los materiales mesoporosos y propiedades texturales avanzadas
(superficie especifica de hasta 286 m? g y volumen total de poro de 0.25 cm?
g™). La incorporacién de Zn en los materiales MBG se ha realizado mediante la

ruta de sintesis sol-gel.

- Se ha conseguido el procesado de piezas de biomaterial compuestas de
biopolimero de colageno y bioceramico MBG, tras la incorporacién de entre 5
y 15% del material vitreo MBG y MBG-Zn en la matriz biopolimérica de
coladgeno. La caracterizacion realizada muestra la consecucion de piezas
compuestas en las que resulta una distribucién homogénea del material vitreo
en forma de microparticulas sin que se modifique el entramado poroso del
polimero de colageno, respecto a un material control producido Unicamente por
coladgeno. Tanto la capacidad de absorcion de medio liquido, como la
biodegradacion se reducen con la incorporacion del material vitreo MBG,
sobre todo al incorporar el vidrio funcionalizado con Zn, C-15MBG-Zn, lo que

se traduce en una mayor estabilidad del material.



La viabilidad y capacidad de mineralizacion, se comprobé tras exponer a las
células hDPSCs durante 24 h y 10 dias respectivamente, a los medios de
cultivo condicionados durante 24 h, 72 h y 168 h por los distintos biomateriales
ensayados. Los resultados han mostrado, que los biomateriales que incorporan
MBG son biocompatibles, siendo el medio condicionado con C-15MBG-Zn
durante168h el medio que presenta el mayor porcentaje de viabilidad, asi como
de capacidad de mineralizacion respecto al control C. El citado material
también mostrd la mayor actividad de ALP tras el cultivo durante 14 dias con
células hDPSCs. Estos resultados han indicado que la incorporacién de MBG-
Zn a una matriz de colageno mejora la respuesta celular, y da lugar a un
biomaterial con unas propiedades superiores a las de la matriz de colageno

propiamente dicha.

El material MBG-7.5Zn también fue incorporado en un 15% en peso, mediante
la mezcla de los materiales precursores particulados, al cemento bioactivo
endodoncico comercial MTA ProRoot White (Dentsply). Los resultados de
caracterizacion fisico-quimica indicaron el aumento del area superficial,
disminucidn del tiempo final de fraguado asi como aceleracidn de la respuesta
bioactiva tras tratamiento en SBF, mostrandose depositos de fosfato de calcio a
las 4 h. Ademas, se observo la disminucion de liberacion de Biy Al al SBF con
respecto al MTA. En cuanto a los ensayos de biocompatibilidad y actividad de
ALP con células hDPSCs, mostraron excelentes resultados de viabilidad y

actividad de ALP para la formulacién MTA-MBG-Zn ensayada.

Por dltimo, se puede concluir que los resultados presentados en este trabajo de
Tesis han mostrado la posibilidad de obtener dos tipos de biomateriales
compuestos con caracteristicas potencialmente avanzadas para su aplicacion en

los tratamientos endodéncicos regenerativos.






ANEXO |

TECNICAS DE
CARACTERIZACION Y
METODOS UTILIZADOS

En este Anexo se detallan las diferentes técnicas experimentales y los métodos
utilizados para la caracterizacion de los materiales sintetizados y procesados en el
presente trabajo. Se especifican los equipos y las condiciones generales para la
realizacion de las medidas. Esta informacion se ha ampliado en algunos apartados
de los capitulos de esta Tesis donde se han precisado algunas condiciones

experimentales particulares.

1.1. Difraccion de Rayos X

Se han realizado medidas de difraccion de Rayos X de Bajo Anguloy difraccion

de Rayos X en condiciones de rutina.

1.1.1. Difraccién de Rayos X de Bajo Angulo (Small Angle X-Ray
Diffraction, SAXRD)

Los diagramas SAXRD se registraron en un difractometro PANalytical X Pert
Pro equipado con un detector P1Xcel, que opera a un voltaje de 45 kV y una
intensidad de 40 mA, utilizando radiacion CuKa. Los difractogramas se
registraron en el rango 26 de 0.5 a 5% con un paso de 0.01° y un tiempo de
exposicion de 1 segundo. Para la realizacion de las medidas, los materiales en

forma de particulas se dispersaron con etanol (96 °) sobre un portamuestras de Si



monocristalino crecido en una familia de planos que no presentan difreccion

dentro del rango registrado.

1.1.2. Difraccion de Rayos X en condiciones de rutina (Wide Angle X-
Ray Difraction, WXRD)

Los diagramas WXRD se registraron en un difractdémetro PANalytical X Pert Pro
equipado con un detector X’Celerator y monocromador de grafito, que opera a un
voltaje de 45 kV y una intensidad de 40mA, utilizando radiaciéon CuKo. Los
difractogramas se registraron en el rango 26 de 5 a 80°, con un paso de 0.02° y
con un tiempo de exposicion de 500 segundos.

Para las medidas, los materiales en forma de particulas se acomodaron en una
pequefia hendidura gue posee el portamuestras de Si monocristalino (crecido en
una familia de planos que no presenta difraccion dentro del rango registrado) y se

enrasaron con la ayuda de una pieza de vidrio.

1.2. Fisisorcién de nitrogeno

Las medidas de fisisorcion de nitrégeno se obtuvieron en un analizador
automatico de gases Micromeritics Tristar 3020, después de desgasificar 100 mg
de muestra (en forma de particulas) la muestra a 250 °C (523 K) durante 2 horas

en corriente de nitrégeno.

En la determinacion de la superficie especifica, Sger, se utilizo la parte lineal de
la ecuaciéon de Brunauer, Emmett y Teller (BET) (Sing et al. 1985) usando los
valores de la isoterma de adsorcion en el intervalo de presién relativa de 0.05 a

0.2, donde es valida dicha ecuacion. El volumen total de poro, se estimé a partir



de la cantidad de gas nitrogeno adsorbido a una presion relativa de
aproximadamente 0.99. El error de las medidas se encuentra por debajo del 5 %.
La distribucion de tamafio de poro se calculé utilizando la rama de adsorcién de
la isoterma de adsorcidn-desorcion de nitrégeno y la ecuacion de Barrett-Joyner-
Hallenda (BJH) (Barrett et al. 1951). El diametro de mesoporo, dp, corresponde
con el maximo de la distribucion BJH de tamafio de poro, obtenida a partir de la

rama de adsorcion.

1.3. Espectroscopia Infrarroja  (Fourier-Transform Infrared
Spectroscopy, FT-IR).

Las medidas de espectroscopia Infrarroja (IR) por transformada de Fourier se
realizaron utilizando el espectrometro JASCO FT/IR-6200 IRT-5000. Las
muestras se analizaron mediante la configuracion de transmision y para ello se

requirio la elaboracidon de pastillas.

La preparacion de las pastillas consistié en la mezcla de 99.5 mg de bromuro
potésico (KBr, 60090, Fluka) y 0.5 mg de la muestra a analizar. La mezcla de los
sOlidos se molid en un mortero de &gata y se prensé en una matriz con 7
toneladas. Como blanco se tom6 una pastilla constituida Unicamente por KBr. Las
medidas se registraron con las siguientes condiciones: 200 barridos con una

resolucion de 4 cm™.

1.4. Espectroscopia de Fluorescencia de Rayos X (X-Ray Fluorescence
spectroscopy, XRF)

El analisis cuantitativo de los materiales se realizd en un espectrometro
secuencial de fluorescencia de rayos X por dispersion de longitud de onda de la
marca PANalytical, modelo AXIOS.



La preparacion de la muestra consiste en la mezcla de 100 mg de muestra con 6
mg de cera que se molerdn y homogenizaran en un mortero de &gata.
Posteriormente la mezcla se coloca en el centro de un soporte de &cido bérico,

preparado con anticipacion, y se prensa a 160 MPa.

1.5. Microscopia electrénica de barrido (Field Emission Gun-Scanning
Electron Micrsocopy, FEG-SEM) y espectroscopia de dispersion de
energias de rayos X (Energy Dispersive X-ray spectroscopy, EDX)

Se utilizéd un microscopio modelo HITACHI S-4800 de alta resolucién dotado
con un cafién de emision de campo Ademas, el equipo cuenta con un detector
para electrones transmitidos con un sistema de microanalisis quimico por
dispersion de energias de rayos X, Bruker X Flash Detector 4010, con una
resolucion de 133 eV, que permite un acercamiento a la composicion estructural.
Las micrografias se realizaron a un potencial de 2 kV, mientras que el analisis
quimico mediante EDX, el haz electrénico incidié sobre las muestras a un
potencial de 10 kV durante 5 min. Para los analisis las muestras se colocaron
directamente sobre una cinta adhesiva de doble cara de carbono para fijarlos en el
portamuestra del equipo. Para el caso de los materiales que contenian material
organico (Capitulo 2), ademas de la fijacidn fisica, se recubrieron con una capa de
carbono, para disminuir la carga eléctrica que se genera. La capa se realiz6 con
un evaporador de carbono EMITECH K950 usando 60 A de voltaje.

1.6. Espectrocospia de Emisién Atomica por Plasma de Acoplamiento
Inducido (Inductively Couple Plasma Atomic Emission Spectroscopy,
ICP-AES)

Los analisis se llevaron a cabo en el equipo Horiba Jobin Yvon, modelo dltima 2,

equipado con un generador de estado sélido de 40.68 MHz, un monocromador



Czerny-Turner y un detector con tubo fotomultiplicador. La entrada de la muestra
(liquida) a través de una bomba peristéltica fue de 1 mL min™, el potencial del
plasma fue de 1000 w y el flujo de Argén fue de 12 L min™. El volumen de

muestra requerido para realizar la medida fue de 5 mL.

1.7. Anélisis termogravimétrico (ThermoGravimetric Analysis, TGA)
y calorimetria diferencial de barrido (Differential Thermal Analysis,
DTA)

Los analisis térmicos TGA y DTA se llevaron a cabo simultaneamente utilizando
un sistema automatico de analisis térmico TA Instruments SDT Q600 (TA
Instruments, Crawley, UK), que estd conectado a un sistema de flujo de aire de
100 cm® min™. Se trabajo en atmosfera de aire y la velocidad de calentamiento
fue de 10 °C-min™* en un soporte de platino con 0.6 cm de diametro. El intervalo

de temperatura de medida estuvo comprendido entre 25 y 1000 °C.

1.8. Analisis de tamarfio de particula por espectrometria de difraccion
por rayos laser (Laser Difraction, LD)

La distribucidon del tamafio de particula de los materiales en formato de particulas
se obtuvo empleando un analizador de pulso laser de Malvern, modelo
Mastersizer S (Reino Unido). Este equipo utiliza una longitud de haz activa de
24 mm y una lente de 300-RF y evalla tamafios medios de particula

comprendidos entre 0.20-880 um.

1.9. Porosimetria de mercurio
Fue realizado utilizando el equipo Poremaster 60GT (Quantachrome). El equipo

analiza la distribucion de tamafio de poro por el método de intrusion de mercurio



en la muestra. El rango de tamafio medido es de 3.5 nma 900um. Los ensayos se
realizaron mediante medidas consecutivas utilizando dos intervalos de presion,
baja 0.2-50 PSIA y alta 20-58000 PSIA, representandose en los resultados la

superposicion de ambas.

1.10. Determinacion de la capacidad de absorcién de medio liquido de
los biomateriales.

Se sigui6 el método utilizado por Moonesi y cols. (Moonesi et al. 19). La medida
se realizo por triplicado para cada biomaterial. Para cada determinacion se utilizo
1 piezas de 4.70 £ 0.15 mm de diametro y 2.60 + 0.23 mm de altura. Las piezas
de los biomateriales se pesaron y se incubaron en tubos Ependorf en 1 mL de
medio de cultivo celular a-MEM complementado con 10% de suero fetal bovino,
1% de penicilina/estreptomicina y 1% de L-glutamina a 36.5°C y 60 rpm de
agitacion. Las muestras fueron extraidas a diferentes tiempos (0.5h, 1h, 2h, 4h,
10h, 24h, 72h, 120h y 168h), se retird el exceso de medio con papel de filtro e
inmediatamente se volvid a registrar el peso de las muestras himedas (Moonesi et
al. 2019). El porcentaje de capacidad de absorcion de medio liquido se determiné

utilizando la siguiente formula:

% capacidad absorcién =

Peso mojado — peso seco x 100
Peso seco

1.11. Ensayo de biodegradacion de los biomateriales



La medida se realizd por triplicado para cada biomaterial. Para cada
determinacion se utilizaron 1 pieza de 4.70 £ 0.15 mm de didmetro y 2.60 + 0.23
mm de altura. Las piezas de los biomateriales se pesaron y se incubaron en tubos
Ependorf en 1 mL medio de cultivo celular celular a-MEM complementado con
10% de suero fetal bovino, 1% de penicilina/estreptomicina y 1% de L-glutamina,
a 36.5°C y 60 rpm. de agitacion. A los diferentes tiempos de ensayo (0.5h, 1h, 2h,
4h, 10h, 24h, 72h, 120h y 168h) las muestras fueron extraidas del medio de
cultivo, se retird el exceso de medio con papel de filtro y se lavaron en agua
destilada durante 15 min a 60 r.p.m. Tras el lavado el exceso de agua fue retirado
con papel de filtro y las estructuras fueron colocadas en una placa de poliestireno
de 96 (655161, Greiner Bio-one) y se congelaron a -80 °C. Las muestras se
colocaron en un liofilizador (EPSILON 2-4 CRISTO) a -30 °C y 0.04 mbar
durante 10 horas, para luego elevar la temperatura gradualmente hasta
temperatura ambiente, asegurando asi la eliminacion de todo liquido. Tras el
proceso de liofilizacion inmediatamente se volvié a registrar el peso de las
estructuras secas (Moonesi et al. 2019). La biodegradacion del material se
determin6 mediante el porcentaje de pérdida de masa se determind utilizando la

siguiente formula:

% pérdida de masa =

Peso inicial seco — peso seco tras liofilizacién x 100
Peso inicial seco

1.12. Ensayo de bioactividad in vitro utilizando una disolucion salina
simulando condiciones fisiologicas (Simulated Body Fluid, SBF)



La evaluacion de la bioactividad in vitro de los materiales compuestos MTA y
MTA-MBG-Zn, se llevé a cabo utilizando una disolucién salina simulando
condiciones fisioldgicas, Simulated Body Fluid (SBF), preparada segin el
método estandarizado y descrito por Kokubo y cols (Kokubo et al. 2006). Segun
lo descrito por kokubo y cols., el volumen de SBF que se debe utilizar para hacer
el ensayo de bioactividad de materiales densos, viene dado por la siguiente

ecuacion:

Sa

10

donde Vs es el volumen de SBF (ml) y Sa es el area de superficie aparente de la

muestra (mm,).

En el estudio in vitro, las piezas de MTA y MTA-MBG-Zn de 10mm de diametro
y 7mm de altura se colocaron en posicion horizontal sobre un portamuestras de
Teflon y se introdujeron en un Falcon de 50 ml. Todos los experimentos se
realizaron por duplicado.

En los periodos de tratamiento, las muestras se sumergieron en SBF y se
mantuvieron a una temperatura constante a 36.5 °C, similar a la del cuerpo
humano, utilizando un incubador Selecta. Después de los tiempos establecidos (4,
24, 72 y 168 horas), las muestras se retiraron del fluido, se lavaron

cuidadosamente con agua destilada y se secaron en la estufa.

El SBF es una solucion que contiene concentraciones de iones analogas a las del
plasma sanguineo humano, su formulacién ha sido estandarizada por Kokubo y
col. (Kokubo y Takadama 2006) y es un ensayo admitido para determinar la

bioactividad in vitro segin el concepto del Prof. Hench de los biomateriales.



A continuacion se detalla el procedimiento empleado para la preparacion de esta

formulacion SBF:

La solucidn se prepar6 a partir de los siguientes reactivos:

1. Cloruro de sodio (NaCl, S7653 Sigma-Aldrich), 8.035 g

2. Bicarbonato sédico (NaHCO3, 31437 Sigma-Aldrich), 0.355 g

3. Cloruro de sodio (KCI, 60129 Fluka), 0.225 g

4. Fosfato potasico dibasico trihidratado (K;HPO,H,0, P5504 Sigma-Aldrich),
0.231g

. Cloruro de magnesio hexahidratado (MgCl,6H,0, M2670 Sigma-Aldrich),
0.311¢g

.HCI1M, 39 mL

. Cloruro de calcio (CaCl2, 12095 Riedel-de Haén), 0.292 g

8. Sulfato de sodio (Na2S04, 23859-7 Sigma-Aldrich), 0.072 g

(62}
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La solucion SBF se preparé en un baso de precipitados de 1L de plastico,
disolviendo las cantidades indicadas de los reactivos en agua Milli-Q, se
afiadieron uno por uno, hasta que cada reactivo se disolvié completamente y en el

orden en que aparecen numerados en la lista.

Dado que la solucion SBF es una solucion supersaturada, cualquier método de
preparacién inapropiado puede generar una precipitacién en la solucién. Por tal
razon, en todo momento durante la preparacion se debe distinguir una solucion

transparente, libre de cualquier indicio de precipitacion.

Para preparar 1 L de solucion, primeramente los reactivos se disolvieron en
700mL de agua Milli-Q, la cual se ajusta previamente a 36.5 + 1.5 °C en una
placa calefactora, bafio de aceite y con agitacion constante a 500 rpm. Después de

afiadir todos los reactivos se afiade 200 mL de agua Milli-Q se afiade 6.118 g de



tris-(hidroximetil)-aminometano (TRIS, C4H11NO3, T87602 Sigma-Aldrich). La
adicion se hace poco a poco esperando a que se disolviera completamente y
observando el aumento gradual de pH en la soluciéon. Una vez que alcanza un
valor de pH = 7.45, se le afiade HCI 1M hasta bajar el pH a 7.42, repitiendo la
operacion hasta que se termine de afiadir el TRIS. Posteriormente, se estabiliza la
temperatura en 36.5 + 0.02 °C y se ajusta el pH a 7.42 = 0.01. Finalmente, la
solucion se transfiere a un matraz de vidrio aforado de 1 L, se espera el tiempo
necesario para gue alcance la temperatura ambiente, se afora y se guarda a 5-10

°C en el frigorifico. La solucion se puede conservar < 30 dias.
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ANEXO Il
ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

A

a: Alfa

a: parametro de red de la estructura hexagonal de orden de los mesoporos en el material
mesoporoso ordenado

AAE: American association of endodontists, asociacion americana de endodoncistas

ADN: Deoxyribonucleic acid, acido desoxirribonucleico
AFM: Autologous fibrin matrix, matriz de fibrina aut6loga
Al: Aluminio

ALP: Alkaline phosphatase, fosfatasa alcalina
ANOVA: Analysis of variance, analisis de varianza
AR: Alizarin red, alizarina roja

ARN: Ribonucleic acid, acido ribonucleico

ATD: Analisis térmico diferencial

B

bp: espesor de la pared entre poros adyacentes en la estructura hexagonal de orden de los
mesoporos en el material mesoporoso ordenado

BEC: Bioactive endodontic cements; cementos endoddnticos bioactivos



BET: Brunauer-Emmett-Teller

BG: Bioactive glass, vidrio bioactivo

Bi: Bismuto

BJH: Barrett-Joyner-Hallenda

BMP: Bone morphogenetic protein, proteina morfogenética 6sea
BMP-2: Bone morphogenetic protein-2, proteina morfogenética 6sea-2
BMP-4: Bone morphogenetic protein-4, proteina morfogenética 6sea-4

B-TCP: B-tricalcium phosphate, R-fosfato tricalcico

C

°C: Grado Celsius

Ca: calcio

Ca(OH),: calcium hydroxide, hidréxido de calcio

CEM: Calcium enriched mixture, mezcla enriquecida con calcio

C-H: Enlace carbono-hidrégeno
CHX: Chlorhexidine, clorhexidina

cm: Centimetro
col.: Colaboradores

CPC: Cetylpyridine chloride, cloruro de cetilpiridino

CS: Calcium silicate, silicato céalcico


https://pdfs.semanticscholar.org/8d6e/e4c589a6a7804cab03d62c6bd31b3620164f.pdf
https://pdfs.semanticscholar.org/8d6e/e4c589a6a7804cab03d62c6bd31b3620164f.pdf

D

dso: Percentil 50
DAP: Double antibiotic paste; doble pasta antibiética

DAPI: Diamidino-phenylindole, diamidino-fenilindol

DFSCs : Dental follicle stem cells, células progenitoras de los foliculos dentales
DHT: Dehydrothermal treatment, tratamiento dehidrotermal
DIH20: Agua desionizada

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s médium, medio de cultivo Eagle modificado

de Dulbecco

DMSO: dimetilsulfoxido

dp: mesoporous diameter, diametro de mesoporo

DPSCs: Dental pulp stem cells, células madre de pulpa dental

hDPSCs: Human dental pulp stem cells; células madre de la pulpa dental humana
DRX: Difraccion de Rayos X

DRXBA: Difraccion de Rayos X de Bajo Angulo

DSC: Differential scanning calorimetry, calorimetria diferencial de barrido

DTA: Differential thermal analysis, analisis térmico diferencial



ECM: Extracellular matrix, matriz extracelular

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic Acid, acido etilendiaminotetraacético
EDX: Energy-dispersive X-ray spectroscopy, espectroscopia de dispersion de energia por rayos
X

EGF: Epidermal growth factor, factor de crecimiento epidérmico

EISA: Evaporation induced self assembly, autoensamblaje inducido por evaporacion

ESE: European society of endodontology, sociedad europea de endodoncia

etc.: Etcétera

F

FBS: Fetal bovine serum, suero fetal bovino

FDA: Food and drug administration, administracién de alimentos y medicamentos de los
Estados Unidos

FEG-SEM: Field emission gun-scanning electron microscopy, microscopia electrénica de
barrido con emision de campo

FGF-2: Fibroblast growth factor-2, factor de crecimiento de fibroblastos-2

FT-IR: Fourier transform infrared spectroscopy, espectroscopia infrarroja con

transformada de Fourier


https://www.linguee.es/ingles-espanol/traduccion/ethylenediaminetetraacetic+acid.html
https://www.e-s-e.eu/
https://www.e-s-e.eu/

g: Gramo

H

h: Hora

HA: Hidroxiapatito

HAC: Hidroxiapatito carbonatado

HCI: Hydrochloric acid, &cido clorhidrico

H,0,: Hydrogen peroxide, peréxido de hidrégeno

ICP-AES: Inductively coupled plasm-mass spectrometry, espectrometria de masas
de plasma de acomplamiento inducido

IUPAC: International union of pure and applied chemistry, union internacional de quimica pura
y aplicada

K

K: Potasio

L

LD: Laser difraction, difraccion laser

M

m: Metro

M: Molar

MAnaOr: MAcroporosidad interconectada y nanoporosidad Ordenada

MBG: Mesoporous bioactive glass, vidrio mesoporoso bioactivo



a-MEM: Minimum Essential Medium, medio minimo esencial o
Mg: magnesio

mg: Miligramo

min: Minuto

uL: Microlitro

mL.: Mililitro

pum: Micrometro

mm: Milimetro

mM: Milimolar

MMP: Matrix metalloproteinases, metaloproteinasas de la matriz
MSCs: Mesenchymal Stem Cell, células madre mesenguimales
MTA: Mineral Trioxide Aggregate, agregado de triéxido mineral
N

N2: Nitrégeno

Na: Sodio

NaOCI: sodium hypochlorite, hipoclorito de sodio

nm: Nanémetro

P
P: fésforo
P: porosidad total

p: probabilidad



P-123: Pluronic® P123

PDGF: platelet derived growth factor, factor de crecimiento derivado de plaquetas
PDLSCs: Periodontal ligament stem cells, células madre del ligamento periodontal
PEG: Polyethylene glicol, glicol de polietileno

PEO: Poly(Ethylene Oxide), 6xido de polietileno

macro p-NPP: p-NitroPhenyl Phosphate, p-nitrofenil-fosfato

pH: Medida de &cidez

PLA: Polylactic acid, acido polilactico

PLGA: Poly lactic-co-glycolic acid, acido polilactico-co-glicélico

PRF: Platelet-rich fibrin, fibrina rica en plaquetas

PRP: Platelet-rich plasma, plasma rico en plaquetas

PSD: Particle-size distribution, distribucion de tamafio de poro

R
REP: Regenerative Endodontic Procedures, procedimientos de regeneracion endodoéncica
rpm: Revoluciones por minuto

RT-PCR: Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, retrotranscripcién y reaccion en
cadena de la polimerasa

S
SAP: Self-assembling peptide, péptidos autoensamblados
SAXRD: Small angle x-ray difracttion, difraccién de rayos X de bajo angulo

SBF: Simulated body fluid, disolucién salina simulando condiciones fisiolégicas


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3347861/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3347861/

Sget: BET surface, superficie especifica BET

SCAPs : Stem cells of the developing root apical papilla, células madre de la papila apical
SEM: Scanning electron microscope, microscopia electrénico de barrido

SG: Sol-gel

SHEDs: Stem cells from human exfoliated deciduous teeth, células madre de los dientes
deciduos exfoliados

Si: Silicio

STEM: Scanning transmission electron microscopy, microscopia electrénica de
transmision de barrido

T
TAP: Triple Antibiotic Paste, pasta triple antibidtico

TCP: Tricalcium phosphate, fosfato tricalcic

TEOS: Tetraethylorthosilicate, tetraetilortosilicato

TEP: trietil fosfato

TGA: Thermogravimetric analysis, andlisis termogravimétrico

TGF-B: Transforming Growth Factor Beta, factor de crecimiento transformante beta

U

UV: Ultravioleta

\

v/v: Relacién volumen-volumen



VEGF: Vascular endothelial growth factor, factor de crecimiento endotelial vascular
VME: volumen de mesoporo
VMI: volumen de microporo

V+: Total pore volume, volumen total de poro

w

WAXRD: Wide angle X-ray diffraction, difraccion de rayos X en condiciones de rutina

X
XRD: X-ray diffraction, difraccion de rayos X

XRF: X-ray fluorescence, fluorescencia de rayos X
z

Zn: Zinc






