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1.- INTRODUCCION



1.-INTRODUCCION

El término de endodoncia fue definido por Canalda como la parte de la
odontologia que estudia la morfologia, estructura, fisiologia y patologia de la

pulpa dental y de los tejidos perirradicular’.

La endodoncia estudia las enfermedades del 6rgano dentino-pulpar asi
como la consecuente afeccion de los tejidos periodontales circundantes.
Siendo la misma uno de los tratamientos mas requeridos en clinica, ésta
consiste en la remocion del tejido pulpar infectado y/o necrético mediante el
desbridamiento mecéanico y desinfeccion quimica del sistema de conductos, y
posterior obturacion y sellado del espacio pulpar con un material similar al
caucho artificial, conocido como gutapercha, siendo asi su principal objetivo el
de prevenir y curar la periodontitis apical.

A pesar de su demostrado éxito clinico, los dientes tratados con
endodoncia se convierten en dientes desvitalizados, fragiles y susceptibles a la
fractura postoperatoria debido a la pérdida de la humedad y presién intersticial
proporcionada por la pulpa. Otras complicaciones pueden ser, las re-
infecciones debidas a filtracion coronal o microfiltracion, donde la presencia de
una pulpa vital proporcionaria una defensa biolégica al mantenerse asi la

presion intersticial disuadiendo, por lo tanto, estas invasiones.

Ademas, la pérdida de la vitalidad de la pulpa en un diente permanente
joven hace que finalice la formacion de la dentina y la subsiguiente

inmaduracién del apice dental?.



Por lo tanto, las investigaciones actuales en endodoncia deben ampliar su
enfoque para la realizacion y el establecimiento de métodos mas eficaces,

fiables y seguros que las terapias actuales®.

Con los recientes avances en la tecnologia de la ingenieria de tejidos se
ha creado un creciente interés en el desarrollo de procedimientos de
endodoncia regenerativas. La regeneracion del complejo dentino-pulpar podria
permitir la sustitucién natural de las estructuras dentales dafiadas o faltantes®,
mediante la extraccion de tejidos de la pulpa enferma / necrético y reemplazo

por tejido pulpar regenerado para revitalizar asi los dientes.

El objetivo final de la terapia pulpar regenerativa es reconstituir la normal
continuidad del tejido en la frontera de pulpa -dentina mediante la regulacion de

los procesos especificos de dentinogénesis terciarias.

Por lo tanto, la regeneracion de tejidos afectados de forma irreversible
avanza hacia convertirse en una realidad, mejorando asi la comprension de la
cicatrizacion de heridas junto con los ultimos avances en biomateriales en la
ciencia y biologia de células madre, las cuales ayudan a restaurar la capacidad

de regeneracion de nuestros pacientes3.

Debido al volumen prolifico de la literatura cientifica en este campo, el
mismo es esencial para llegar a una reflexion critica y resumen de todo lo que
se ha escrito hasta la fecha, con el fin de entender la base de los avances
actuales y las consiguientes lineas futuras de la terapia. En este trabajo, se va
a intentar proporcionar una cobertura cientifica de los mas recientes avances
moleculares descritos en el campo de la regeneracion por medio de la terapia

de células madre®.



Antes de adentrarnos en el desarrollo sobre las Ultimas investigaciones en
las técnicas regenerativas, se procedera a realizar un breve repaso de la
histologia y fisiologia pulpar, ya que es esencial llevar a cabo a priori un
analisis para poder comprender asi el desarrollo de las diferentes estructuras

dentales®.

1.1.- COMPLEJO DENTINO-PULPAR
1.1.1.- ODONTOGENESIS

La odontogénesis comienza en torno a la quinta semana de desarrollo
intrauterino continudndose hasta el término de la sustitucion de todos los

dientes deciduos por sus analogos definitivose.

Las principales estructuras dentales derivan del ectomesénquima
constituido por las células de la cresta neural’.Las células de la cresta neural
migran desde el pliegue neural hasta encontrar la membrana bucofaringea, la
cual ha desarrollado una prolongacién de células ectodermales que estan en
cercania con el neuroectodermo y constituyen el ectodermo del estomodeo o

cavidad oral primitiva.

Las células mesenquimales inducidas siguen migrando hacia los arcos
faringeos, donde junto con las células del mesodermo paraxial, forman los
tejidos conectivos®. Este ectomesénquima particularmente localizado dentro de
los arcos faringeos y debajo del ectodermo oral, sufre procesos de induccion
epitelio/mesenquimal que inicia la formacion de los dientes. El desarrollo dental

comienza cuando el epitelio oral hace que el ectomesénquima derivado de las



10

células de la cresta neural se condense en sitios especificos, la interaccion
epitelio-mesenquimal producida por los factores de crecimiento que actia como

sefial’, induce al ectodermo oral a proliferar y forman la lamina dental1.
Etapa de yema o de brote

Es la etapa morfologica inicial del desarrollo dental, donde las células
epiteliales de la lamina dental proliferan dentro del ectomesénquima de los

maxilares, produciendo una proyeccion en forma de brote1.
tapa de casquete

La proliferacion epitelial recibe el nombre de érgano dental u 6rgano del
esmalte. La masa esférica de células ectomesenquimales condensadas, es
denominada papila dental, y el ectomesénquima que limita la papila dental y
gue encapsula el 6rgano dentario se le llama foliculo o saco dental, formando

los tres en conjunto el germen dentariol.
Etapa de Campana

Los procesos de diferenciacién se acenttan. El epitelio interno continta
su proliferacion y la invaginacion a la que da lugar, en cuyo interior se
encuentra la papila dentaria, se hace mas profunda'®, adquiriendo unas
caracteristicas morfologicas que corresponderan a las de la corona del diente
especifico en formacion. En esta etapa se establecen los procesos de histo y

morfodiferenciacion de todos los elementos estructuralesi.
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1.1.2.- HISTOLOGIA

Pulpa Dental

La pulpa dental en si es un tejido Unico y complejo que sirve para dar
apoyo a la dentina, constituyendo el principal componente estructural del

6rgano dental™*.

La pulpa dental es el componente no mineralizado de origen mesenquimal
del complejo dentino-pulpar. Es un tejido conjuntivo laxo que se desarrolla a
partir de la papila dental y que ocupa la camara y los conductos radiculares,
encontrandose asi encapsulado totalmente por dentina, continuandose con el

ligamento periodontal a nivel del foramen apical y conductos accesorios10.

La pulpa esta constituida por un 25% de materia organica y un 75% de
agua. La materia organica estd compuesta por células (fundamentalmente
fibroblastos y celulas mesenquimatosas indiferenciadas), fibras colagenas y
reticulares, y sustancia fundamental, ademas de vasos sanguineos y nervios1”’

10.

En la pulpa se pueden distinguir cuatro zonas:

- Zona odontoblastica en la periferia pulpar: formada por una empalizada
de odontoblastos que se encuentran en intimo contacto con la
predentina.

- Zona acelular o capa basal de Weil: se observa en la pulpa de la camara
bajo la capa odontoblastica pero no en los conductos radiculares. En
esta zona se pueden encontrar fibras nerviosas amielinicas, capilares

sanguineos y las finas prolongaciones citoplasmaticas de los
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fibroblastos. La presencia o ausencia de esta zona depende del estado
funcional de la pulpa.

- Zona rica en células: numerosas células ectomesenquimatosas y
fibroblastos existen en el area subendoblastica. Ademas de fibroblastos,
también se han observado macrofagos, células dendriticas y células
madre. Se ha observado que esta zona obedece a la migracion
periférica de células de las regiones centrales de la pulpa como
consecuencia de la provocacion antigénicag.

- Zona central de la pulpa: estan presentes los vasos y nervios de la

pulpa, siendo la célula mas destacada el fibroblasto10.

1.1.2.1.- Células

La pulpa dental postnatal contiene poblaciones celulares heterogéneas

responsables de su mantenimiento, defensay capacidad de reparacion'?.
) Odontoblastos

El odontoblasto es la célula mas caracteristica del complejo pulpo-
dentinario, siendo el responsable de la dentinogénesis tanto durante el
desarrollo como durante el envejecimiento dental. Durante la dentinogénesis, el
odontoblasto forma los tubulos de dentina, y su presencia en el interior de los
tubulos convierte a la dentina en un tejido vital. Se disponen en la periferia de la
pulpa en relaciobn con la predentinal. Los cuerpos celulares de los
odontoblastos estan conectados por complejos firmes y uniones comunicantes
formadas por proteinas de conexion que permiten el paso de sefales entre las

célulaso.
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Los odontoblastos de la corona son mas grandes y numerosos que los
de la raiz, variando su morfologia segin su estado funcionall. Los
odontoblastos son células que no se dividen una vez diferenciadas, sin
embargo, ante determinados estimulos el diente responde formando nuevo
tejido, por lo que son las células indiferenciadas, presentes en la pulpa, las que

tienen el potencial de diferenciarse cuando asi sea necesariol0.

El cuerpo celular del odontoblasto activo muestra un nucleo voluminoso
gue puede contener hasta 4 nucléolos. El nicleo estad situado a nivel del
extremo basal de la célula y se encuentra rodeado por una cubierta nuclear. Es
posible observar un complejo de Golgi bien desarrollado, situado centralmente
en el citoplasma supranuclear y compuesto por un conjunto de vesiculas y
cisternas de pared regular. Numerosas mitocondrias se encuentran
regularmente distribuidas a través de todo el cuerpo de la célula, asi como

también un RER altamente ordenado®®.

El odontoblasto maduro es una célula postmitética altamente diferenciada
que pierde su capacidad de dividirse. Si un odontoblasto resulta dafiado, los
adyacentes se afectan inmediatamente, ya que existen numerosos complejos
de union entre ellos. Cuando los odontoblastos mueren, la funcion secretora de
dentina se transfiere a odontoblastos vecinos o bien, aparecen nuevos
odontoblastos desde células pluripotenciales que se encuentran en el tejido
conectivo pulpar. Asi, tras la necrosis de los odontoblastos, la capacidad
defensiva y reparadora del complejo dentino-pulpar se manifiesta en la
generacion de nuevas células formadoras de dentina, denominadas neo-
odontoblastos, dentinoblastos u odontoblastos secundarios. Los nuevos

odontoblastos originados en los procesos reparativos de la dentina y la pulpa
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provienen de la diferenciacion de células madre de la pulpa dental de origen
ectomesenquimatoso, aunque algunos autores opinan que también podrian
derivar de los fibroblastos pulpares. La fibronectina juega un papel muy
importante en la diferenciacion de las células ectomesenquimales en
odontoblastos1.

El odontoblasto tiene la capacidad de sintetizar colageno tipo I, asi como
proteoglucanos, fosfoproteinas que participan en la mineralizacion extracelular
(fosforina exclusiva de la dentina) y fosfatasa alcalina (no se sabe con certeza

su funcion en la dentinogénesis), entre otros elementos1? 9.

1)) Fibroblastos

Son las células mas abundantes de la pulpa, localizadas en la zona rica
en células y cuya funcion es formar y mantener la matriz pulpar, mediante la
formacion de colageno tipo | y Ill, proteoglucanos, GAG, asi como la
produccién y mantenimiento de matriz de la MEC10. Aunque estan distribuidos
a través de toda la pulpa, los fibroblastos son particularmente abundantes en la

zona rica en células.

Se pueden encontrar diferencias entre los fibroblastos en reposo o
actividad. Los fibroblastos activos presentan un contorno fusiforme y un
citoplasma basdfilo, con gran desarrollo de las organelas que intervienen en la

sintesis proteica.

1)) Macrofagos o histiocitos

Son monocitos que han abandonado el torrente sanguineo, entran en los
tejidos y se diferencian en varias subpoblaciones, siendo una de ellas los

macrofagos. Se caracterizan por expresar moléculas de clase 1l del complejo
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mayor de histocompatibilidad, por poseer una morfologia ramificada con tres o
mas prolongaciones citoplasmicas y por un diametro de 50 um. Se distribuyen
en la pulpa en dos areas: region perivascular (zona mas interna de la pulpa) y
la regidon paraodontoblastica (zona mas externa de la pulpa). Su funcién
consiste en participar en el proceso de iniciacién de la respuesta inmunologica
primaria. Estas células capturan los antigenos, los procesan y luego emigran
hacia los ganglios linfaticos a través de los vasos linfaticos. Una vez alli las
células maduran transformandose en potentes células presentadoras de
antigenos que posteriormente exponen a los linfocitos T, por lo que también

participan en la respuesta inmune especifica o adaptativa.

Debido a su movilidad y actividad fagocitica, la cual se inicia una vez que
el frente de avance de la caries entra en contacto directo con la pulpa, estos
elementos celulares son capaces de actuar como reservorios, eliminar
hematies extravasados, células muertas y sustancias extrafias presentes en los
tejidos. Todo el material ingerido por los macréfagos es destruido por la accién

de enzimas lisosomales*”.

IV)  Células dendriticas

En este grupo se encuentran los linfocitos, las células plasmaticas y en
ocasiones, eosinofilos y mastocitos.Son elementos accesorios del sistema

inmune.

Las células dendriticas se hallan especialmente en los tejidos linfoides,
pero también estan ampliamente distribuidas por los tejidos conectivos, entre

ellos, el de la pulpa™®.
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Son células presentadoras de antigenos y presentan complejos de MHC
de clase Il en su superficie celular. Desempefian una funcién central en la

induccion de la inmunidad dependiente de las células T9.

V) Linfocitos

Se ha demostrado que en la pulpa sana solamente posee linfocitos de
tipo T (T8 supresores), encontrandose los linfocitos B normalmente ausentes.

Los linfocitos T participan en la respuesta inmunoldgica inicial.

Estas células se activan mediante mecanismos inmunoldgicos ante la
presencia de antigenos, los cuales liberan linfoquinas que provocan
vasodilatacién pulpar. La interaccion entre ambos tipos de linfocitos facilitaria la
diferenciacion de linfocitos B en células plasmaéticas, las cuales son la que
elaboran anticuerpos especificos contra los antigenos que han propiciado la

respuesta inflamatoria™.

VI)  Células mesenquimaticas indiferenciadas (Células madre)

Son células a partir de las cuales se diferencian otras células conjuntivas
de la pulpa. Dependiendo de la estimulacién pueden originar odontoblastos,
fibroblastos o incluso, osteoblastos o cementoblastos, por lo que constituyen
una poblacion residente de células pluripotentes capaces de diferenciarse en
una variedad de células segun se requiera para el mantenimiento y reparacion
del tejido. Las células progenitoras son criticas, por tanto, son un objetivo
fundamental al considerar el disefio de materiales bioactivos destinados a

estimular la regeneracion de la pulpa dental*'.

Se situan en el area celular y central de la pulpa y estan en relacion con

los vasos sanguineos (pericitos). Son células poliédricas grandes con un
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nacleo grande y central, con abundante citoplasma y prolongaciones
citoplasmaticas. Al aumentar la edad pulpar, su nimero disminuye llevando a

una reduccion del potencial regenerativo de la pulpaloO.

VIl)  Mastocitos

Derivan de los polinucleares basofilos sanguineos. Son células que poseen
en su citoplasma granulos con histamina y heparina, un anticoagulante. Al
estar cerca del muasculo liso vascular, la histamina hace que se provoque una
vasodilatacion, aumentando la permeabilidad del vaso y permitiendo el escape de

liquido y leucocitos.

Se encuentran ampliamente distribuidos por los tejidos conectivos. Se
suelen localizar en tejidos con inflamacion crénica, aunque también se

describen en pulpas normalesi.

Farnoush A (1984) sefiala que existen muchas controversias sobre la
presencia de mastocitos en pulpas dentales. El autor realizé un estudio donde
fueron observadas las pulpas dentales de dientes permanentes libres de caries
y dientes primarios con caries, los resultados indicaron que los mastocitos
estdn presentes en pulpas tanto inflamadas como no inflamadas. Los
mastocitos provenientes de pulpas inflamadas mostraron signos de

desgranulacion con granulos por fuera de la membrana celular.

Como se ha descrito se trata de un entorno complejo y dindmico que se
conserva en un delicado equilibrio, con los odontoblastos manteniendo los
tejidos mineralizados y los demas tipos celulares posicionados de manera

efectiva para apoyar la actividad de los mismos™™.
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1.1.2.2.- Sustancia Fundamental de la Pulpa Dental

El compartimento extracelular de la pulpa o matriz esta compuesto por

fibras colagenas y sustancia fundamental.

La sustancia fundamental o matriz extracelular_amorfa es la materia que
se encuentra entre las células y las fibras del tejido conjuntivo y esti
constituida, principalmente, por proteoglicanos o glucosaminoglucanos,
producidos y secretados por los fibroblastos. Los GAG mas significativos
presentes en la pulpa son condroitin 4 y 6 sulfato (60%), dermatén sulfato
(34%), heparan sulfato (2%) y acido hialurénico (2%). Estas moléculas sirven
de soporte para las células, proporcionan turgencia a los tejidos y median una
variedad de interacciones celulareso.

La fibronectina es una glucoproteina de superficie que junto al colageno
forma una red fibrilar integrada con influencia sobre la adhesion, movilidad,
crecimiento y diferenciacion de las células.

En la sustancia fundamental del tejido pulpar en dientes recién
erupcionados, el GAG predominante es el dermatan sulfato, en cambio, en la
pulpas maduras predomina el &cido hialurénico y, en menor proporcion, se
encuentran el dermatan sulfato y el condroitin sulfato. El contenido de
proteoglucanos disminuye aproximadamente un 50% con la erupcién del
dientes.

Es de consistencia similar a un gel y constituye la mayor parte del érgano
pulpar. Su funcidn es soportar los componentes celulares y actuar como medio
de transporte de nutrientes desde los vasos a las células, y de metabolitos en

sentido inversol0. Debido a su contenido en polisacaridos polianionicos, la
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sustancia fundamental es la causante de las propiedades que le permiten la

retencion de aguao.

La degradacién de la sustancia fundamental puede producirse en ciertas
lesiones inflamatorias, caracterizadas por una concentracion elevada de

enzimas lisosdmicas.

Las vias de la inflamacioén y la infeccion estan fuertemente influidas por el

estado de polimerizacién de los componentes de la sustancia fundamental9.

1.1.2.3.- Fibras de la Pulpa Dental

La pulpa contiene 3 tipos de fibras: colagenas, elasticas y de reticulina.
Todas ellas son sintetizadas por los fibroblastos y, aunque existen importantes
diferencias en su composicién quimica, todas contienen una proteina peculiar:
el colageno.

Las fibras que encontramos en la pulpa son de colageno tipo | (60%) y I
(40%). Este conjunto de fibras aumenta con la edad, organizandose en haces
fibrosos. La mayor concentracion de coldgeno se observa en la zona mas
apical, observandose también haces de fibras colagenas formando una vaina

alrededor de los nervios de la pulpa.

Otras fibras presentes en la pulpa dental son las fibras reticulares, siendo
las mismas mas frecuentes en la pulpa de dientes jévenes. Estan formadas por
delgadas fibrillas de colageno tipo Il asociadas a fibronectina. Las fibras
reticulares son fibras muy finas que se distribuyen de forma abundante en el
tejido mesenquimatico de la papila dental. Estas fibras se disponen al azar en

el tejido pulpar, excepto a nivel de la region odontoblastica donde se insintan
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entre las células y constituyen el plexo de Von Korff. Ademas puede aumentar

el didmetro con la edad, pero en menor proporcion que las coldgenas.

Por altimo, las fibras elasticas son muy escasas en el tejido pulpar y
se encuentran localizadas exclusivamente en las delgadas paredes de los

vasos sanguineos y su principal componente es la elastina™®.

La pulpa dental también contiene fibronectina. Esta se distribuye por la
pulpa con un patrén reticular (con mayor densidad en las paredes vasculares) y
a veces se encuentra formando pequefios filamentos no estriados entre las

fibras de colageno de mayor tamafiol0.

1.1.2.4.- Vascularizacion de la Pulpa Dental

Los vasos sanguineos penetran en la pulpa por los foramenes apicales
principales y accesorios. Las arteriolas de unas 150 p de diametro entran en el
diente junto a los haces nerviosos simpaticos y sensitivos. Estas arteriolas
forman en el centro de la pulpa un amplio plexo del que salen vasos de menor
calibre hacia la periferia, formando el plexo capilar subdentinoblastico. Algunos

capilares pueden extenderse entre los odontoblastos y llegar a la predentina.

En la periferia de los capilares se sitan en intervalos irregulares las
células de Rouget o “pericitos” formando una vaina alrededor del endotelio de
los vasos cuya funcion se cree contractil influyendo en el tamafio de la luz

vascular.



21

El sistema eferente estd formado por un sistema de vénulas con un
diametro similar a las arteriolas pero con paredes mas delgadas y con menos
capa muscular. Se observan anastomosis arteriovenosas, siendo estos puntos
de contacto entre la sangre arterial y venosa que sirven para desviar sangre de

la circulacién capilar1¥ 10

1.1.2.5.- Irrigacion Linfatica de la Pulpa Dental

Los vasos linfaticos de la pulpa se originan en la region coronaria y son
vasos pequefios de paredes delgadas con zonas abiertas en sus paredes que
son aperturas entre sus células endoteliales y comunican la luz del vaso con el

tejido conjuntivo vecino.

Los vasos linfaticos pequefios se retnen en uno o dos vasos mas

grandes que abandonan la pulpa por el foramen apical principal.

Todo este sistema circulatorio es el responsable de la presion tisular del
compartimento extracelular de la pulpa. El fluido tisular pulpar se extiende

dentro de la dentina ocupando los tubulos dentinarios10.

1.1.2.6.- Inervacién de la Pulpa Dental

Como se ha mencionado, los nervios entran en compafia de los vasos
arteriales por el foramen apical principal o por los conductos accesorios. Siguen
un trayecto similar y van emitiendo ramas nerviosas segun ascienden hacia la

zona central de la pulpa formando un plexo nervioso extenso en la zona
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acelular debajo de los odontoblastos en la porcidon coronaria del diente. Este

plexo nervioso se llama plexo subodontoblastico o plexo de Raschkow.

Los plexos son haces de axones mielinicos y amielinicos rodeados por
una vaina de tejido conjuntivo. Los axones que entran en la pulpa son aferentes
sensoriales del trigémino (son fibras A-delta, que pierden la capa de mielina y
constituyen el plexo subdentinoblastico de Raschkow, el plexo dentinoblastico y
las ramificaciones en el interior de los tubulos dentinarios, que son las que
perciben los movimientos de los fluidos en la dentina) y ramas simpéaticas del
ganglio cervical superior (son fibras tipo C, simpaticas, responsables del control
del flujo vascular). Estas ultimas tienen axones amielinicos en estrecha relacién
con los vasos sanguineos. Los nervios sensoriales son mielinicos y
amielinicos, aumentando el nimero de axones amielinicos en las zonas mas

coronales del diente.

En el centro de la pulpa se han descrito, entre otras, fibras mielinicas A-
delta responsables del bloqueo de la transmisién del dolor en determiandas

circunstancias1” 10.

Estas redes de fibras nerviosas proporcionan enervacién al tejido, su

conexion con el sistema nervioso central, ademas de proporcionar una salida

sensorial*®.
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1.1.3.- FUNCIONES DE LA PULPA DENTAL
) Formativa

Esta funciobn no solo se ha de contemplar durante el desarrollo
embrionario, sino durante toda la vida con la formacion de dentina secundaria
fisiologica o en situaciones patologicas de dentina secundaria reparativa o

terciaria.

1)) Nutritiva

Corre a cargo de los vasos sanguineos existentes en la pulpa y que
penetran, fundamentalmente, por el foramen apical. Los nutrientes pasan desde
los capilares pulpares hacia el liquido intersticial que penetra en los tubulos
dentinarios con presion positiva convirtiéndose en el fluido dentinario que llena los

tubulos y aporta los nutrientes a la dentina.

) Sensitiva

Corresponde a los 3 posibles mecanismos de sensibilidad dentinaria que

estimulan las fibras A-delta y a la estimulacion de las fibras C de la pulpa.

IV)  Proteccion

La pulpa realiza la proteccion mediante la formacion de dentina
secundaria reparativa o por las células propias del tejido conectivo que

responden ante un proceso, infeccioso o no1.
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1.1.4.- MODIFICACIONES DE LA PULPA DENTAL

El tejido pulpar comienza a modificarse desde el mismo momento en que
se empieza a formar. Los cambios que se producen son mas frecuentes con el
paso de los afios y, por lo tanto, estan intimamente ligados a los cambios de
edad del individuo, ya que la formacion continua de dentina secundaria
fisiolégica y circunstancialmente, de dentina secundaria reparativa o terciaria,

condiciona progresivamente la disminucién del volumen de la camara pulpar.

Al disminuir el volumen del tejido pulpar, disminuye la irrigacion e
inervacién, lo que facilita la aparicion de cuadros de degeneracion pulpar o
pulposis, la disminucion de las células existentes en el tejido conectivo, y

condiciona una menor o nula respuesta ante los agentes irritantes10.

1.2.- PATOLOGIA PULPO-PERIAPICAL

1.2.1.- ETIOPATOGENIA

En la etiopatogenia de la inflamacién pulpar y periapical intervienen una
serie compleja de factores y elementos que interaccionan entre si. Los
estimulos capaces de producir la inflamacién y necrosis de la pulpa, asi como
sus complicaciones periapicales, son multiples, puediéndose clasificar como

siguel:
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) Bacterias

Las bacterias son la principal causa de inflamacion pulpar y periapical,

pudiendo llegar a pulpa por varias vias:

- Caries: es lo mas habitual. No es preciso que exista comunicacion
directa, pueden alcanzar la pulpa desplazandose a través de los tabulos
dentinarios.

- Periodonto: las bacterias pueden proceder de una bolsa periodontal,
bien a través de los conductos laterales o desplazandose por los tubulos
dentinarios cuando existe reabsorcion de cemento.

- Traumatismo: cuando la pulpa queda expuesta o a través de los tubulos
dentinarios.

- Filtracién marginal en las restauraciones.

- Anomalias de desarrollo: defectos acaecidos durante el desarrollo del
diente que pueden dejar grietas.

- Circulacion sanguinea: mediante anacoresis, las bacterias pueden
colonizar la pulpa cuando la misma se halla lesionada por un

traumatismo o por degeneraciones histicas.

La relacion de las bacterias con la inflamacion pulpar es evidente desde el

clasico estudio de Kakehashi y cols®®.

Cuando las bacterias desarrollan una inflamacion en pulpa, y no se realiza
un tratamiento precoz, la inflamacion se extiende en un tiempo variable dando
lugar a la necrosis pulpar. Si las bacterias y sus componentes alcanzan el

espacio periodontal a través del foramen apical o conductos secundarios, se
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producira una periodontitis apical, ya que la produccion de la misma no es

posible sin la presencia de bacterias.

1)) Traumatismos

Al producirse una exposicion dentinaria o pulpar se produce la inflamacion de la
pulpa debido a la llegada de las bacterias. Cuando el traumatismo no ocasiona
una comunicacion de la pulpa con la cavidad oral, pero si la necrosis pulpar, las

bacterias pueden llegar por anacoresis1.

1)) latrogenia

En tratamientos restauradores se puede generar calor y desecacion de los
tubulos dentinarios, pudiendo asi lesionar el tejido pulpar. Diversos productos
utilizados en la desinfeccidon de la dentina pueden causar inflamacion, también
este dafio pulpar puede deberse al tratamiento de raspado y alisado radicular o

por movimientos ortodoncicos bruscos.

La pulpa presenta unas caracteristicas que la hacen especialmente
vulnerable a la invasion bacteriana, como son: el tejido pulpar se localiza entre
las paredes rigidas de la camara y conductos radiculares, determinandose una
capacidad limitada para la expansion del edema, ademas de presentar una

circulacién terminal por lo que la revascularizacién no es posible.

Si los irritantes de la pulpa son de escasa intensidad, los odontoblastos
son estimulados para la formacion de dentina, denominada dentina reactiva. Si
la agresion es de mayor intensidad se producira la destruccion de

determinados odontoblastos, pero siempre y cuando se instaure un tratamiento
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adecuado de forma precoz esta inflamacion pulpar superficial puede remitir,
diferencidndose nuevos odontoblastos capaces de elaborar dentina reparativa.
Si el tratamiento no se instaura o la agresién es muy intensa, la inflamacion se

extiende®’.

Por lo tanto, en funcion de la intensidad y duracion de los irritantes, y de
las resistencias del huésped, la patologia pulpar puede variar desde una
inflamacion temporal o pulpitis reversible hasta una inflamacion grave y

progresiva, o pulpitis irreversible, que evolucionara hacia la necrosis.

1.2.2.- PULPITIS

En la endodoncia, las bacterias estan presentes en lugares que suelen
estar mas alla del alcance del sistema inmune, es decir, ya sea en los tubulos
dentinarios o el espacio intracanal. Antes de que se establezca un contacto
directo entre las bacterias y la pulpa o tejidos periapicales, la respuesta
inflamatoria se desencadena por toxinas y metabolitos bacterianos transferidos
por difusion, produciéndose asi un mecanismo inmunopatolégico, como lo es,

la pulpitis.

La caries es un factor que suele causar una interrupcion en el equilibrio
dindmico de la pulpa dental. Las bacterias de la cavidad oral (por ejemplo,
Streptococcus mutans), se adhieren a la superficie del esmalte, formando una
biopelicula que consiste en un ecosistema mixto donde se encuentran

organismos de diferentes familias. La composicién de la biopelicula bacteriana
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evoluciona y se adapta conforme la enfermedad progresa y ademas, como el
medio ambiente se convierte cada vez mas anaerdbico, las infecciones
polimicrobianas son cada vez mas complejas y tienen una alta diversidad
bacteriana. Las especies que se encuentran en estos biofilms son acidogénicas
y son alimentadas por los hidratos de carbono fermentables a partir de la
cavidad oral, causando la erosion acida del esmalte mineralizado como
resultado de sus procesos metabdlicos, dafiando la matriz del esmalte y
ampliando por tanto la extensién de la lesién. Una vez que las bacterias
corroen el esmalte y alcanzan la dentina, las mismas se propagan facilmente a
través del sistema de tabulos dentinarios llenos de liquido intersticial y causan

rapidamente una ampliacién de la zona del diente afectado por la lesion.

Las bacterias colonizan los tdbulos y al acercarse mas a la pulpa dental,
los lipopolisacéarido (LPS) de las paredes celulares bacterianas penetran en la
pulpa estimulando una respuesta inmune innata o inespecifica, que esta
mediada por la sefalizacion molecular y celular. Diferentes tipos de células
dentro del complejo dentino-pulpar son capaces de detectar bacterias
invasoras en todas las etapas de la infeccibn. En etapas relativamente
tempranas de la enfermedad, la respuesta inmune natural es iniciada por sus
células efectoras entre las que se encuentran los monocitos-macrofagos,
células dendriticas inmaduras, células T, células NK y en la pulpa también
participan los odontoblastos, que reconocen mediante los receptores tipo Toll
(Toll-like receptor o TLRs) que expresan en su membranas, determinados
patrones moleculares inespecificos presentes en las bacterias (acidos
lipoteicoicos por TLR2, lipopolisacaridos (LPS) por TLR4 y ARN bacteriano por

TLR3)Y.
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Esta respuesta inflamatoria aguda que se desarrolla primero, no se

percibe clinicamente en todos los casos.

La interaccion del TLR con el patron molecular bacteriano activa el factor
NF-B, que a su vez activa la transcripcion de genes implicados en la respuesta
inflamatoria, induciendo la producciéon de IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e IL-12,

conectandose las respuestas inmunes innatas y adaptativas.

Ademas de la expresion celular de estas moléculas, la desmineralizacion
de la dentina por acidos bacterianos durante la enfermedad cariosa también
puede contribuir en los niveles de citoquinas, ya que estas moléculas estan
presentes en la matriz de la dentina y son puestas en libertad en un ambiente

acido.

Inicialmente, los mediadores de la inflamacion son criticos conductores
del proceso de reparacion y estimulan la formacién de dentina reparativa por
odontoblastos y la diferenciacion de las células progenitoras en un fenotipo de
reparacion. Sin embargo, si la expresidn de estos mediadores persiste, la
inflamacion queda sostenida en la pulpa, creando un torbellino de efectos
citotoxicos que provocan trastornos de tejidos y en dltima instancia conducen a
la necrosis del mismo. Por lo tanto, los efectos de los mediadores son

dependientes del contexto temporal®®.

Si nos centramos un poco en el papel del odontoblasto como célula
efectora de la respuesta inmune innata frente a la caries se ha podido
comprobar que estas células expresan niveles bajos de IL-8, asi como genes

de quimioquinas (CCL2, CCL26, CXCL4, CXCL12, CXCL14), y genes de
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receptores de quimioquinas (CXCR2, CCRL1, CCRL2). Las quimioquinas son
proteinas citoquinas de pequefio tamafio con la capacidad de inducir la
quimiotaxis en las inmediaciones de las células sensibles, son citoquinas
guimiotacticas. La quimioquinas CCL2, CXCL12, y CXCL14 atraen a las células
dendriticas inmaduras, mientras que la CCL26 suprime el reclutamiento. Los
cultivos de odontoblastos de pulpas normales expresan también receptores
“Toll-like” (TLR2 y TLR4) de forma constitutiva. Cuando los receptores TLR2 de
los odontoblastos se estimulan con el LTA de las bacterias Gram-postivas, se
producen las citoquinas IL-6, IL-10 y CXCL825, y aumentan la expresion del
receptor de reconocimiento de patrones NOD2, que reconoce moléculas que
contienen muramil dipéptido, presentes en la pared celular de algunas

bacterias.

Con el avance de la caries, los genes inflamatorios en la capa
odontoblastica sufren una gran “up-regulation”, aumentando su expresion,
mientras que la pulpa permanece sin cambios. Los odontoblastos, de esta
manera, actuarian amplificando las sefales bacterianas mediante auto-
feedback del ciclo sefal-receptor citoquina-quimioquina, incrementando la
capacidad defensiva pulpar, incluyendo la produccibn de péptidos
antimicrobianos para proteger el diente y contener la batalla contra las

bacterias cariosas a nivel de la dentina.

El acido lipoteicoico (LTA) del Bacillus subtilis estimula al odontoblasto a
través de un receptor Toll-like (TLR2) induciendo la liberacion de las
quimioquinas CCL2 y CXCL2. La CCL2 atrae células dendriticas inmaduras

(DCs) y la CXCL2 es angiogenicade TNF-a, lo que podria contribuir al inicio o
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la progresion de la pulpitis. El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
es un potente inductor de la angiogénesis y de la permeabilidad vascular,
habiéndose demostrado que es producido por los odontoblastos pulpares
cuando son expuestos al acido lipoteicéico (LTA) de las bacterias Gram-

positivas.

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) es secretado por los
odontoblastos en pulpas sanas, incrementandose su expresion en la pulpitis
irreversible!® Y. El TGF-B es importante en la dentinogénesis reparativa, pues
promueve la secrecion de metaloproteinasas de la matriz y la mineralizacién de
la dentina®®Y?!. EI TGF-B tiene un efecto pro-inflamatorio durante las etapas
iniciales de la inflamacion, reclutando células inmunes tales como las células
dendriticas inmaduras (DCs)?. Por el contrario, en las etapas avanzadas de la
inflamacion el TGF-muestra efectos anti-inflamatorios, reprimiendo la
proliferacion linfocitica, a través de TLRs, y activando las DCS vy los
macréfagos®.La expresion del gen del TGF-B sufre una “down-regulation”

cuando el odontoblasto es expuesto al LTA.

Por lo tanto, ante la agresion leve de determinados irritantes externos, la
primera respuesta pulpar es la inmunidad natural o innata que comprende los
mecanismos inespecificos de defensa frente a los microorganismos y es la
primera linea de defensa que impide la invasion y diseminacion de los
patogenos. Si dicha respuesta inflamatoria presenta capacidad regenerativa y
es diagnosticada y tratada precozmente pudiéndose asi recuperar la

normalidad histica, se trataria de una pulpitis reversiblel.
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Este tipo de pulpitis se asocia con ninguna o muy poca sintomatologia,
siendo los mismos siempre provocados por algun estimulo (nunca

espontaneo), de muy escasa duracion y cede al suprimir el estimulo.

Su diagnéstico se fundamenta en las pruebas de vitalidad pulpa®.

La pulpitis irreversible es la inflamacion de la pulpa sin capacidad de
recuperacion, a pesar de que cesen los estimulos externos que la han
provocado. Esta inflamacion cronica, aparece de forma precoz ya que junto a
los mediadores de la destruccion de tejidos se liberan mediadores que

estimulan la reparaciona.

En la inflamacién cronica son muy importantes las células mononucleares:
linfocitos, células plasmaticas y macrofagos. En la periferia de la zona
inflamada se inicia la proliferacion de los fibroblastos, los cuales liberan

numerosos mediadores.

En la zona de la pulpa donde llegan los componentes bacterianos se

forma un microabsceso, instaurandose a su alrededor la inflamacion crénica®.

Cuando la enfermedad progresa, son los fibroblastos, células
endoteliales, y células inmunes los que se van a ver involucrados®. Ya en el
estado crénico de la enfermedad, la poblacion de células de PMNs cambia a
linfocitos y macrofagos. Después de 3 -5 dias, se producen clones de linfocitos
y el tejido se infiltra por células inmunocompetentes, en especial los linfocitos T:
células T CD8 +, que pueden diferenciarse en células T citotoxicos y las células
T CD4 +. También se incluyen diferentes subconjuntos de células T helper (Th)

caracterizadas por las diferentes citocinas que producen, principalmente, Thly
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Th2. Principalmente a través de interferon gamma (IFN - C), las células Thl
activan los macrofagos (sistema inmune adaptativo), que luego pueden
producir diversos mediadores inflamatorios como la interleuquina - 1 (IL - 1),
factor activador de plaquetas, prostaglandinas, leucotrienos. Las células Th2
activan las células B a través de diferentes citoquinas (principalmente IL - 4, IL
- 5) y las células B, se diferencian en cualquiera de las células B de memoria o
células plasmaticas productoras de anticuerpos (sistema inmune adaptativo

humoral).

Como resultado de la enfermedad, linfocitos T y B, células plasmaticas,
neutroéfilos y macréfagos se incrementaron de manera significativa en todos los
niveles en el sitio de la lesion. La migracion de las células inmunes a través del
tejido pulpar y su actividad antimicrobiana pueden causar significativos dafos
en los tejidos de acogida. Cabe destacar que, durante el proceso de la
quimiotaxis de células inmunoldgicas, proteasas, tales como las
metaloproteinasas, son liberadas para combatir las bacterias, ademas las
células inmunes liberan especies reactivas del oxigeno (ROS) y otras enzimas
potentes, que pueden causar dafios colaterales de células y tejidos. Las
sefales de los dafios producidos en las células del huésped pueden conducir a

una mayor exacerbacion de la respuesta proinflamatoria®.

La existencia de una via de escape para los exudados pueden retrasar
estos fendbmenos, pero ésta si no es tratada evolucionard, extendiéndose hacia

pulpitis irreversible1.

Existen dos formas de pulpitis irreversibles, en funcién de la presencia o

ausencia de sintomas®*: pulpitis irreversible asintomética o sintomatica.



34

La mayoria de las pulpitis irreversibles se desarrollan de forma
asintomatica, mediante la propagacion de la inflamacién cronica a toda la pulpa
para terminar asi en la necrosis pulpar. La ausencia de los sintomas es posible

que se deba a la liberacién, por las fibras nerviosas, de neuromoduladores?’.

En la pulpitis irreversible asintomatica, como su nombre indica hay
ausencia de sintomatologia aguda debido a la existencia de una via de drenaje
espontanea del exudado seroso, que normalmente es la caries. El diente no
responde a la prueba de frio y tienen una respuesta mediocre a la percusion o

palpacién. Las imagenes radiogréaficas no suelen ser significativas®.

Clinica e histologicamente, se pueden diferenciar dos formas de pulpitis
agudas asintométicas: hiperplasica y ulcerada.

La forma hiperplasica se da en pacientes jovenes que presentan amplias
cavidades pulpares. Se forma una masa granulomatosa rojiza exofitica de
consistencia fibrosa e indolora (pélipo pulpar)1.

En la forma ulcerada se observa un tejido necrosado en el fondo de la
cavidad y tejido de granulacion subyacente.

Los dientes afectados por estas formas de pulpitis presentan una

respuesta disminuida a los estimulos términos.

En contraste con la pulpitis irreversible asintomatica, la pulpitis sintomatica
se caracteriza por dolor espontaneo, persistente, pudiendo los sintomas ser
duplicados cuando el paciente se somete a la prueba de frio. Se puede
desarrollar sensibilidad a la percusibn en un estado mas avanzado si el

proceso inflamatorio ha progresado hacia los tejidos periapicales, lo cual se
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observa mediante una radiografica que revela un engrosamiento del ligamento

periodontal®* 2%,

Dentro de la pulpitis irreversible sintomatica, existen dos formas clinicas:

de predominio seroso o purulento.

La clinica de la forma de predominio seroso se caracteriza por un dolor
intenso, espontaneo, continuo e irradiado. Se incrementa el dolor en decubito y
con el esfuerzo. La estimulacion térmica incrementa el dolor, el cual se
mantiene durante un tiempo tras la retirada del estimulo. Si ya estan afectados
los tejidos periapicales, habra dolor a la percusion y ensanchamiento del

ligamento periodontal visible en la radiografia.

La pulpitis irreversible sintomatica en su forma purulenta se diferencia de

la anterior en que el dolor es pulsatil y se calma con la aplicacion de frio1.

1.2.3.- NECROSIS PULPAR

La necrosis pulpar es "la descomposicion séptica o no, del tejido
conjuntivo pulpar que cursa con la destruccion del sistema microvascular y

linfatico, de las células y, en ultima instancia, de las fibras nerviosas”1.

Consiste en el cese de los procesos metabdlicos de la pulpa. La necrosis
pulpar se produce a partir de una pulpitis irreversible progresiva, la cual se
instaurara mas lentamente cuanto mejor sea el drenaje espontaneo del
exudado inflamatorio, menor sea la virulencia de los microorganismos y la

capacidad defensiva del huésped sea efectiva, representada ésta por la
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resistencia organica del paciente y llevada a cabo por mediadores especificos y

no especificos de la inflamacion.

La necrosis pulpar suele comenzar en las regiones mas periféricas,
subdentinarias, y avanzar en sentido centripeto hacia el centro de la pulpa.
Igualmente, la necrosis suele afectar primero a la pulpa cameral y luego

extenderse hacia la pulpa radicular y apical.

La necrosis pulpar, desde el punto de vista histopatoldgico, puede
clasificarse en dos tipos: coagulativa y licuefactiva. La necrosis pulpar por
coagulacion se produce cuando la isquemia tisular genera una coagulacién de
las proteinas intracelulares. Se caracteriza por la transformacién del contenido
soluble del tejido pulpar en una sustancia sélida, por lo que también recibe el
nombre de caseificacidn. La necrosis por licuefaccion se produce cuando las
enzimas proteoliticas convierten el tejido pulpar en una masa blanda o liquida.
La salida de pus a través de la cavidad de acceso endoddncico indica la

presencia de una necrosis por licuefaccion.

A la necrosis pulpar le sigue la putrefaccion. Los productos finales de la
descomposicion pulpar son los mismos que generan la descomposicion de las

proteinas en cualquier otra parte del cuerpo?.
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1.2.4.- PERIODONTITIS PERIAPICAL

La relacion entre la patologia pulpar y la periapical es muy estrecha, ya
que a través de los forAmenes apicales y conductos laterales, el tejido
conjuntivo de la pulpa se comunica con el ligamento periodontal. Esta
comunicaciéon permite la propagacion de patologias en uno u otro sentido, dado
que pulpa y periodonto tienen ademas de una interconexion anatomica directa,
un origen embriolégico comun. Por tanto, la periodontitis apical es la respuesta
defensiva del organismo a la inflamacién, necrosis y destruccion de la pulpa
dental.

Pero la regidn periapical, a pesar de estar directamente relacionada con
la pulpa y poder sufrir las consecuencias de las alteraciones de la misma,
también puede sufrir alteraciones propias. Conviene destacar que también
pueden producirse en la region periapical de los dientes otras alteraciones
patolégicas periapicales de naturaleza hiperplasica, metabdlica, neoplasica,

etc..., que no tienen relaciones patogénicas directas con la pulpa® .

Ante cualquier agente patdégeno, cuyos estimulos superen el limite de
tolerancia de la pulpa, se producira en esta una respuesta inflamatoria y/o
degenerativa, que conllevaran un aumento del volumen pulpar y por tanto, una
compresion de sus elementos estructurales, lo que determinara la aparicion de
alteraciones pulpares.

Por ello, dependiendo de la gravedad de la irritacion, de la duracion de la
misma y de la respuesta del huésped, la enfermedad periapical variara desde

una simple inflamacion ligera, hasta lesiones de mayor tamafio, en las que se
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produce una destruccion extensa de tejido, afectandose incluso el hueso
alveolar y apareciendo, por consiguiente, signos radiograficos del dafio.

Inicialmente, la inflamacion periapical aguda es predominantemente
serosa Yy, si no se instaura el tratamiento, se hace purulenta, formandose el
llamado absceso apical agudo que puede evolucionar a absceso subperidstico,
absceso submucoso y terminar produciendo una celulitis cérvico-facial, cuadro
muy grave que antes de la era antibidtica ocasionaba en muchos casos la
muerte del paciente afectado. El dolor agudo a nivel del diente afectado, con
percusion positiva, junto con el ensanchamiento del espacio periodontal
evidente en la radiografia periodontal, son las claves para el diagndstico de la
periodontitis apical aguda.

En ocasiones, la inflamacion periapical no tratada evoluciona de forma
cronica y asintomatica, originando bien la formacion de tejido de granulacion
(granuloma apical, periodontitis cronica granulomatosa) o bien desarrollando
una inflamacion crénica supurativa (absceso apical crénico, periodontitis apical
cronica supurativa) con drenaje de la secrecion purulenta a través de una
fistula. En ambos casos la radiografia periapical del diente afectado muestra
una imagen radiollcida periapical, indicativa de la gran osteolisis provocada por
la inflamacion. Entre las posibles evoluciones de la inflamacion crénica
periapical se incluyen también la formacion de quistes apicales, la osteoclerosis

u osteitis condensante y la anquilosis alveolo-dentarial.
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1.2.5.-TRATAMIENTOS DE LAS PATOLOGIAS DENTARIAS

Recubrimiento pulpar indirecto

El recubrimiento pulpar indirecto es un procedimiento en el que un
material se coloca sobre una capa delgada de dentina cariada remanente que,
si se retira, podria exponer a la pulpa en dientes permanentes inmaduros. Una
vez la dentina esté dafiada por caries o traumatismo, la integridad del complejo
dentina - pulpar se ve comprometida porque la dentina dafiada no puede ser
regenerada por los odontoblastos primarios. El recubrimiento pulpar indirecto
es uno de los temas mas controvertidos en la terapia pulpar vital. Una critica
opinién tradicional de tratamiento de lesiones de caries profundas por la
excavacion completa o eliminacién parcial, indica que la eliminacién de todo el
vestigio de la dentina infectada de las lesiones cariosas que se acercan a la
pulpa no se requiere para que el tratamiento de la caries sea exitoso. Sin
embargo, las revisiones sistematicas de la caries y tratamiento pulpar indican
una falta de ensayos clinicos aleatorios para apoyar la eliminacién incompleta

de la caries aln es inexistente.

El recubrimiento pulpar indirecto tiene por objeto proteger los

odontoblastos primarios y la pulpa de una lesién mayor.

El hidroxido de calcio y el cemento de iondmero de vidriose han utilizado
con éxito como agentes del recubrimiento pulpar indirecto, pudiendo causar la

liberacion de factores de crecimiento de la matriz de dentina.
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En sentido estricto, la formacion de dentina reactiva siguiente al
recubrimiento pulpar indirecto no es ni un proceso regenerativo ni de

reparacion’’.
Recubrimiento pulpar directo

El recubrimiento pulpar directo consiste en colocar un material dental
directamente sobre una exposicion mecanica o traumatica de pulpa vital. El
tratamiento de una pulpa vital expuesta se lleva a cabo sellando la herida de la
pulpa con un material tal como hidroxido de calcio o minerales trioxido
agregado (MTA) para facilitar la formaciéon de dentina reparativa y el
mantenimiento de una pulpa vital. Hay suficientes ensayos clinicos controlados
de alta calidad aleatorizados para evaluar el resultado de la utilizacion de
hidroxido de calcio o MTA como agentes de recubrimiento pulpar directo,
aunqgue en los ultimos estudios observacionales aseguran una mayor tasa de

éxito utilizando MTA.

En el sitio de exposicion de la pulpa, los odontoblastos primarios junto con
otras células pulpares se destruyen y se inicia la inflamacién. Si la infeccion /
inflamacion en la pulpa coronal esta bajo control, las células residentes van a
generar nuevos odontoblastos. La dentinogénesis reparadora requiere el
reclutamiento y la diferenciacion de células progenitoras / madre en las células
de odontoblastos similares, que producen dentina reparadora o la dentina
como tejido cicatrizal o la osteodentina como tejido mineralizado. Las células
madre postnatales han demostrado ser capaces de diferenciarse en células de
odontoblastos mediante la recepcion de sefales inductivas apropiadas. Los

factores de crecimiento, tales como TGF - 1, TGF - 3, BMP -2y el IGF -1,y
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moléculas bioactivas liberadas de la matriz de dentina y matriz extracelular
pueden ser sefales inductoras de dicha diferenciacion. Es posible que los
mismos factores de crecimiento y moléculas bioactivas también estimulen a los
nuevos odontoblastos a producir dentina reparadora. Los materiales para llevar
a cabo el recubrimiento pulpar, tales como el hidroxido de calcio y el MTA
inducen la formacion de dentina reparativa muy probablemente a través de un
mecanismo indirecto por la liberacion de factores de crecimiento de la matriz de

dentina.

Sin embargo, poco se sabe de la regulacion de genes y la activacion de
factores de transcripcion que estdn implicados en el reclutamiento y la
diferenciacion de los odontoblastos en la pulpa para producir la matriz de
dentina. La dentina reparativa no esta formada por odontoblastos primarios
sino por los nuevos odontoblastos diferenciados a partir de las células madre
pulpares, por lo que dicha dentina no es igual que la dentina primaria
constituida en la odontogénesis, por lo tanto, la dentina reparadora es
unproceso de reparacion y no de regeneracion del complejo dentina — pulpa,

como su propio nombre indica®®.
Pulpotomia

La pulpotomia es la extirpacién quirtrgica de la porcién coronal de una
pulpa vital como medio de preservar la vitalidad de la porcion radicular restante.
La pulpa vital radicular infectada restante es generalmente sellada con
hidroxido de calcio para fomentar la formacion de puentes de dentina.
Histologicamente, la naturaleza de un puente de dentina es similar a la dentina

reparadora. Se forma el puente de dentina a través del tejido radicular pulpar



42

vital restante, no siendo el mismo impermeable o completamente protector de

la pulpa vital subyacente.

Después de pulpotomia, los odontoblastos primarios y otras células de la
pulpa coronal son destruidos por completo. La lesion de los tejidos y la
inflamacion son mas graves después de una pulpotomia que después de un
recubrimiento pulpar directo. La formacion de puentes de dentina tras la

pulpotomia es un proceso de reparacién del complejo dentina — pulpa®..
Apicogénesis

La apicogénesis es un procedimiento de terapia de pulpa vital cuyo fin es
fomentar el desarrollo continuo fisiol6gico y la formacién del extremo de la raiz.
La apicogénesis es similar a la pulpotomia y se indica en dientes permanentes
inmaduros con pulpa vital. El biomaterial utilizado generalmente para una
apicogénesis es el hidroxido de calcio. La formacion de puentes de dentina
siguiente a la apicogénesis es un proceso de reparacion del complejo dentina -
pulpar. Sin embargo, el desarrollo de la raiz continla como un proceso

fisiolégico normal.
Apicoformacién

La apicoformacion es un método para inducir una barrera calcificada en
una raiz con un apice abierto o en un 4pice con desarrollo apical continuado de
una raiz incompletamente formada, en los dientes con pulpas necréticas. El
hidroxido de calcio ha sido el biomaterial mas comunmente utilizado, aunque
recientemente el MTA esta ganando mayor aceptacion para los procedimientos

de apicoformacion.
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El uso a largo plazo de hidroxido de calcio tiene varias desventajas,
incluyendo mudltiples citas de tratamiento, la recontaminacion probable del
conducto radicular y el debilitamiento de la dentina de la raiz, lo que podria

aumentar el riesgo de fracturas de la raiz cervical®.

La técnica con MTA ha demostrado ser exitosa en términos de curacion
de la enfermedad periapical; sin embargo, no permite el desarrollo de la raiz
continuado en longitud o anchura, no siendo probable el fortalecimiento de la

misma.

En la apicoformacion, la pulpa necrotica infectada es eliminada hasta el
vértice mediante limpieza mecéanica e irrigacion con antisépticos quimicos. Por
consiguiente, es poco probable que la dentina reparativa se pueda formar
debido a la ausencia de tejido pulpar. La barrera calcificada que se forma en la
apertura como apice ha sido descrita como cemento u osteodentina. No se
sabe el mecanismo por el cual el hidréxido de calcio o el MTA promueven a las
células progenitoras / madre en el ligamento periodontal o médula 6sea
alveolar para hacer que las mismas se diferencien en cementoblasto u
osteoblastos, pero si ambos materiales son capaces de inducir la liberacion de
factores de crecimiento en el recubrimiento pulpar y la pulpotomia, es
concebible que también podrian ser capaces de inducir la liberacién de factores
de crecimiento tales como BMP, factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF), factor de crecimiento de fibroblastos (FGF), el TGF -, IGF - 1, factor
de crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento derivado de cemento

(CGF) y los IGF, TGFb, BMP, FGF, PDFG de matriz del hueso alveolar, siendo
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éstas las sefiales necesarias para la diferenciacion de las células progenitoras

en células productoras de cemento y tejido osteoide.

Se especula que las células podrian haber sobrevivido en la periodontitis
apical en dientes inmaduros permanente con pulpas necréticas infectadas
después de los procedimientos de apicoformacion. Si HERS células sobreviven
en lesiones periapicales inflamatorias después de procedimientos
apicoformacion, las mismas seran capaces de inducir células progenitoras /
madre en el ligamento periodontal para que se diferencien en cementoblastos

y produzcan asi cemento como para promover el desarrollo de las raices.

Las HERS células son capaces de sefalizar las células madre en la
papila apical para que se diferencien en odontoblastos y producir dentina
radicular. Siguiendo los procedimientos de apicoformacion, HERS células
parecen ser mas resistentes que las células de la papila apical a la periodontitis

apical / absceso en dientes permanentes inmaduros®!.

En términos clinicos, la decision de si se debe realizar apicogénesis 0
apicoformacion en dientes inmaduros se determina segun el tejido de la pulpa
sea vital o no vital. Recientes descubrimientos clinicos parecen ignorar este
claro criterio clinico mostrando que apecogénesis es posible en un diente con
pulpano vital. Como resultado, han surgido los nuevos protocolos para la
revascularizacion que permite el desarrollo completo de la raiz y cierre apical
de la misma 5, y que ademas promueven el desarrollo de las funciones
fisiolégicas normales pulpares, como son la inmunocompetencia y la

nocicepcions.
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Revascularizacion

La revascularizacion es un nuevo procedimiento de tratamiento que
podria sustituir los procedimientos de apicoformacién. Est4 disefiada para
promover la revascularizaciéon de un diente permanente inmaduro con una
necrosis infectada de la pulpa y la periodontitis apical / absceso. El
procedimiento requiere minima o0 ninguna instrumentacion mecéanica pero la
irrigacion antiséptica copiosa de los canales junto con la desinfeccion utilizando
una mezcla de tres antibiéticos que son: ciprofloxacino, metronidazol y
minociclina, o bien utilizar hidroxido de calcio. En los procedimientos de
revascularizacién se ha demostrado radiograficamente que inducen el aumento
del engrosamiento de las paredes del canal y el continuo desarrollo de las

raices.

El uso de un compuesto triantibidtico (usando metrozinadol,
ciprofloxacino, minociclina) en lugar de Ca (OH),, pueden ser justificado por
varios motivos. En primer lugar, si el hidroxido de calcio entra en contacto
directo con tejido vital residual, puede inducir una capa calcificada que puede
destruir la pulpa y evitar regeneracién. En segundo lugar, el contacto puede
tener algun impacto en la vaina radicular epitelial de Hertwig, lo que sin duda
inhibe su capacidad para estimular la colonia de células madre a partir de la
papila apical (SCAP) que se diferencian en odontoblastos. Lo que realmente
parece ser contrastado es la capacidad del compuesto para inducir la
mineralizacién a través de las células madre de la pulpa y el ligamento

periodontal.
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Otra cuestion aun por determinar en la futura investigacion, es si se debe
utilizar los tres antibiéticos como originalmente se ha estado proponiendo o
bien hacerlo en una forma mejorada o usar una mezcla de otras
combinaciones. Ademas también se ha informado que la supervivencia SCAP
depende del tipo de irrigante utilizado. Cuatro protocolos de desinfeccion se
compararon donde la evidencia experimental sugiere que la irrigacion con 17%
de EDTA mejora la supervivencia celular (89 % de Vviabilidad, vy
estadisticamente significativo), seguido por el riego con 6 %NaOCI/17 % EDTA
/ 6 % NaOCI (74 %, p < 0.001 frente a los 2 grupos que contiene 2 % CHX),
mientras que los dos protocolos que incluian2 % de CHX carecia de células
viables. Los mismos autores afirman que definitivamente el irrigante tenia un
considerable efecto negativo sobre la supervivencia de SCAP, y propuso que el
EDTA se incluird en protocolos de riego como un regenerador potencialmente

beneficioso®?.

La naturaleza precisa del tejido duro formado en el interior del espacio del
canal y el desarrollo de las raices continuado en los seres humanos no se
conoce, porque no hay estudios histoldgicos disponibles. Se ha supuesto que
el tejido de ligamento periodontal es lo que podria crecer en el interior del canal
radicular mientras que en las paredes del mismo se depositaria cemento

después de llevarse a cabo la revascularizacion.

En general, se cree que en dientes inmaduros permanente con
periodontitis apical, las pulpas son completamente necroéticas. Sin embargo, la
periodontitis apical es una extension de la pulpitis apical, por lo tanto, la

periodontitis apical se puede desarrollar en presencia de una pulpa vital
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inflamada en la parte apical del conducto en dientes inmaduros.
Histologicamente, Cvek et al. (1990) demostraron la presencia de tejido pulpar
vital en la porcién apical del espacio del conducto en incisivos inmaduros
reimplantados, a pesar de la presencia de abscesos periapicales. Existe la
posibilidad de cierta regeneracion del tejido pulpar después de los
procedimientos de revascularizacion en los dientes permanentes inmaduros
humanos con periodontitis apical. Se requiere evidencia histologica para validar

esa posibilidad.

El desarrollo de raices esta regulado por las células HERS y no por la
papila apical, por lo que las células HERS tienen que sobrevivir a fin de orientar
el desarrollo continuo de la raiz en dientes inmaduros permanentes con

periodontitis apical / absceso.

Una raiz funcional no se puede formar sin formacion de cemento. El
cemento acelular proporciona un anclaje primario de fibras PDL al alveolo y el
cemento celular sirve como un anclaje menor. La cementogénesis primaria es
similar a la dentinogénesis primaria ya que ambos requieren diafonia entre
células epiteliales y neuronales ectomesenquimales derivadas de la cresta
neural. Independientemente de la terapia regenerativa, el cemento recién
formado esta compuesto por tejido reparativo celular y fibras extrinseca e

intrinseca®’.

La principal diferencia entre las técnicas de revascularizacion y de
regeneracion es que la revascularizacion, al contrario de la liberacion dirigida
de las células, factores de crecimiento y soportes utilizados en la ingenieria

tisular, se centra en provocar una hemorragia en un conducto radicular vacio
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para gue se active un proceso similar al de un coagulo de sangre activando los

procesos de cicatrizacion en la herida quirdrgica.

Por lo tanto, los procedimientos de regeneracion dental se presentan
como un cambio en evolucion con un gran futuro en la odontologia9. El enfoque
del tratamiento de la regeneracion de la pulpa dental tiene el potencial para
restaurar la vitalidad del diente. En dientes inmaduros, este puede permitir el
continuo desarrollo fisiolégico normal. La pulpa tiene la capacidad de promover
la formacion de dentina, lo que aumentaria el grosor de las raices y la longitud
para evitar la fractura y permitiendo también el desarrollo de la dentina coronal.
La pulpa vital mantiene la respuesta inmune que le permite resistir la irritacion
bacteriana futura debida a caries o microfiltracion de las restauraciones. Por
altimo, un normal desarrollado radicular en cuanto a la morfologia es mas
apropiado para una terapia endodontica convencional si el tratamiento futuro
asi lo requiriese®. Otros beneficios de la pulpa incluye la capacidad de reparar
los defectos debido a caries y fracturas a través de la dentina terciaria, para
proporcionar el riego vascular normal y respuestas sensoriales, y para
promover la funcién normal. Por lo tanto, la regeneracion de la pulpa es un
resultado del tratamiento ideal para dientes inmaduros con o sin infeccién

preoperatoria*>.
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2.-ENDODONCIA REGENERATIVA

2.1.- INTRODUCCION

Desde una perspectiva bioldgica, el objetivo de la endodoncia es prevenir
o tratar la periodontitis apical, siendo una de las mejores formas de alcanzar
dicho objetivo el mantener una pulpa sana en los casos de inflamacion pulpar o
bien, regenerar el tejido en los casos de necrosis de la pulpa. Es por ello, que
se esté manifestando un interés cada vez mayor en la investigacion por la
regeneracion de un complejo pulpo-dentinario sano y funcional9.

El reconocimiento de que las partes del cuerpo pueden regenerarse fue
por primera vez realizado en el afilo 330 aC por Aristételes, cuando el mismo
observd que en un lagarto podia crecer de nuevo la punta perdida de su cola.
Desde entonces, el estudio de la regeneracion ha recorrido un largo camino
para encontrar asi sus aplicaciones en la medicina regenerativa y la

odontologia®*.

Los trabajos pioneros que apoyaron el concepto de regeneracion de los
tejidos dentales se publicaron hace mas de 50 afios, cuando el Dr. B. W.
Hermann describio la aplicacion del hidroxido de calcio para el tratamiento de la
pulpa dental vital y el profesor Nygaard-sstby evalué un método de
revascularizacién para restablecer el complejo pulpo-dentinario en un diente

permanente con necrosis de la pulpa.

La odontologia tradicional ha llegado a una fase en la que las tasas de
éxito en condiciones Optimas para algunos procedimientos superan el 90%

después de 10 afios. El desarrollo de nuevos materiales con propiedades
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mejoradas, una cuidadosa atencion a los factores que influyen en la
sensibilidad de la técnica de algunos procedimientos, y en general mayor
conciencia de los problemas de salud oral entre la poblacién han ayudado a

contribuir a estas mejoras en los resultados del tratamiento.

No obstante, hay que reconocer que los enfoques mas tradicionales
simplemente buscan restaurar la integridad estructural, la funcion y la estética
de los dientes no promoviendo los mismos aun la vitalidad biologica de los
tejidos (concepto de restauracion). Como consecuencia, un diente restaurado
puede ser no vital y por lo tanto tener mayor riesgo de dafio debido a la
ausencia de mecanismos de defensa fisiolégica, ademas de ser incapaz de

continuar el desarrollo de la raiz, si todavia es inmaduro.

La medicina regenerativa esta mostrando un tremendo potencial para la
mejora de los resultados de los tratamientos en muchas areas. Por supuesto, la
odontologia ha sido pionera de la medicina regenerativa con el uso de agentes,
tales como hidréxido de calcio, para promover la curacién de heridas en los
procedimientos de recubrimiento pulpar, aunque estos enfoques han sido algo
empirico debido a una falta de comprension mecanicista de la accion de estos

agentes.

Sin embargo, los recientes avances significativos en la biologia pulpar
estan ayudando a abordar la regeneracién de tejido vital, y esto ofrece gran

margen para la endodoncia®.
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2.2.- CONCEPTO DE REGENERACION

Los procedimientos de regeneracion pueden ser definidos como
procedimientos bioloégicamente disefiados para remplazar estructuras dafadas,
incluyendo dentina y estructuras radiculares, asi como las células del complejo

dentino-pulpar®*.

La ingenieria tisular es una ciencia multidisciplinar que tiene como
objetivo el desarrollo de las estrategias clinicamente relevantes para la
regeneracion de un tejido u 6rgano. Se trata de la identificaciéon de células
progenitoras capaces de regenerar los tejidos cuando se siembran en

andamios biodegradables y son expuestos a las sefales morfogenéticas.

La aplicacion de los principios de ingenieria de tejidos al desarrollo de los
procedimientos de endodoncia regenerativa requiere investigar el correcto
ensamblaje espacial de diferentes células madre, factores de crecimiento y

armazones para formar un complejo pulpo-dentinario funcional.

Una buena comprension de los eventos biologicos asociados con el
desarrollo fisiolégico de los dientes es necesaria para apoyar la selecciéon de
andamios, células, y moléculas de sefializacion que imiten a los que participan

en el desarrollo del mismo.

Si estudiamos el desarrollo del diente, esto nos puede servir de “guia”
para entender como las células desarrollan la especificidad para formar los
tejidos dentales y los exquisitos mecanismos de control, que regulan estos

procesos, de tal manera que podamos asi reproducirlos.
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2.3.- BASES BIOLOGICAS DE LA REGENERACION PULPAR

El dafio irreversible en los dientes permanentes inmaduros como
resultado de la infeccion nociva o trauma local antes del cierre fisiologico de la
estructura apical representa un verdadero desafio clinico. El desarrollo del
conducto radicular completo y cierre apical de los dientes permanentes tiene
lugar unos 3-3,5 afos después de la erupcion completa de los dientes. Cuando
se produce un trauma o infeccion, el desarrollo del canal de la raiz se
interrumpe vy el cierre apical natural no puede tener lugar, o que plantea mas

dificultades para realizar procedimientos de endodoncia convencional con éxito.

El objetivo final de la curacién de la herida producida por la infeccion o el
trauma es restaurar la arquitectura original y la funcion biolégica del tejido
lesionado. Aunque los seres humanos estan equipados con potentes
mecanismos de defensa inmunolégica innata y adaptativa, muchos factores

intrinsecos y extrinsecos pueden afectar a la cicatrizacion de heridas.

La regeneraciéon completa después de una lesion en los seres humanos
puede ocurrir sélo en el feto prenatal dentro de las 24 semanas de gestacion.
Heridas post- natales, incluyendo pulpitis irreversible o periodontitis apical
siempre sanan por reparacibn o por una combinacion de la reparacion y

regeneracion.

Reparar es el reemplazo del tejido dafiado por tejido diferente, tales como
la fibrosis o cicatrizacion, y por lo general provoca la pérdida de la funcion
bioldgica del tejido dafiado. En contraste, la regeneracion es la sustitucion del

tejido dafiado por las mismas células con la restauracion de la funcion biolégica
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de los tejidos heridos. Por lo tanto, la curacion de heridas no implica

necesariamente la regeneracion de tejidos*".

Las células somaticas, tales como fibroblastos, macréfagos,
cementoblastos y osteoblastos, en la pulpa y tejido periapical tienen un
potencial limitado para la regeneracion después de la lesién. La cicatrizacion de
heridas requiere el reclutamiento y la diferenciacion de las células progenitoras
/ madre en células somaticas presentes en el tejido. La diferenciacion de
células madre estd regulada por factores intrinsecos y extrinsecos micro-

ambientales claves.

La infeccidn induce una respuesta inmuno - inflamatoria y la destruccion
del tejido, lo que dificulta el potencial de regeneracion. Por lo tanto, la
prevencion, la deteccion temprana y el tratamiento de la inflamacion / infeccion
pulpar y periapical puede mejorarla regeneracion y minimizar la reparacion de

la pulpa y tejidos periapicales después del tratamiento endodoéntico.

Cualquier tipo de lesiones, incluyendo trauma que induce una reaccion
inflamatoria se acompafia siempre de al menos alguna formacién de tejido

cicatrizal en heridas post —natal.

Cuando los odontoblastos primarios son destruidos por la caries,
traumatismo, insulto mecanico o citotoxicidad, las células madre/ progenitoras
en la pulpa dental son capaces de diferenciarse en células de odontoblastos
gracias a la estimulacion apropiada por moléculas de sefializacién inductivas,
sin embargo, las sefiales que controlan las células progenitoras / madre a partir

de la proliferacion y diferenciacion durante la curacion de heridas no esta claro.
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Las células madre normalmente permanecen en un constante estado de
reposo hasta que son estimuladas por las sefiales desencadenadas por el
tejido daflado o de remodelacion. La interaccion entre las células madre y su
nicho es fundamental para el mantenimiento de las propiedades de las células
madre, que incluyen la capacidad de auto-renovacion y la capacidad de
diferenciacion en mdultiples linajes celulares. Las células se colocan en un nicho
perivascular y estan listas para viajar a través de la circulacion hasta el sitio
diana de la lesion del tejido. Una vez que las células madre salen de su nicho
hacia su destino, que seria el tejido dafiado, las células son dirigidas por
factores solubles liberados por el tejido dafiado y celular , tales como
stromalcell -factor derivado - 1 - CXCR4 y de crecimiento de hepatocitos

factoriales -c -met.

Las células madre del tejido residente claramente juegan un importante
papel en la regeneracion de tejidos. Sin embargo, su relativa baja frecuencia y
potencial de regeneracion limitado en un tejido dado puede no ser suficiente
para la regeneracion masiva de una lesion tisular severa como puede ser una

gran lesién inflamatoria periapical®.

Ademas de la necesidad de diferenciacién guiada de células madre en
odontoblastos, también hay una necesidad importante de su diferenciacion en
células de apoyo (por ejemplo, células endoteliales vasculares y células
neuronales). El tejido nervioso es fundamental para la regulacion funcional de
las células implicadas en la regeneracién de pulpa. Ademas la rapida induccion
de una respuesta proangiogénico es crucial no s6lo como un medio para
proporcionar la afluencia necesaria de oxigeno y nutrientes requeridos por las

altas demandas metabolicas de las células que participan en la regeneracion
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de tejidos, sino también para permitir las respuestas inmunolégicas necesarias
para proteger el emergente tejido de la contaminacion bacteriana tipicamente
asociados con el manejo de dientes necroticos. Las células inmunes como los
macrofagos que infiltran el tejido requieren la presencia de una red vascular
funcional para acceder al tejido regenerado y protegerlo contra las bacterias
gue posiblemente podrian seguir viables después del tratamiento de dientes
necroticos. De hecho, es curioso que el acceso de las células inmunes a la
pulpa juegue un mayor papel en el éxito de los dientes tratados con endodoncia
necroticas — regenerativos.

Ademas, es a través de los vasos sanguineos que los sustratos
necesarios para la mineralizacion de la dentina (por ejemplo, el calcio y el
fosfato) se ponen a disposicion del odontoblastos, lo que quizds explica la
frecuente presencia de vasos sanguineos en las proximidades de la capa de
odontoblastos, en particular en la pulpa de participar activamente en los
procesos regenerativos. Ademas, la vascularizacion es un determinante clave
de la heterogeneidad de células mesenquimales en ingenieria de los tejidos
dentales, presumiblemente al permitir la contratacion de células circulantes

para el diente en desarrollo.

Por lo tanto, con todos estos datos se demuestra claramente que la pulpa
dental tiene la capacidad tedrica para regenerar los tejidos mineralizados y
funcionales del complejo dentino-pulpar. La capacidad de la pulpa para
sintetizar tejido mineralizado reparativo en respuesta a la destruccion de la
matriz de dentina es de critica importancia clinicamente. Se requiere esta
matriz para la formacién de un puente de dentina entre las restauraciones

dentales y dentina que rodea, evitando la continua microfiltracion, la
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reinfeccion, y el fracaso final de la restauracion. En cuanto a la regeneracion de
tejidos blandos, la diversidad de tipos de células que pueden surgir de las
células progenitoras mesenquimales pulpares representa una oportunidad para
reparar y restaurar la pulpa dental funcional, incluso en casos en los que

cantidades significativas de tejido necrdtico han sido extirpadas.

En términos clinicos, si hay alguna posibilidad de regenerar los tejidos
pulpares, esta claro que la lesiébn debe ser limpiada de cualquier presencia
microbiana y la pulpitis debe ser atenuada de manera eficiente, facilitando de
este modo el reclutamiento y la diferenciaciéon de las células progenitoras
mesenquimales en fenotipos de reparacion. La primera batalla es claramente
en contra de la presencia de microbios en una lesion de caries. Sin embargo,
hay una segunda lucha, igualmente critica en contra del medio ambiente
proinflamatorio en la pulpa creado por estos microbios, que no sélo puede
dafar el tejido, sino que también puede interferir en su capacidad de auto —
reparacion, al disminuir la diferenciacion de las células progenitoras

mesenquimales™®.

Para finalizar este apartado, se van a indicar varias areas que suponen
importantes desafios antes de que la traduccién clinica de dicho proceso se

pueda realizar, como son:

1.- Identificacion de la fuente de células ideales.

2.- Los méritos relativos de las células basados en la regeneracion frente

a las células libres.
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3.- Sefalizacion epigenética y el logro de las competencias de células de

diferenciacion odontoblastica

4.- La influencia del entorno de la pulpa en el fenotipo celular

5.- La sefalizacion molecular de la diferenciacion de odontoblastos y el

subsiguientecontrol regulador de la actividad secretora

6.- La interaccion de los procesos inflamatorios y regenerativos

7.- Desarrollo de matrices inyectables de facil aplicacion.

8.- Procedimientos de pretratamiento de la dentina para aprovechar las

moléculas de sefializacién endégena®.

2.4.- INDICACIONES

El principal grupo objetivo para endodoncia regenerativa ha sido
adolescentes que presentan necrosis pulpar y ancho foramen apical. Pero tras
la realizacién de un estudio en los Estados Unidos se comprobd que el nUmero
total de tratamientos del canal de la raiz en el afio 2003 fue de alrededor de 22
millones; siendo el numero de apexificacion / tratamientos apexogénesis soélo el
0,1 % del total, por lo tanto se concluye que es deseable que esta terapéutica
pueda ser aplicada a otros grupos de pacientes, como pueden ser los casos
con dimensiones mas pequefias apicales (es decir , agujeros apicales maduro)
o del mismo modo, dientes multirradicures, con su mas complicada anatomia y

cuestiones conexas en la desinfecciéon®.
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2.5.- TRIADA DE LA INGENIERIA DE TEJIDOS

Actualmente la ingenieria tisular combina el aporte de células,
indiferenciadas o no, con la colocacion de una matriz y la adicién de factores
que aceleren su proliferacion e indiferenciacion para ser trasplantadas a la
estructura daflada y conseguir su regeneracion. Asi pues, la ingenieria tisular
comprende la combinacion de células vivas en un molde o matriz, para
reproducir una estructura tridimensional tisular que sea funcional y semejante al
tejido que debe reemplazar. Se han utilizado diferentes estrategias combinando
matrices biocompatibles, factores de crecimiento, trasplantes celulares y
terapias de liberacién génica, cuyo objetivo final es recapitular la estructura y la

funcién del tejido original®’

. En definitiva, la regeneracion tisular se producira si
estan presentes tres factores que se representan en la figura: 1) Las células

madre, 2) la matriz o andamiaje (scaffold), y 3) los factores de crecimiento.

2.5.1.- Células Madre

Las células madre se definen comunmente como una célula que tiene la
capacidad de dividirse de forma continua, produciendo células que tienen la
capacidad de diferenciarse en otros tipos de células o tejidos®’. Divisiones
mitéticas y apoptosis renuevan constantemente la poblacién de células de la
pulpa, en contraste con odontoblastos y las células de la capa de la Hoehl, que

son células postmitéticas?.

Las células madre constituyen probablemente menos del 1 % de la

poblacion total de células.
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Basandonos en su origen, hay dos tipos principales de tallos célulares: las

células madre embrionarias (células ES) y las células madre somaticas/

adultas/ post-natales o mesenquimatosas.

Las células ES son células madre derivadas de la masa celular interna de

una etapa precoz de la pre-implantacion del embrion, conocido como

blastocisto. Presentan un alto potencial neoplasico.

Las células madre adultas(AS) son células madre multipotenciales, auto-

renovable que residen dentro de los tejidos més diferenciados y 6rganos>e.

Segun su “potencia” de diferenciacion, una propiedad de estas células, las

mismas se clasifican en:

Totipotenciales: son capaces de diferenciarse en cualquier tipo de
célula, incluyendo el tejido extraembrionario.

Pluripotenciales: su capacidad de diferenciacibn es mas restringida y
retienen la capacidad de dividirse en cualquiera de las tres capas
germinales (endodermo, ectodermo y mesodermo) pero no en el tejido
extraembrionario, como por ejemplo la placenta. Obviamente, las células
gue se derivan de estas capas tienen diferente fenotipos. Las células
madre embrionarias (ES) y células madre pluripotentes inducidas (iPS)
son células madre pluripotentes®. Las células iPS son un nuevo tipo de
células madre inducible. EI método para induccion de células iPS es
“‘innovador “, porque las células sométicas se convierten directamente en
células pluripotentes a traves introduccion de cuatro genes: Oct- 4,
Sox2, c- Myc y KIf4. Las células iPS ha sido demostrado que son
similares a las células ES en la morfologia, la proliferacion y la

diferenciacion de la capacidad genomica y los estados epigendmicos.
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- Multipotentes: conservan la capacidad de diferenciarse en varias lineas
celulares, aunque con un niimero més restringido de fenotipos?®.

Las células madre totipotenciales por lo tanto tienen una capacidad de
diferenciacion maxima mientras que al mismo tiempo mantienen su estado
indiferenciado inicial durante los ciclos celular espero determinados aspectos
éticos, legales y médicos como el rechazo del tejido hacen que no sean las
mas adecuadas para la regeneracion de los tejidos. Es por ello que se haya
optado por las células madre postnatales (adulto) ya que se localizan con
facilidad y al aplicarlas sobre un tejido autologo (las células son obtenidas de la
misma persona a la que se la van a implantar) no desarrollan respuesta
autoinmune, satisfaciendo los criterios de multipotencialidad. Estas células
postnatales presentan propiedades y cualidades de las células madre y han
sido identificados en tejido especializado donde constituyen el 1-3% del total,
incluyendo las células progenitoras. Las células progenitoras son vestigios del
desarrollo de las células que pueden diferenciarse y proliferar pero no
replicarse a si mismos?®.

Las células madre postnatales son multipotentes y se pueden clasificar
por su origen en células hematopoyéticas (HS) o células mesenquimales
(MSC) o por su potencial de diferenciaciéon. Son células que cumplen los
criterios para ser consideradas células madre, pero tienen un ciclo de vida
limitado, y tienen en consecuencia mas restringido su potencial de
diferenciacion de embriones.

Pues bien, las células madres mesenquimatosas de la pulpa se

encuentran en la regién perivascular, esto es, en la zona adyacente a los
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odontoblastos®**. Por lo que se ha propuesto que ambas estructuras son
adecuadas como fuente de células para la sustitucion de los odontoblastos9.

Las MSC se encuentran en la médula 6sea, sangre del cordon umbilical y
la pulpa dental. Estas se diferencian en osteoblastos, condroblastos,
adipoblastos, fibroblastos, miofibroblastos y neuroblastos. Las células migran
desde la médula 6sea y a través de la circulacion sanguinea llegan a los tejidos
afectados. Mediante la quimiotaxis en la que se implican enzimas, fosforilasas
y proteinas, se produce la induccion de la polarizacion celular y el movimiento
direccional. Estas células toman origen en la médula 6sea, y a través de los
vasos sanguineos pueden penetrar a través del apice abierto y colonizarla
pulpa dental*. Estas células madre siguen siendo el estandar de oro en
términos de la identificacién de los marcadores tipicos de las MSC. Entre los
marcadores no compartidos con las células hematopoyéticas y especificos
utilizados para definir las MSC tenemos el factor que se derivan de estroma
namero 1(STRO - 1), ahora aceptado y validado como una identificaciéon y
factor de aislamiento para MSC. Analisis de perfil genético e
inmunohistoquimico han informado de diferentes proporciones de marcadores
de células perivasculares CD146 (MUC18), 3G5, CD- 44, VCAM -1, y muasculo
liso - actina (SMA) - fosfatasa alcalina en células derivadas de tejido dental que
fueron positivos para STRO -1.Tipico de las MSC es la expresion de antigenos
de superficie especificos, por ejemplo CD29, CD73, CD90, CD105, en paralelo
con la ausencia de otros, como CD34 o CD45%,

Las células madre mesenquimatosas expresan marcadores de superficie
gue demuestran su capacidad para interactuar con el sistema inmunolégico.

Las MSC derivadas de la médula, expresan receptores para un gran numero de
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citoquinas (por ejemploIL -1 ,IL-4,IL-6,IFN -c ,TNF - a), factores de
crecimiento (por ejemplo, factor de crecimiento, proteinas morfogenéticas
O0seas (BMP). También expresan moléculas de superficie para las interacciones
célula-célula hematopoyético y células inmunes, en particular, diversas
moléculas de adhesion. Ademas de las células inmunes, otras células pueden
producir mediadores que pueden afectar a la actividad de las MSC. Por lo
tanto, es muy probable que la influencia de las células inmunes y mediadores
en MSCs juegue un papel importante en la cicatrizacion de heridas de pulpa y
periapicales.

En oposicion a las acciones pro - curativas descritas antes, ciertas
citoquinas también pueden tener un efecto negativo en la cicatrizacion de la
herida. Por ejemplo, el TNF-a mas IL -1b puede disminuir el potencial
dentinogénico de DPSCs in vitro.

También vale la pena mencionar que algunos factores de crecimiento
podrian estar involucrados en la desdiferenciacion de madurez de las células in

vitro, por lo que podrian servir como fuente de células progenitoras.
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BMMSCs DPSCs SHED SCAPs DFPCs PLSCs
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guoted in specific CD 13 CD13 cD3 CD13 cD13 Ch3
paragraphs in the text) CD24
CD29 CcD29 cD2 CcD29 Ch29
CDa4 CD44 CDa4 CDa4 CDa4 CDa4
CD53
CD59 CD59 CO59
CO73 CD73 CO73 CD73 CD73 CO73
COa0 CDa0 CLH0 CDo0 CD90 COa0
cDas CD105 cD105 CD10s CD105 CDios
cDios cD106
CD146 CD146 CD148
CD166
HLA-A
HLA-B
HLA-C
CD (-} cona CcD14 cD4 CD14
CD1g
cD19
CD24
Cch34 CD34 CO34 CD34 CD34 CD34
CDas CD45 CD45 CD4s CD4a5 CD4s
CD150
HLA-DR HLA-DR HLA-DR HLA-DR

FIGURA 1: Marcadores de superficie®®.

Se han descrito al menos 5 tipos de células madre mesenquimatosas
postnatales que dan lugar a células similares a los odontoblastos. Estas células
son las siguientes:

- Células madre de la pulpa dental (DPSC)

- Células madre de los dientes deciduos humanos exfoliados (SHED)
- Células madre de la papila apical (SCAP)

- Células progenitoras de los foliculos dentales (DFPC)

- Células madre del ligamento periodontal (PDLSCSs)

Células madre de la pulpa dental (DPSC)
En la pulpa dental de los dientes adultos, existe una poblacién de células
por clonacién con un alto poder proliferativo. Las células madre de la pulpa

dental son células multipotentes que pueden proliferar extensamente, pueden
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ser de forma segura criopreservadas, poseen propiedades inmunosupresoras y
marcadores tales como CD13, CD29, CD44, CD59, CD73, CD90, CD105,
CD146 y STRO - 1, pero no expresan CD14, CD24, CD34, CD45, CD19y HLA
—-DR. Las DPSCs tienen la capacidad de diferenciarse en células de
odontoblastos, osteoblastos, adipocitos, células neuronales, cardiomiocitos,
miocitos y condrocitos in vitro®.

DPSCs se cree que contribuyen a la formacion de dentina reparadora, y
parece que se pueden corresponder a poblaciones heterogéneas de células
precursoras o representar etapas de diferenciacion distintas a lo largo del linaje
de odontoblastos. Las células madre de pulpa estan implicadas en la
reparacion pulpar. Sin embargo, la demostracién formal de que las células
madre pulpares residentes son en realidad las células de formacion de dentina
reparadora reclutadas en respuesta a la lesibn es todavia insuficiente. La
hipétesis de que un subconjunto de células madre Illevado por la
vascularizacién repone la pulpa después de una lesidbn no se puede excluir

totalmente.

Células madre de los dientes deciduos humanos exfoliados (SHED)

Como las DPSCs, estas células multipotentes derivan de la pulpa dental y
tienen propiedades inmunosupresoras. La morfologia de las vertientes, también
denominado inmadura, es similar a la de DPSCs, SCAPs y DFPSCs. Tienen
mayor indice de proliferacion que las células madre mesenquimales de la
médula O0sea (BMMSCs) y DPSCs y expresan Oct4, CD13, CD29, CD44,

CD73, CD90, CD105, CD146 y CD166, pero no expresan CD14, CD34, o
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CD45%. Las células madre aisladas de tejido de la pulpa de dientes exfoliados
son capaces de diferenciarse en una variedad de células, tales como células

neuronales, osteoblastos, condrocitos, adipocitos y miocitos.

Células madre de la papila apical (SCAP)

Estudios recientes han confirmado que las células SCAP expresan
marcadores de células madre mesenquimales, incluyendo STRO - 1,CD13,
CD29, CD44, CD73,CD106, CD146, CD34, CD105, CD24, CD90, y
marcadores de células madre embrionarias, como Nanog y Oct3 / 4, y no
expresan CD18, CD34, CD45 y CD150. Las células son negativas para los
marcadores de células madre hematopoyéticas, tales como CD45 y CD117 (c-
kit). Ademas, en comparacion con DPSCs derivados de los mismos dientes en
el mismo donante, células SCAP presentan tasas de proliferacion mucho mas
altas y mas rapidas, el potencial de mineralizacién, tienen mas STRO - 1
células positivas, un mayor nivel de duplicacion de la poblacion y una mayor
capacidad en la regeneracion dental in vivo; esto puede ser muy significativo
para utilizarlas en ingenieria de tejido dental de hueso. Las SCAP son
candidatas potenciales como una fuente primaria de odontoblastos en el
desarrollo de la raiz del diente, en contraste con DPSCs, cuyo papel parece ser
mas restringido a su participacion en la formacién de dentina reparativa®.

Por lo tanto, un nuevo tipo de células madre se ha descubierto en la
papila apical de los dientes inmaduros permanentes de seres humanos. La

distincion entre la pulpa dental y la papila apical es quela papila apical
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representa un tejido precursor para la pulpa radicular. A pesar de estos
hallazgos, el miogénico y potencial de diferenciacion condrogénica de scaps no

se ha determinado®®.

Células progenitoras de los foliculos dentales (DFPC)

El foliculo dental es un tejido mesenquimatoso que rodea el germen del
diente en desarrollo. Las células progenitoras del foliculo dental (DFPCs)
expresan CD10, CD13, CD29, CD44, CD53, CD59, CD73, CD90 y CD105, y no
expresan CD34, CD45, o HLA -DR. Las DFPCs tienen la capacidad de
diferenciarse en osteoblastos / cementoblastos, condrocitos y adipocitos. En los
hallazgos in vitro sugieren que DPSCs tienen mayor potencial de formacion de
tejido duro que DFPCs, lo cual podria explicarse por la etapa de desarrollo de
gérmenes del diente de los que derivan de estas células. Las células del
foliculo dental inmortalizadas son capaces de volver a crear un nuevo
ligamento periodontal (PDL) después de la implantacion in vivo; sin embargo,
los tejidos duros, tales como la dentina, el cemento o el hueso no se han
identificado después del trasplante de estas células en ratones

inmunocomprometidos®.

Células madre del ligamento periodontal (PDLSCs)
El PDL humano contiene una poblacién de células madre multipotentes
postnatales que pueden aislarse. PDLSCs expresan MSC marcadores como

CD10, CD13, CD29, CD44, CD59, CD73, CD90 y CD105, y no expresan
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CD14, CD34, CD45, HLA —DR. Las células madre ligamento periodontal tienen
la capacidad de diferenciarse en células similares a cementoblastos y células
de formacién de colageno. La formacion de nédulos calcificados es menos
prominente que la observada con DPSCs y cobertizos. Ademas, PDLSCs
tienen la capacidad de diferenciarse in vitro en adipogénica, osteogénica y

células condrogénicas®.

El comportamiento de células madre esta regulado por un microambiente
local, al cual se hace referencia como a "el nicho de células madre" que se
caracteriza por 3 propiedades esenciales:

1. Un nicho proporciona un espacio anatomico donde el nudmero de
células madre es regulado.

2. Es el lugar en el que una célula madre se encarga de controlar el
mantenimiento, quiescencia, auto-renovacion y reclutamiento hacia la
diferenciacion, la determinacién del destino y la capacidad de regeneracion a
largo plazo.

3. El nicho influird en la motilidad celular.

En las sefias de identidad de un nicho se incluyen la propia célula madre,
las células que interactian directamente con las células madre a través de
factores secretados y las moléculas de la superficie celular. EI ECM
proporciona un apoyo estructural al nicho y permite la difusion de sefales
quimicas y mecanicas. En los dientes, la ubicacion y los elementos del

presunto nicho que proporciona el entorno fisiologico para las células madre es
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desconocido. Se ha asumido que existen multiples nichos en los dientes, pero
los marcadores especificos que permiten la identificacion precisa de las células
madre dentro de la pulpa son desconocidos.

Muchos autores plantearon la hipotesis de un origen perivascular de
células madre. MSC estan asociados con nichos perivasculares y coexpresan
muchos marcadores en comun con los pericitos. Algunos pericitos se
diferencian en células especializadas del mesénquima. Algunos datos sugieren
que los pericitos podrian diferenciarse en osteoblastos y las células madre
odontogénicos pueden residir en un nicho perivascular. En este contexto, es
interesante mencionar que muchas células madre hematopoyéticas y células
madre neuronales se localizan cerca la red vascular.

Por lo tanto, parece que la distribucion de las células madre de tejido no
es aleatoria, y dentro de la pulpa dental, hay potencialmente varios nichos
distintos de las células madre / progenitoras. Esto implica que las sefales
deben garantizar susupervivencia y prevenir su diferenciacion y manteniendo
como respuesta después del dafio pulpar. Lo que es desconocido es si es
necesario una piscina endégena de células madre asociadas con las células
del estroma de apoyo que se moviliza en el sitio de la lesién y / o si la atraccion
de la migracion de células madre es necesario para repoblar un nicho y
expandir las células precursoras en la sitio adecuado para la reparacién de la
dentina. Resumiendo las conclusiones de algunos informes, parece obvio que
algunas poblaciones secundarias de la pulpa dental estan implicadas en la
estimulacién de la angiogénesis, la neurogénesis v la regeneracién pulpar*?.

El microambiente también controla el destino de las células progenitoras

in vivo. Los datos de este estudio muestran claramente que las células
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progenitoras de pulpa se diferencian en células odontoblasticos cuando se
trasplantan en la pulpa y en otros tipos de células in vitro o cuando se
trasplantan en otros sitios en vivo. Esto nos indica que las sefales de
regeneracion que afectan a la diferenciacion de células progenitoras estan
originadas por el medio ambiente local”®. También en este estudio obtienen
datos que indican claramente que la modificacién de las condiciones de cultivo
y el entorno local afectan el potencial de destino de las células y la

diferenciacion.

2.5.2.- Factores de crecimiento/morfogenéticos o moléculas sefalizadoras

Tras haber llegado a la conclusion después de todo lo anterior descrito de
que la dentina tiene una alta capacidad regenerativa, dicha capacidad parece
ser debida a la presencia de células progenitoras y sefales inductoras de la
regeneracion de diferentes origenes.

Los factores de crecimiento son un amplio grupo de proteinas que pueden
inducir la proliferacion y diferenciacion, asi como la migracion celular mediante
la unién a receptores en la superficie celular?.

El simple cambio de la composicion de los factores de crecimiento altera
por completo la diferenciacién de las células, de modo que la misma poblacion
puede expresar marcadores de odontoblastos, condrocitos o adipositos,
dependiendo de su exposicion a distintas combinaciones de factores de
crecimiento. Estos resultados resaltan la importancia de los factores de

crecimiento para dirigir la diferenciacion de estas células.
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Esto es de vital importancia en los casos de regeneracion de dentina -
pulpa, que se producen en virtud de lesiones cariosas 0 traumaticas. Estos
eventos conducen a una reaccion inflamatoria, que se cree que es el paso
inicial de la regeneracién de tejidos. Dentro del diente, la regeneracion de
dentina - pulpa puede tomar varias formas dependiendo del agente causal y la
gravedad de la alteracion del tejido, variando desde una simple regulacion de la
actividad sintética de odontoblastos subyacentes, lo que conduce a la
regeneracion de una capa protectora de dentina reaccionaria, hasta procesos
relacionados con lesiones mas graves de la dentina - pulpa. Estos ultimos, por
lo general implican la completa regeneracion de dentina- pulpa incluyendo no
s6lo la sintesis de dentina reparativa, sino también la angiogénesis y la
inervacion. Esta regeneracion, parece ser que no soélo depende de la
interaccién de la dentina con la pulpa, sino también de la interaccion entre
diferentes células en la pulpa y entre las células progenitoras y otros
componentes de la respuesta inmune/ inflamatoria tales como el fragmento de
complemento C5a biolégicamente activo.

Por lo tanto, la regeneracion de dentina - pulpa en caso de lesion pulpar
requiere la activacion y proliferacion de células progenitoras, asi como su
migracion y la diferenciacion en el sitio de la lesion. Todos estos procesos son
orquestados por las moléculas de sefializacion®®.

Estas sefales pueden ser liberadas después de la disolucién acida de la
dentina cariada, asi como a partir de fibroblastos de la pulpa y de las células
endoteliales en los casos de lesion traumatica. Por lo tanto, las lesiones
cariosas y traumaticas y las células de la pulpa proporcionan los mediadores

necesarios para la regeneracion completa del complejo dentino-pulpar
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incluyendo la secrecion de dentina reparativa, la angiogénesis y la inervacion.
Ademas, todos los dafios a la pulpa dentinaria incluyendo la infeccion cariosa,
las lesiones traumaticas, la aplicacion de los materiales de restauracion en la
pulpa dentinaria y la subsiguiente apoptosis son activadores del conocido
sistema del complemento. Esta activacion conduce a la produccion de varios
fragmentos biolégicamente activos responsables de las modificaciones
vasculares y la atraccién de células inmunologicas al sitio de inflamacion /
lesion. Entre éstos,C5a esta involucrado en el reclutamiento de células
progenitoras de pulpa, que expresan el receptor de C5a. Por lo tanto, ademas
de la dentina, la pulpa, las células y el plasma deben ser considerados como
una fuente adicional de sefiales de regeneracion®.

La observaciéon de que la dentina es un depdsito de sefiales morfogénicas
bioactivas que pueden ser reclutadas segun la demanda, representa un
verdadero cambio de paradigma porque eleva la dentina a la condicion de una
fuente morfogenética que permite y orienta los procesos de regeneracion y
reparacion de los tejidos, en lugar de ser simplemente un tejido inerte. Varias
lineas de investigacion han demostrado que las proteinas derivadas de la
dentina son suficientes para la diferenciacion odontoblastica. En particular, la
degradacion intencional de las proteinas de la dentina con hipoclorito de sodio
elimina su potencial inductivo. Este hallazgo planteé la posibilidad de que el
hipoclorito de sodio podria no ser la solucion ideal para la irrigacion del

conducto radicular en endodoncia regenerativa®® 4°,
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FIGURA 2. Factores morfogenéticos y su funcién en el desarrollo y regeneracién dental .

La proteina morfogenética 6sea 2 es un mediador clave de la

diferenciacion inducida de odontoblastos de la pulpa dental. Otra seial

importante es el factor de crecimiento beta 1 (TGF - bl). TGF- bl puede ser
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liberado por la actividad acida de las bacterias cariogénicas o cuando se aplica
EDTA sobre dentina sana. La liberacion de TGF - B1 también ha sido
identificado después de la aplicacionde materiales que contienen hidroxido de
calcio, tribxido de minerales agregado de cemento, base de silicato tricalcico, y
por el auto- grabado de los adhesivos dentales, por lo que TGF - bl es una
molécula muy compleja con multiples efectos. Sus implicaciones en la biologia
de la pulpa y la regeneracion de pulpa aun estan por determinar.

Ademas de la dentina, existen otras fuentes de sefiales morfogenéticas
que incluyen, pero no se limitan a, células de la pulpa residentes (por ejemplo,
fibroblastos, células neuronales y células endoteliales), células circulantes (por
ejemplo, células progenitoras y células inflamatorias circulantes), y la matriz
extracelular de pulpa en si*.

Dado el papel bien establecido de este factor de crecimiento en el
reclutamiento de células progenitoras y diferenciacion de odontoblastos, esto
explica, al menos en parte, el éxito terapéutico de estos materiales en el
recubrimiento pulpar directo o en cavidades profundas. Ademas, se ha
informado de que los mondmeros resinosos reducen la secrecion de otros
factores de crecimiento de células de la pulpa como FGF - 2 y parecen ser
responsables de la acumulacion intracelular de sialoproteina de dentina vy
osteonectina dentro del reticulo endoplasmico. Estas proteinas estan
implicadas en la mineralizacion de la matriz extracelular y necesitan ser
secretada para llevar a cabo su funcién. Esta acumulacion se explica ya que
después de que las células de la pulpa se incubaron incluso con
concentraciones no toxicas de monomeros de resina la mineralizacion se

inhibi6*3.
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Ademas de los factores de sefalizacion mencionados, el VEGF, derivado
de los factores de crecimiento de las plaquetas, TGF - B3, y la proteina
morfogenética 0sea 7 se han demostrado que regulan la actividad secretora del
odontoblasto®.

Por otra parte, se ha visto que después de la amputacion quirdrgica de la
pulpa, la curacion puede ocurrir con formacion de tejido duro en animales libres
de gérmenes independientes del factor de crecimiento liberado por la dentina.
De hecho, la investigaciéon de la actividad de los fibroblastos de la pulpa y las
células endoteliales secretoras revel6 algunos aspectos de interés relacionados
con sus funciones tanto en condiciones normales como patolégicas. Se ha
demostrado que los fibroblastos de celulosa aisladas de los terceros molares
humanos secretan FGF - 2, VEGF, y derivado de plaquetas - factores de
crecimiento in vitro. Cuando se estimularon estas células por una lesién
traumatica, la secrecion de factores de crecimiento significativamente aumento,
observandose 6 horas después de la lesién. Los mismos resultados se
obtuvieron con células endoteliales, que secretan tanto de VEGF y FGF-2, sin
ningun tipo de estimulacién, produciéndose después de una lesion fisica a la
capa de células endoteliales, un aumento significativo del crecimiento de estos
factores después de horas de la lesion. Curiosamente, esto revela que la propia
lesion induce una modificacion del microambiente mediante la secrecion de
factores de crecimiento. En un intento de comprender las consecuencias de
esta secrecion en la regeneracion de pulpa, un sistema de cocultivo permite la
investigacion de las consecuencias de una lesion fisica en la neoangiogénesis
in vitro. Después de inducir lesiones fisicas al fibroblastos de pulpa, el medio de

cultivo que contiene los factores solubles se recogieron y se aplico sobre las
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células endoteliales cultivadas. Sorprendentemente, las células endoteliales
comenzaron a organizarse en estructuras tubulares que corresponde a la
neoangiogénesis in vitro. Ademas de FGF - 2 efectos sobre la angiogénesis,
este factor puede actuar como un mitégeno para las células progenitoras de la

pulpa*.

2.5.3.- Andamiajes (Scaffolds)

Un componente importante en la ingenieria de los tejidos es el soporte
fisico. Los tejidos se organizan como estructuras tridimensionales en las que es
necesario afiadir un margen de acotamiento para permitir la posicion correcta
en el espacio, la ubicacion de la célula y regular la diferenciacion, la
proliferacion o el metabolismo. Se conoce que las moléculas de la matriz
extracelular controlan la diferenciacion de las células madre y el armazoén
adecuado podria unirse y localizar selectivamente las células apropiadas,
contener factores de crecimiento y, con el tiempo, someterse a la
biodegradacion.

Los andamios deben ser desarrollados exclusivamente para la
regeneracién de cada tejido u 6rgano especifico. Sin embargo, comparten
caracteristicas comunes, tales como permitir la uniébn de células, son
resistentes fisica y mecanicamente, permiten la difusiéon de nutrientes, oxigeno
y residuos, son biodegradable, tienen propiedades fisicas alineadas con las del
tejido/érgano que va a ser regenerado, son biocompatibles y no toxicos.

Ademas, los andamios mejoran las condiciones para la union celular y la
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supervivencia y proporcionan sefiales morfogenéticas que complementan los
que vienen desde la matriz dentinaria y permiten la orientacion de la
diferenciacion de células madre.

Como sabemos, las células madre de la pulpa dental sembradas en
andamios biodegradable y expuestas a los factores morfogeneticos derivados
de la dentina dan lugar a un tejido de pulpa vital capaz de generar nueva
dentina. En teoria, las proteinas derivadas de la dentina deberian ser
suficientes para inducir la diferenciacion de las células madre de la pulpa dental
en odontoblastos. El objetivo es, el desarrollo de formas de movilizar las
proteinas derivadas de la dentina y la desinfeccion del conducto radicular de
dientes necréticos sin comprometer el potencial morfogénico de estas
moléculas de sefializacion.

Pero, la dentina por si misma no parece ser capaz del todo de inducir la
diferenciacion endotelial de las células madre de la pulpa dental a pesar de la
conocida presencia de factores angiogénicos en la dentina. Esto es
particularmente relevante en el contexto de la ingenieria de tejidos ya que el
acceso al suministro de sangre es limitado a los foramenes apicales. Para
hacer frente a este desafio, los cientificos estan buscando maneras de utilizar
el andamio como dispositivo de liberacibn controlado de factores
angiogénicos**.

Entre los muchos materiales disponibles para la ingenieria de tejidos, los
hidrogeles inyectables parecen ser los mas adecuados para la aplicacion en un
espacio estrecho, como el canal de la raiz. Biomateriales ejemplares para un

andamio hidrogel bioactivo son péptidos auto-montaje.
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La modalidad de andamio es muy versatili ya que se utilizan solo
aminoacidos como bloques de construccidn que se aplican en un sistema
modular en el que el intercambio de acidos aminados da como resultado
diferentes propiedades de los materiales. De esta manera el mecanismo de
reticulacion, longitud de la fibra y viscoelasticidad puede ser modificado. Debido
a la utilizacion de aminoéacidos de origen natural, los materiales resultantes son
biocompatibles y pueden ser disefiados para ser biodegradables por células
enzimatica.

Otro aspecto interesante es que son verdaderos imitadores de una matriz
extracelular natural. Debido a la pequefiez de las fibras, las células todavia
pueden interactuar una con la otra de forma tridimensional. Por ultimo, los
materiales se pueden personalizar con la incorporacion de motivos de
sefalizacion y moléculas, para hacer verdaderamente andamios bioactivos.

Un andamio a base de péptidos desarrollado para la ingenieria de tejidos
dentales pulpa incluye tanto una matriz de metaloproteinasa - 2 - sensible a la
enzima escindible, asi como el motivo tripéptido de adhesion celular acido
arginina - glicina - aspartico. Ademas, la incorporacion de factores de
crecimiento se logré6 mediante el uso de un mecanismo comunmente
encontrado en una matriz extracelular natural. La heparina, un
glicosaminoglicano cargado negativamente, puede proteger a los factores de
crecimiento de la degradacién proteolitica, y ponerlos a disposicion de las
células cuando se desintegre y remodele la matriz extracelular. Este efecto
puede ser imitado en matrices sintéticas. Un auto-ensamblaje que contiene

heparina -matriz de péptido se une a factores de crecimiento y muestra un perfil
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de liberacion lenta para factor de crecimiento transformante beta 1, factor de
crecimiento basico de fibroblastos 2 y factor de crecimiento endotelial vascular.

Sin embargo, la adicidbn de factores de crecimiento recombinantes en
andamios para aplicaciones clinicas es critica. Por lo tanto, otras opciones
deben ser exploradas y podrian estar disponibles en el mismo entorno que
deseamos entregar el biomaterial a la dentina del conducto radicular®.

En términos generales, los andamios se pueden dividir en:

- Fundido: son bastante rigidos y hechos a medida para fines
especificos.

- Inyectable: geles de baja viscosidad que pueden ser moldeados en el
sitio que requiere la regeneracion de tejidos**.

Ambos tipos de andamios se pueden funcionalizar con sefiales
morfogenéticas. Por lo tanto, el desarrollo de una estrategia para la liberacion
controlada de estas proteinas es critico para maximizar sus efectos en
periodos de tiempo predeterminados. Al mezclar las proteinas morfogenéticas
con andamios inyectable scomo el colageno o la Puramatrix hidrogel auto-
montaje, es muy dificil de reducir la velocidad de la tasa de degradacién de las
proteinas. Para solucionar este problema, se han sugerido los polimeros
naturales derivados de las algas pardas (por ejemplo, alginatos),que son
biocompatibles y presentan una baja inmunogenicidad, los cuales se pueden
utilizar en combinacién con los andamios inyectables y servir como un
" dispositivo de liberacion lenta " para sefiales morfogenéticas.

El trabajo de muchos investigadores en todo el mundo consiste en
identificadar sefiales morfogenéticas que desempefian papeles importantes

durante el desarrollo de los dientes y que potencialmente pueden ser utilizados
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terapéuticamente en la regeneracion. Tal hallazgo sugiere candidatos de
seflales morfogenéticas que pueden ser ya sea reclutados en el medio
ambiente circundante o entregados localmente con el uso del andamio para
dirigir el destino de células madre y optimizar la regeneracion guiada del tejido.
Los armazones se clasifican en naturales o sintéticos:
- Naturales:
- Colageno
- Glusosaminoglucanos
- Matriz de dentina desmineralizada o nativa
- Fibrina
- Sintéticos:
- Acido polilactico (PLA)
- Acido poliglucélico (PGA)
- Acido polilactico-coglucélico (PLGA)
- Poliépsilon caprolactona
- Hidroxiapatita/fosfato tricalcico
- Bioceramicas
- Titanio
- Alginato

- Variantes del polirtilenglicol (PEG)

El plasma rico en plaquetas (PRP) cumple también varios de los criterios para
actuar como armazon ya que es un material autélogo, facil de preparar en el
entorno dental, rico en factores de crecimiento, se degrada con el tiempo y

forma una matriz de fibrina tridimensionals.
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2.6.- TECNICA DE REGENERACION

En la actualidad, la endodoncia clinica utiliza diversos procedimientos que
se basan en la capacidad de las células madre para lograr la reparacion, por
ejemplo, recubrimiento pulpar directo, apicogénesis, apicoformacion e incluso
la regeneracion pulpar. Sin embargo, sistematicamente, estos procedimientos
pueden ser divididos en dos estrategias principales de investigacion que
impliquen células para la reparacion y / o regeneracion del tejido dafiado. En
primer lugar, la via acelular consiste en la estimulacion in situ de células madre
y la modulacién de su actividad, y como segundo enfoque, la via celular que
consiste en el cultivo de células ex vivo y el uso de las mismas en la ingenieria
de tejidos™®.

El enfoque de la regeneracién de células madre de pulpa por el trasplante
esta afectado por varios problemas, entre ellos la escasez de fuentes de
células madre, la cosecha de células y expansién, costos excesivos y trabas
regulatorias para su aprobacion y la traduccion clinica. Ademas, se ha
considerado una tarea dificil de disefiar ya que regenerar toda la pulpa y su
producto, la dentina, es muy complicado debido a las siguientes situaciones:

1) Localizacion anatomica unica del tejido de la pulpa encajonado dentro
de la dentina que tiene principalmente un orificio apical para permitir la
angiogénesis.

2) Diferentes tipos de células (por ejemplo, odontoblastos) en diferentes

capas o zonas de inervacion;
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3) La ubicacion especifica de la dentina que soOlo se encuentra
periféricamente en el tejido pulpar y la estructura de la dentina altamente
organizada con tGbulos dentinarios™.

Tal modalidad de tratamiento no parece ser factible para una enfermedad
como la pulpitis, que no es peligrosa para la vida. Por lo tanto, podria ser
interesante explorar opciones alternativas al trasplante de células madre*®.

En la busqueda de opciones alternativas, deben ser considerados
enfoques que incluyan en vez del trasplante de células, la participacion libre de
células de tejido de la pulpa dental. Esta regeneracion sin trasplante de células
madre es posible en pacientes jovenes con dientes inmaduros y formacion de
raices incompleta. En casos de graves pulpitis o necrosis pulpar con lesiones
periapicales, los elementos consistentes del tratamiento regenerativo incluyen
lo siguiente:

1. Desinfeccion del conducto radicular a través de la irrigacion.

2. Aplicacion de un apodsito intracanal, generalmente con pasta
triantibiotico.

3. Provocacion de sangrado en el conducto radicular por irritacion
mecanica de la pulpa restante o los tejidos periapicales.

4. Colocacion de mineral trioxido agregado en la coagulacion de la
sangre.

La curacion y formacion completa de la raiz se observa en periodos de 12-24
meses.

¢, Como se puede explicar la regeneracion en estos casos? En el caso de
un paciente joven con formacion radicular incompleta, la presencia de un nicho

de células madre que residen en la papila apical puede ser la respuesta.
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Durante el desarrollo de la raiz, las células madre que residen en este nicho
son responsables de la formacion de la dentina de la raiz y de la pulpa y son
guiados e instruidos por la vaina radicular epitelial de Hertwig. Con la afluencia
de la sangre, las células madre de la papila apical y otras posibles células
madre derivadas de la region apical entran en el canal de la raiz, lo que lleva a
un enriquecimiento de las células madre®’.

Por lo tanto, el protocolo clinico de regeneracion como un enfoque libre de
células sin trasplante de las mismas permite contar con la ventaja de las
células residentes en los tejidos circundantes®.

Los métodos para la regeneracion de tejidos in situ dependen de las
células enddgenas, la estimulacién funcional y respuestas tisulares locales.
Pero la estimulacion in situ de células madre dentales para la reparacion /fines
regenerativos enfrenta varios problemas. Uno de estos es la presencia de
inflamacion en los tejidos (tejidos de la pulpa y periapicales), que pueden
impedir el potencial de regeneracion de las células madre. Los infiltrados
inflamatorios formados como reaccion a las bacterias se componen de
diferentes células inmunes (neutrdfilos, linfocitos B y T, macréfagos, etc) y un
coctel de diversos mediadores de la regulacién de su accion. Considerando
que la inflamacion puede ser potencialmente desfavorable en estos casos, los
pasos iniciales de la inflamacién si que juegan una parte necesaria en la
curacion de heridas, incluyendo el reclutamiento de células progenitoras.
También se ha demostrado que las MSC estan presentes en tejidos
inflamados*®, ya sea en la pulpa o en tejidos periapicales de dientes necréticos
infectados. Estas células retienen una cierta capacidad de diferenciacion. Por lo

tanto, es importante entender como las células inmunes y mediadores pueden
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afectar la funcion de células madre. Por el contrario, las células madre tienen

en sf la capacidad de modular las respuestas inmune e inflamatoria®.

Irrigacion

En las técnicas de regeneracion, de forma similar al tratamiento
endodontico convencional, el control microbiano es crucial. Los canales de los
dientes inmaduros presentan paredes dentinarias fragiles lo que supone una
contraindicacion para la instrumentacion mecanica; por lo tanto, el
desbridamiento quimico sigue siendo la principal forma de desinfeccion. Sin
embargo, es importante tener en cuenta que sin la fuerza de friccion aplicada a
la pared dentinaria, las biopeliculas bacterianas permanecen intactas y son
mucho mas resistentes a los agentes antimicrobianos que si las mismas son
interrumpidas por la accibn mecéanica. Por lo tanto, una pequefia cantidad de
friccion debe ser llevada a cabo con las limas, con la intencion no de dar forma
a la raiz como en los dientes maduros, sino mas bien de crear incursiones a
través del biofilm para permitir la maxima permeabilidad de los antimicrobianos.

El hipoclorito de sodio (NaOCIl) es el agente mas utilizado para el
desbridamiento quimico en procedimientos de endodoncia. Presenta varias
caracteristicas deseables incluyendo excelente eficacia bactericida, la
capacidad de disolucién del tejido y la lubricacién efectiva de los instrumentos
de endodoncia. Las dos primeras propiedades beneficiosas son cruciales para
la desinfeccion de los dientes inmaduros, las cuales suelen implicar una
minima o ninguna preparacion mecanica.

Un estudio evaluo la supervivencia de las células madre de la papila

apical (Scaps) cultivadas en un modelo de canal de raiz con diversas
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combinaciones de agentes quimicos comunmente utilizados. Se encontré que
la dentina acondicionada con 17 % de EDTA promovié mayor supervivencia de
SCAP, mientras que el uso de 6 % NaOCI tuvo un profundo efecto perjudicial
sobre la supervivencia SCAP. Es importante destacar que, el uso de EDTA
después de6 % de NaOCI atenta sus efectos no deseados®.

Por lo tanto, la dentina acondicionada con NaOCl en su méaxima
concentracion utilizada en clinica conduce a disminuir en gran medida la
supervivencia de células madre y pérdida de la diferenciacion celular en
odontoblastos.

Se realiz6 un estudio reciente para evaluar si otras concentraciones
clinicas utilizadas de NaOCl (6 %, 3 %, y 1,5 %) eran propicias para la
supervivencia y diferenciacion de células madre (SCAP). Aproximadamente la
mitad de las muestras recibieron una segunda irrigacion con EDTA al 17%. Se
encontré que la dentina acondicionada con NaOCI disminuye la supervivencia
y diferenciacion de las SCAP de manera dependiente a la concentracion. Sin
embargo, se encontrd que la concentracién de 1,5 % de NaOCI tenia efectos
minimos sobre la supervivencia y la diferenciacion.

Por lo tanto, el NaOCI tiene un profundo efecto en la dentina,
disminuyendo la supervivencia de células madre y la diferenciacion. Estos
efectos pueden ser minimizados mediante el uso de 1,5 % de NaOCI seguido
por 17 % de EDTA.

Ademas, también se ha comprobado que el hipoclorito puede afectar al
destino de las células madre mediante la alteracion quimica de la composicion
de la dentina, incluyendo la desnaturalizacion de factores de crecimiento y

moléculas de fijacion®.
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Medicacion Intracanal

Aproximadamente en la mitad de los casos de endodoncia regenerativas
publicados han utilizado algan medicamento intracanal. ElI uso de
formulaciones de antibidtico como medicamentos de endodoncia se ha
documentado muchas décadas antes del primer informe de revascularizacion.
Una mezcla de antibioticos compuesta por ciprofloxacino, metronidazol vy
minociclina, ha sido el mas ampliamente utilizado.

Tras varios estudios se dedujo que la concentracion de 100 mg/ml de
cada farmaco era suficiente para erradicar por completo las bacterias
cultivables de los canales infectados de la raiz in vitro y en muestras clinicas.

Sobre la base de esta investigacion previa, TAP se utilizd en un
procedimiento endoddntico regenerativo por primera vez en 2004. Se convirtio
rapidamente en el medicamento intracanal mas comunmente utilizado. El
medicamento la podiamos obtener en solucién acuosa, solucion salina o glicol
de propileno, hasta una mezcla espesa y cremosa se formé.

Sin embargo, es importante apreciar que cualquier agente farmacoldgico
tiene una ventana terapéutica que varia de una concentracion minima que es
ineficaz, desprovista de eficacia terapéutica, a concentraciones excesivas que
conducen a efectos no deseado y / o toxicidades secundarias. Este concepto
es potencialmente relevante para los REP, porque niveles seguros circulantes
terapéuticos de estos antibidticos en los seres humanos son a concentraciones
de aproximadamente 0.001-0.01mg/mL, mientras que las formulaciones
anteriores son a niveles de aproximadamente 1,000 mg/ml, una diferencia en

concentracion de hasta un millon de veces. Comentar que el Ca (OH), por otra
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parte utilizado a cualquier concentracibn no mostré ningun dafio sobre las
células™.

Para abordar esta cuestion, un estudio reciente evalué los efectos
concentracion dependientes de diferentes combinaciones de antibiéticos
intracanal (incluyendo a TAP) sobre la supervivencia de scaps in vitro>™.

Es importante destacar que este estudio encontré que la toxicidad de la
pasta de antibidtico se disminuye en gran medida cuando estos farmacos se
usan en concentraciones de 0,1 mg/ml o 0,01 mg / ml; siendo ambas eficaces
contra las bacterias endododntica. Estos medicamentos se aplican tipicamente a
toda la longitud de los conductos radiculares por periodos que varian de la
semana al mes. Por lo tanto, se ponen en contacto las células madre de la
papila apical con el antibidtico durante un periodo prologando, posiblemente
conduciendo a la toxicidad, y disminuyendo el numero de células madre
mesenquimales (MSCs) viables. Ademas, también se realizé un estudio de
seguimiento para evaluar si las técnicas de riego eran adecuadas para eliminar
los restos de TAP totalmente.

A pesar de utilizar las diferentes técnicas con abundante irrigacion, < 20
% deTAP podria ser eliminado, por lo que el 80% restante queda fuertemente
unido a la dentina a profundidades > 350 mm. A la inversa, > 85 % del Ca(OH),
se pudo retirar Unicamente con riego, y los residuos de Ca(OH), se encontraron
en profundidades de la dentina < 350 mm. Dado que es conocido que las
bacterias penetran y colonizan los tubulos dentinarios a profundidades
> 350 mm, la alta penetracion de TAP puede ser la base de sus deseables
efectos antibacterianos. Sin embargo, esta propiedad también incrementa la

probabilidad de que las MSC en el sistema de conductos radiculares durante
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REP entren en contacto directo con el medicamento residual. Por lo tanto, el
hidroxido de calcio podria ser considerado la primera linea de la medicacion
intracanal en REP. Alternativamente, las pastas de antibioticos como TAP se
pueden utilizar como medicamentos primarios o después de hidroxido de calcio
si el tratamiento dicta desinfeccion mas agresiva siempre a concentracion
(0,01-0,1 mg/ml)*2.

Ademas del efecto directo de estos medicamentos, pueden tener un
efecto indirecto mediante la alteracion de las propiedades de la dentina y la
consiguiente alteracion del destino de las células madre.

Algunos de los cambios observados son probablemente el resultado de la
bajada de pH de estas combinaciones de farmacos, dando como resultado la
desmineralizacion de la dentina. Es importante destacar que el tratamiento
prolongado con Ca(OH),, también altera la composicion de la dentina, que
resulta en aumento de la susceptibilidad a las fracturas.

Estos hallazgos sugieren que al igual que los irrigantes, los medicamentos
intracanal tienen el potencial de alterar el sustrato (dentina) donde idealmente
las células madre deben proliferar y diferenciarse®?.

El siguiente protocolo refleja las recomendaciones actuales para los
procedimientos regenerativos y se basa en el mejor nivel de evidencia
disponible de estudios para la traslacion clinica o preclinica. Estas
recomendaciones se basan en parte en el doble requisito de seleccionar
irrigantes y medicamentos a concentraciones que se sabe que son eficaces
contra los microorganismos, mientras que son menos toxicos para las células
madre. Es importante reconocer que estas recomendaciones son propensas a

cambiar a medida que el campo de la regeneracion endodoncica evolucione.
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*Procedimientos de tratamiento para RegenerativaEndodoncica
Estas pautas se llevaran a cabo durante la primera visita de tratamiento :

1. El consentimiento informado, incluyendo la explicacion de los riesgos y
alternativas de tratamientos.

2.Después de la determinacion de la anestesia local adecuada,
aislamiento con dique de goma.

3. Determinar el acceso a los sistemas de canales de la raiz, y la longitud
de trabajo.

4. Los sistemas de conductos radiculares son lentamente irrigados en
primer lugar con 1,5 % NaOCI (20 ml/Canal durante 5 minutos) y luego
irrigacion con 17 % de EDTA(20 ml/Canal durante 5 minutos) , con la aguja de
irrigacion posicionada a 1 mm del extremo de la raiz.

5. Canales se secan con puntas de papel.

6. Hidroxido de calcio o pasta triantibidtica a una concentracion no mayor
de 1 mg/ml se introduce en el sistema de canales.

7. El acceso a los canales se cierra temporalmente.

En la segunda visita, para dar lugar al final del tratamiento (2-4 semanas
después de la primera visitar), se realiza lo siguiente:

1. Un examen clinico se realiza primero para asegurarse de que no hay
sensibilidad moderada o severa a la palpacién y la percusion. Si tal sensibilidad
se observa o se observa inflamacion, se repite el tratamiento previsto en la
primera visita. En este punto, el odontélogo puede optar por utilizar TAP a no

mas de 100 mg de cada medicamento/ml).



91

2. Después de la determinacion de la anestesia local adecuada se lleva a
cabo aislamiento con digque.

3. Se accede a los sistemas de conductos radiculares; el medicamento
intracanal es eliminado mediante irrigacion con EDTA al 17% (30 ml/Canal
durante 10 minutos).

4. Los canales se secan con puntas de papel.

5. El sangrado es inducido por la rotacion de una lima precurvada de
tamafo lima K # 25 pasando el foramen apical 2 mm con el objetivo de que
todo el conducto quede lleno con la sangre hasta el nivel de la union
amelocementaria.

6. Una vez que se forma un coagulo de sangre, una pieza previamente
medida de colageno se coloca cuidadosamente en la parte superior del coagulo
de sangre para servir como una matriz interna para la colocacion de
aproximadamente 3 mm de MTA blanco.

7. Se coloca una capa de 3-4 mm de iond6mero de vidrio que se deja fluir
suavemente sobre el MTA y se polimeriza durante 40 segundos.

8. Una restauracién de resina compuesta se coloca sobre el ionbmero de
vidrio.

9. El caso debe ser objeto de seguimiento a los 3 meses, 6 meses y

anualmente, hasta 4 afios®3.
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2.7.- RESULTADOS HISTOLOGICOS
Estudios recientes han demostrado que tras la realizacion de estos
procedimientos de revascularizacion, el crecimiento de los tejidos neoformados

no es homogéneo desde el punto de vista histolégico.

Las primeras observaciones histologicas del tejido dental que habian sido
regeneradas mediante el uso de la técnica de revascularizacion se han basado
en un modelo animal, un perro. Los autores muestran claramente que en el
interior del espacio del conducto radicular, las paredes dentinales se cubrieron
con una capa de cemento, neo — ligamento y una estructura de osteoide. Mas
recientemente, el analisis histolégico de los dientes tratados con técnica de
revascularizaciéon sencilla o rellenando con plasma rico en plaquetas muestran
que una capa mineralizada se deposité en las paredes radiculares. Este tejido
recién formado parecia ser de origen periodontal en lugar de origen pulpar y no
representa el tejido que fue formado durante el proceso de dentinogénesis. En
este caso, los progenitores reclutados que migran desde la papila apical o los
tejidos periapicales de los alrededores se han diferenciado en células de origen

periodontal®.

Sin embargo, la evidencia radiogréfica de la curacién es mas objetiva, y
los resultados exitosos se pueden demostrar. Se ha demostrado que, cuando
se ha producido apicogénesis incompleta debido a necrosis de la pulpa, esta
intervencion terapéutica puede resultar en un aumento del grosor de la dentina

de la raiz y la reduccion en el volumen del espacio del conducto radicular.
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94

3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De lo expuesto hasta ahora podemos concluir lo siguiente:

1.- La presencia de células madre en un canal revascularizado ha sido
claramente demostrada, lo que sugiere que el reclutamiento de células madre a
partir de la papila apical y su posterior migracion juegan un papel critico en la
formacion de este nuevo tejido; sin embargo, el origen de estas células no esta

claro.

2.- Como sabemos los distintos eventos de sefializacién ocurridos durante
la regeneracion de tejidos son esenciales para inducir la proliferacion y
diferenciacion, asi como la migracion celular; pues bien la mayor parte del
conocimiento actual de estos eventos se debe al estudio de la sefalizacion
celular durante el desarrollo fisiologico de los dientes, pero aunque estos
eventos de sefalizacion estan fuertemente regulados durante la
odontogénesis, dicha regulacion estd mucho menos coordinada en la
regeneracion de la pulpa debido a los procesos de inflamacién y las respuestas
de defensa que tienen lugar para superar los desafios de infeccion en el
entorno de la pulpa cuando los procesos regenerativos son iniciados.

3.- El tercer componente de la triada de la ingenieria de tejidos es el
andamiaje o scaffolds, el cual proporciona un marco que permite el crecimiento

y la diferenciacién celular en un sitio local.

4.-A pesar de que debido a la contradiccion para la instrumentacion
mecanica, el desbridamiento quimico sigue siendo la principal forma de
desinfeccién en las terapias regenerativas, los protocolos y las concentraciones

de irrigantes y medicamentos utilizados en clinica estan a menudo muy lejos
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de ser ideales en términos de sus efectos en las células residentes. También
se debe tener en cuenta que los materiales de relleno o sus subproductos en
contacto con los tejidos circundantes a través de tubulos de la dentina y

foramen apical pueden causar algunos efectos inesperados.
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4.- OBJETIVOS

El objetivo del presente trabajo es revisar el estado del conocimiento
cientifico respecto a las posibilidades de aplicacion de las células madre en la
regeneracion del tejido pulpar dafiado, analizando la bibliografia existente en

cuanto a algunos aspectos principales:

1.- Tipos de células madre utilizadas en las técnicas de regeneracion

pulpar.

2.- Factores de crecimiento implicados en la regeneracion pulpar.

3.- Matrices y andamiajes utilizados en las técnicas de regeneracion

pulpar.

4- Sistemas de desinfeccién y medicaciones intraconducto utiizados en
las técnicas de regeneracion pulpar, asi como materiales usados en

procedimientos clinicos.

5- Las moléculas de sefializacion de DPSCs implicadas en la

regeneracion pulpar.



98

5.- MATERIAL Y METODO



99

5.- MATERIAL Y METODO

Se realizé una busqueda exhaustiva en la base de datos Medline-Pubmed
para identificar los articulos relacionados con la regeneracion con células
madre en endodoncia. Se utilizo la base de datos MesH de Pubmed para la

determinacion de las palabras clave: regeneracion, pulpa dental, célula madre.

Las estrategias de busqueda fueron las siguientes: endodontic stem cells;
dental pulp stem cells endodontic; stem cells damage pulp; dental pulp stem

cells endodontic odontoblast.

Como criterios de exclusion de articulos se consideraron los siguientes:

Idioma: fueron excluidos los articulos en idiomas diferentes al espafiol o
inglés.

- Fecha de publicacion: excluidos los articulos publicados antes de 2000.
- Casos clinicos.

- No relacionados con el tema de interés.

- Duplicados.

Las revisiones y los no experimentales han sido obtenidos los textos

completos y no se han incluido sus datos en las tablas.

Como criterios de inclusiéon, se tienen en cuenta aquellos articulos que
cumplan los criterios anteriormente descritos y que estén relacionados con el
tema a tratar, permitiendo asi dar respuesta a las preguntas planteadas durante

el trabajo.

En una primera busqueda realizada a fecha de 23 de Noviembre de

2013, tras la introduccion de las estrategias de busqueda, los resultados
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obtenidos fueron 138 articulos, de los cuales, tras aplicar los distintos criterios
de exclusion permanecen 75. Posteriormente se procedié a la lectura de
resimenes, descartando aquellos no relacionados con el tema de estudio,

quedando un total de 34 articulos.

A fecha de 1 de Febrero de 2014 se realiza una nueva busqueda
introduciendo las mismas estrategias de busqueda y aplicando los mismos
criterios de exclusion, resultando 5 articulos nuevos, de los cuales se

consideraron de interés, cuatro de los mismos.

La ultima busqueda se realiza el dia 10 de Abril de 2014 y en ella se
encuentran 27 articulos nuevos, siendo de interés y por lo tanto seleccionados,

23 de ellos.

Por lo tanto, para la realizacion del presente trabajo se han utilizado 61
articulos, ademas de dos libros de texto. También se ha consultado trabajos fin

de master y tesis doctorales de compafieros de afios anteriores (Tabla 1).
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Resultados obtenidos en
PUBMED

170

Endodontics stem cells: 79
Stem cells damage pulp: 35

Dental pulp stem cells endodontic:
43

Dental pulp stem cells endodontic
odontoblast: 13

*En estos resultados se han tenido en
cuenta las tres busquedas realizadas
en las tres fechas diferentes.

Articulos obtenidos después de
lectura de titulos y resimenes

71

Endodontics stem cells: 51
Stem cells damage pulp: 4

Dental pulp stem cells endodontic:
16

Dental pulp stem cells endodontic
odontoblast: 0

*En estos resultados se han tenido en
cuenta las tres busquedas realizadas
en las tres fechas diferentes.

Articulos usados en la revision

61

Se afladen 2 libros de texto, un
trabajo fin de master y una
tesis doctoral.

Tabla 1. Diagrama de busqueda
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6.- RESULTADOS

Para evaluar con precision los distintos aspectos necesarios para una
adecuada comprension del proceso de regeneracion pulpar, se han analizado
por separado algunos de los aspectos planteados en los objetivos: 1) Tipos de
células madre, 2) Factores de crecimiento, 3) Matrices (Scaffolds) o

andamiajes, 4) Medicacién intraconducto y 5) Moléculas de sefalizacion.

De los 61 articulos totales que cumplian los criterios de inclusion se han
seleccionado 18 (articulos experimentales) para asi poder sintetizar los

resultados de los mismos.

Tabla 1.-Estudios realizados con células madre pulpares.

AUTOR ANO TIPO CELULA MADRE TIPO DE ESTUDIO
Yu V &cols. >* 2009 DPSCs In vivo

Arthur A &cols.” 2009 DPSCs In vivo e in vitro
Wang Y &cols.” 2013 DPSCs e iDPSCs In vitro e in vivo
Zhang J &cols °/ 2013 SCAPs In vitro

Yu V&cols en 2009 anunciaron que la morfologia y diferenciacion
funcional de las células del tejido conectivo pueden ser controladas por
mecanismos de estimulacién, pero los efectos de las fuerzas incontroladas en
la homeostasis intrapulpar y habilidad de las células pulpares para soportar
fuerzas externas no estaba clara, por lo que estudiaron el efecto de la presion

hidrostatica dinamica en la supervivencia y diferenciacion odontogénica.
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Las DPSCs de cuatro adolescentes son sometidas a presion hidrostatica
dindmica y se sigue la evolucion de las células en cuanto a su adhesion, su
supervivencia y capacidad de recuperacion basadas en la diferenciacion
odontogénica, mineralizacion y la capacidad de respuesta a la proteina

morfogenética dsea-2.

Al someter a las células a la presidon hidrostatica dinAmica disminuye la
adhesién de las DPSCs y supervivencia, pero promueve la diferenciacion
mediante el incremento de la mineralizacion en vivo en la regeneracion de los
tejidos duros y sensibilidad a BMP-2 a pesar de la reduccién del nUmero de
células. En las DPSCs tratadas con la presién hidrostética dindmica se ha visto
mejorada la diferenciacion odontogénica, una indicacion de la favorable

recuperacion del estrés celular.

El potencial de DPSCs para promover la mineralizacion y formacion de
tejido duro en respuesta a HSP apoya la formacion de calcificacion pulpar

heterotopica en respuesta a las fuerzas masticatorias parafuncionales .

Arthur A&cols en 2009 estudian los mecanismos que influyen en la
proliferacion y movilizacion de las células progenitoras dentales tras un dafio en
la matriz dentinaria. Observan que los receptores EphB y sus ligandos pueden
estar implicados. El propdsito del estudio es elevar los niveles de ephrin-B1 tras
un dafio para comprobar si previene la migracién de las DPSCs, mientras que
en la interaccion de receptor y ligando se facilita la diferenciacion

odontoblastica.
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La migracion, proliferacion y diferenciacion de las DPSCs en respuesta a
Eph/ephrinB se evalla en un modelo con una lesion establecida in vivo y

mediante ensayos in vitro se evalla la formacién de colonias y diferenciacion.

Tras los andlisis se demuestran que EphB envian sefiales promoviendo la
proliferacion de DPSC, mientras que inhiben la migracion. Los niveles de
MRNA de los genes asociados con la formacion de dentina se encuentran
significativamente mas elevados en los cultivos tratados con EphB2 - Fc en
condiciones de mineralizacion en comparacion con los cultivos tratados con

humano - Fc o ephrin -B1 - Fc.

Las observaciones surgieren que las moléculas EphB/ephrin-B son
importantes en la migracion de las DPSCs perivascular hacia la superficie de la
dentina y en la diferenciacién funcional de los odontoblastos, tras el dafio a la

matriz dentinaria.

En 2013 Wang & cols. evaltan el efecto de la exposicion pulpar (durante
48h) por traumatismo en la capacidad osteo/odontogénica de las DPSCs. La
capacidad proliferativa y osteogénica asi como las caracteristicas
odontogénicas de DPSCs lesionadas (iDPSCs) se investigaron tanto in vitro
como in vivo. Se aislaron las DPSCs lesionadas y se observd su capacidad
osteo/odontogénica junto con la participacion de NF-B. Los resultados
obtenidos fueron que las iDPSCs presentan menor capacidad proliferativa que
las nDPSCs, ALP presenta un mayor nivel (P<0,01) en iDPSCs, iDPSCs tienen
mayor capacidad de depositos de Ca, IDPSCs expresan mas marcadores

osteogénicos (Runx2/RUNK2 y ocn/OCN) y menos genes/proteinas
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odontogénicas (Dssp/DSP) in vitro. In vivo nDPSCs generan el complejo tipico
dentino-pulpar y las iDPSCs generan osteodentina cuando son inmunopositivas
OCN, IDPSCs presentan altos niveles 1kB./PG5 citoplasma y P65 nuclear, lo
cual indica actividad NF-B. Al inhibir NF-B, en iDPSCs disminuye el potencial
osteogenico y aumenta el odontogénico debido al |Alp/Runx2/Ocn y al 1Dspp.
Los resultados revelaron por primera vez que iDPSCs exhibié un potencial
osteogénico mejorado y la capacidad odontogénico disminuida a través de la
activacion de la ruta de NF-kB, Las conclusiones anteriores sugieren que
iIDPSCs exhibi6 mayor capacidad osteogénica y menor capacidad
odontogénico que nDPSCs in vitro, presentando iDPSCs mayor capacidad de

osteogénesis e inferior dentinogénesis que nDPSCs en vivo.

En el mismo afio, Zhang J &cols estudian los efectos de la exposicién de
las células de la papila apical (SCAPSs) a los LPS bacterianos. La inflamacién
producida por las bacterias influye en la regeneracion y tiene efectos en el
factor nuclear IC. El objetivo de este estudio es investigar la sefializacion de los
LPS en las SCAPs en humanos y su mediacion por TLR4 y caracterizar los
efectos de NFIC en citoquinas y la expresion de quimioguinas en respuesta a
LPS. Para llevarlo a cabo se mide por RT-PCR la expresion de TLR4, IL-6, IL-8
y TNF-a al exponer las SCAPs a los LPS, ademas también nos permite

observar los efectos de NFIC en IL-6, IL-8 y TNF-a.

Después de 4 semanas, se observo que los LPS inducen la sintesis de IL-
6, IL-8 y TNF-a en las SCAPs. Al inhibir el TLR4(CLI-095) se inhibe todo lo

anterior, en presencia de LPS. NFIC aumenta la IL-6, IL-8 y TNF-a en ausencia
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de LPS, mientras que con la presencia de LPS el aumento de las anteriores es

mayor.

Para confirmar ain mas el efecto antiinflamatorio de NFIC en respuesta a
LPS, se comprobd que la sobreexpresion de NFIC suprime la IL- 6 en

presencia de 1 mg/ ml LPS.

Tabla 2.-Estudios realizados con factores de crecimiento.

AUTOR ANO FACTOR DE TIPO DE ESTUDIO
CRECIMIENTO
Howard C &cols.* 2010 SIP, FGF, EGF, TGF- In vitro

B1 y EMPs (colageno
I, \A laminina
yfibronectina)
Wang Y &cols. *® 2013 Estradiol - 17b Invitro e in vivo
exogeno (E2 -
estradiol)
Howard Cé&cols en 2010 investigan la migracién de DPSCs en respuesta
a guimiotacticos y EMP para recopilar la informacién de sefializacién béasica
necesaria para ayudar a desarrollar futuras terapias regenerativas en
endodoncia. Los quimiotacticos son recombinados con SIP, FGF, EGF, TGF-31

y EMPs (colageno |, IV, laminina y fibronectina).

Los filtros de policarbonato de migracion se utilizaron sin recubrir y
también recubierto con EMP. El recubrimiento de filtros con laminina
proporcion6 la migracién 6ptima DPSC a S1P en comparacidn con los otros
quimiotacticos. En comparacién con los filtros sin revestir, las EMP aumentaron
la migracion DPSC por los siguientes importes: el colageno 1V, colageno - 1,
fibronectina y laminina. El mayor numero de DPSCs que migran se contaron en
los filtros en respuesta a S1P en comparacion con los otros quimiotacticos:

TGF - B1, FGF o EFG y con la ausencia de quimiotacticos (tratamiento control
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negativo). La migraciéon de DPSCs, células endoteliales, y células del musculo
liso era dependiente de la concentracion de S1P en filtros recubiertos con
laminina. La concentracion de S1P tenia los efectos opuestos sobre la
migracion de las células endoteliales y del musculo liso. Por lo tanto, SIP
induce mas la migracion que TGF-B1, FGF o EGF y la laminina induce mayor

migracion que otras EMPs.

En resumen, la laminina, SIP y TGF-B1 son importantes promotores de la
migracion de DPSC. La interaccion entre EMPs, lipidos, serun y factores
guimiotacticos mejora la regulacion de la migracion de las DPSCs, por lo tanto,
determinados quimiotacticos y EMPs pueden mediar la regeneracion pulpar en

dientes lesionados.

Wang Y &cols en 2013 estudian como el osteogen mejora la potencia
osteogénica de las células. Se investigan los efectos del estrégeno en odonto /
osteogénica diferenciacion de DPSCs humanas in vitro. La diferenciacion y la

implicacion de la via NF- ¢kB en DPSCs tratadas con E2 se evaluaron in vitro.

Las DPSCs humanos fueron aisladas (células positivas para STRO-1) de
los premolares y tratados con estradiol - 17b exégeno (E2 - estradiol), la forma

mas importante de estrégeno en el cuerpo.

La alta concentracién de 17b-estradiol (E2) tuvo efectos negativos sobre
la proliferacion de DPSCs, mientras que las concentraciones fisioldgicas de E2
no afectd la proliferacion de DPSCs in vitro. Segun la concentracion de E2 la

actividad de la ALP no cambia, aumenta o desciende. Las células tratadas con
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E2 presentan mas nodulos calcificados, o sea, aumenta la capacidad de
mineralizacion de las DPSCs. Al tratar con E2 aumentan la expresion de los
genes para los marcadores osteo/odontogénicos, también se observa la
regulacion positiva de las proteinas odonto/osteogénicas. Para determinar el
papel de de la via NF —B en la diferenciacion mediada por E2 de DPSCs, se
realiza la fosforilacion y la expresion de IjBa y P65 por Western blot. Se utiliza
el BMS345541(un inhibidor de IKK especifica ) para suprimir la actividad de NF
-«B antes del tratamiento con 17b — estradiol tratamiento. BMS345541 en
concentraciones mas altas redujo significativamente la actividad proliferativa,
mientras que 1 IM BMS345541 no afect6é la viabilidad de DPSCs. Por otra
parte, 1 Lm BMS345541 inhibi6é significativamente la expresion de IjBa y fue
por lo tanto la que se utiliza como la dosis Optima. RT-PCR resultados
demostraron que odonto / osteogénico marcadores (ALP / ALP, RUNX2, OSX,
OCN y DSPP) fueron significativamente disminuidos en el E2 + BMS345541 en
comparacion con el grupo E2. Ademas, BMS345541 inhibe claramente la

mineralizacion mediada por E2 en DPSCs.

Por lo tanto, el E2 promueve la diferenciacion de las células madres al
activar NF-B. Para dilucidar los efectos de los estrogenos sobre la
diferenciacion celular, 17b - estradiol debe ser capaz de desencadenar la
diferenciacion sin inhibir la proliferacion de DPSC. Bajo tales condiciones, las
células madre pueden mantener un crecimiento estable con capacidad para
garantizar su diferenciacion sostenible. En el presente estudio, se utiliz6 una
concentracion fisiologica de 17b- estradiol para estimular la diferenciacion de
DPSCs in vitro. Claramente este tratamiento mejora la actividad de la ALP, la

capacidad de mineralizacion y odonto / osteogénico potencial de las células, sin
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afectar a su proliferacion. La via NF -kB juega un decisivo papel durante la

diferenciaciéon de las DPSCs tratadas con E2.

Se puede deducir que ell7b - estradiol promueve odonto / osteogénico
diferenciaciéon de DPSCs en humanos a través de la activacion de la ruta de NF

—B.

Tabla 3.-Estudios que utilizan Scaffolds.

AUTOR ANO SCAFFOLDS TIPO DE ESTUDIO
Prescott RS &cols. 2008 Colageno In vivo
4 Colageno
impregnado de
DPSCs, de DMP1 o
de ambos.
El-Backly RM &cols. 2008 50/50 (&cido  In vitro
glicdlico-lactico)
Syed-Picard F.N 2014 Tejidos de Invivo
&cols. 2 ingenieria —-DPC

Fosfato de calcio

Prescott RS&cols, en 2008 mide la efectividad de DPSCs, una estructura
de colageno y un factor de crecimiento (DMP1) en la generacion in vivo de
tejido de la pulpa dental tras su trasplante subcutdneo en ratones. Investiga el
papel de los componentes que cree principales en la regeneracion (celtlas
madres, scaffold y factores de crecimiento) en la organizacién y diferenciacion

de las células madres pulares en una simulacion de perforacién furcal en ratas.
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Estos materiales son colocados sobre perforaciones hechas en rodajas de
dentina, siendo el MTA el material control. A las 6 semanas se sacrifican las

ratas y las perforaciones son evaluadas por microscopio e histologia.

En el Grupo 1 (control) con el MTA las células no se tifien bien y aparecen
unas pocas células rojas de la sangre en la periferia de la perforacion. En el
Grupo 2 (colageno solo) el tricromico de Mason manchaba de azul el
andamiaje de colageno, el cual se encontraba en proceso de degradacion
(basado en la visualizacion mediante H & E y tincidn tricromica de Mason), pero
no habia tejido de reemplazo. Unas pocas células rojas de la sangre dispersas
y células nucleadas estan presentes. En el Grupo 3 (coldgeno impregnado con
DMP1), se mostraba un gran numero de células viables, asi como algunos
depdsitos de formacion de matriz de colageno periférica, pero la matriz no se
observo en el sitio de la perforacion central. EI andamio de colageno se
empieza a degradar, pero algunas células parcialmente llenan los huecos. La
vista ampliada de los huecos sin llenar muestra los desechos y la falta de
organizacion celular. El Grupo 4 (colageno impregnado con DSPCs y DMP1)
demostré varios signos de regeneracion de los tejidos. A medida que el
andamio de colageno era degradado, las células que se presumen fibroblastos
(basados en la morfologia) y células endoteliales comenzaban a establecer una
nueva matriz. Los vasos sanguineos y matriz de coladgeno se pueden visualizar
en todo el tejido de la perforacién. Porciones exteriores de la perforacion
mostraban proliferacion celular, 1o que indica la progresion de la regeneracion
de los tejidos en esta area. El Grupo 5 (colageno impregnado con DPSCs)
parecia muy similar al grupo 2 (andamio colageno solo). Algunas células rojas

de la sangre son visibles, algunas células nucleadas, y los restos de desglose
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de la estructura de colageno. Ninguna nueva matriz aparecié, ni tampoco

parece que hubiera cualquier infiltrado celular.

Por lo tanto, tras este estudio se puede deducir que esta triada puede

inducir la formacion de una matriz organizada similar a la del tejido pulpar.

El-Backly RM & cols en 2008 estudian la hipodtesis de la utilizacion de
andamios de 50/50poli (glicélico-lactico) (PLG) con diferente porosidades y co -
cultivarlos con células madre de la pulpa dental de conejo (RDPScs) y
trasplantarlos subcutaneo para asi evaluar el potencial de esta construccion de
células madre / andamio para regenerar el tejido de la dentina / pulpa. También
exploran la naturaleza de los tejidos regenerados para potenciar el uso de esta

terapia de endodoncia regenerativa.

Las células madres de la pulpa dental son aisladas de dientes de conejos
y sembradas en estructuras preparadas para 50/50 (acido glicélico-lactico)
usando dos particulas de porogen de diferente tamafio. Estas construcciones

son transplantadas subcutdneamente a los conejos.

Se visualiza una gran variedad de didmetros de poros llenos por el
mercurio para cada grupo. Las células transplantadas muestran una alta
proliferacion y capacidad clonogénica, ademéas de la habilidad de producir
tejido mineralizado in vitro en cultivos de 12 dias. La evaluacion histologica
revela la formacién de estructuras de osteodentina ademas de capas de

tubulos paralelos parecidos a los tubulos dentinarios.
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Usando estas técnicas se obtienen tejidos similares a la dentina y la pulpa

que podrian ser usados en la regeneracion o como productores operativos.

Syed-Picard F.N, &cols, en 2014 hacen un estudio en el que se investiga
el uso de scaffolds 3D como mecanismo similar a los tejidos dentales para
llevar a cabo asi la regeneracion de los tejidos pulpares de los conductos
radiculares en los dientes humanos. Los tejidos tridimensionales disefiados a
partir de las células de la pulpa dental (DPSCs) se colocaron en el conducto de
segmentos de raices de dientes humanos que fueron cerrados en un extremo
con cemento de fosfato de calcio, y todo este sistema se implantd por via
subcutdnea en ratones. Se observa una pequefia cantidad de infiltracién de
tejido del huésped cerca del extremo abierto de la raiz y también se exhibe
tejido adiposo a los 3 y 5 meses, sin embargo, la mayor parte del espacio del
canal permanece vacio en el grupo control. La tapa de cemento de fosfato de
calcio apoyo la infiltracion de las células huésped. A los 3 meses, los espacios
entre las particulas de cemento aparecen repletos de células, y después de 5
meses, el tejido del huésped infiltrado aln permanece en la region de cemento,
pero se observa menos cemento, debido a la reabsorciéon del mismo. A
diferencia de las muestras de control vacias, la tincion con H&E muestra que
los espacios del canal de la raiz que contienen scaffoldls 3D presentan
poblaciones de DPSCs, llenandose todo con tejido conectivo vascular después
de tres y cinco meses de las implantaciones. Los scaffolds contienen un tejido
adiposo que es similar al tejido que se encuentra cerca de la regién abierta de
las raices utilizadas, y por lo tanto es probable que sea tejido de raton anfitrion.

El espacio intracanal estd lleno de un tejido conectivo vascular que esta
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adherido a la dentina, y células adicionales también se pueden ver que
recubren la pared de dentina, similar a odontoblastos naturales. A los 3 meses,
se observa en la interfase del cemento y el scaffoldls formacion de tejido
dentinario, lo que indica que los DPSCs mantienen el potencial de generacion
de tejido duro. La inmunotincion sialoproteina dentina (DSP), indica la
diferenciacion de odontoblastos en la superficie de la dentina de los conductos
radiculares que contienen scaffoldls, no estando presente en la muestra de
control vacio. Ademas, la inmunotincion contra CD31, un marcador de la
superficie celular endotelial, verifica la presencia de tejido vascular en los

canales de la raiz que contienen el scaffoldls.

Por lo tanto, los tejidos de ingenieria -DPC facilitaron la formacion de una
pasta similar al tejido después de ser colocado en una raiz del diente,
demostrandose asi la viabilidad de la implantacion de un scaffoldls para

regenerar el complejo dentina - pulpar.

Tabla 4.-Estudios que hacen referencia a la desinfeccion del canal

AUTOR ANO IRRIGANTE/MEDICAMENTO TIPO DE
INTRACANAL ESTUDIO

Galler KM &cols.* 2011 NaOCly EDTA In vivo

Lovalace 2011 NaOCI y pasta triantibidtica In vivo
Tw&cols.”’

3Tzrevino EG &cols. 2011 NaOCL, CLX, EDTA In vitro

Q}hangari Z &cols. 2012 Propolis, Ca(OH), In vivo

QUparel NB &cols. 2012 TAP, DAP, Ca(OH), In vitro

Martin D &cols. 2014 NaOCI In vitro
62
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Galler KM&cols en 2011linvestiga como influye el acondicionamiento de la

dentina en el destino de la célula encargada de la regeneracion.

Las células madre son cultivadas con factores de crecimiento en péptido
hidrogel y transferidas a los canales de dentina y por via subcutanea a ratones

inmunodeprimidos

Para los grupos de control de los cilindros de dentina solo con hidrogel, la
migracion de células en el cilindro no tiene lugar. Para ambos grupos de
cilindros de dentina cargados con células, los analisis histologicos muestran un
tejido conectivo blando vascularizado, parecido a la pulpa dental. Las células
tienen una morfologia similar a fibroblastos y son incrustadas en una matriz
extracelular colagenosa, que ha sustituido el portador sintético. La formacion de
tejido y la distribucion de los microvasos se puede observar a lo largo de la
longitud de los cilindros. Sin embargo, claras diferencias pueden ser vistas por
los 2 grupos sobre el comportamiento celular y la morfologia en la interfase
célula - dentina. Para el grupo A (pretratamiento de dentina con NaOCI
solamente), el limite de la dentina parece robusto, y las células multinucleadas
estaban presentes creando lagunas de reabsorcion. La tincion con TRAP
muestra células positivas en la interface célula - dentina para el grupo A, lo que
confirma su fenotipo como odontoclastos. En los cilindros de dentina grupo B
(acondicionamiento adicional con EDTA), una asociacion intima de células con
la matriz de dentina es aparente. Las células en contacto con la dentina
parecen plana, y los procesos celulares se extienden hasta los tubulos. La
inmunohistoquimica con el anticuerpo Dsp revela que las células adyacentes a
la superficie de la dentina se han diferenciado en un fenotipo de odontoblastos.

La tincion especifica no se observo en las muestras tratadas con NaOCI.
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Por lo tanto, las condiciones de la dentina tienen influencias considerables
en el destino de la célula cuando son cultivadas en estrecha proximidad con la
dentina. La descalcificacion de la superficie de la dentina, la eliminacién del
frotis, la exposicion de los tubulos dentinarios y fibrillas de colageno, y la
liberacion de factores de crecimiento de la matriz de dentina podria ser
parametros favorables para la diferenciacion celular en la interfase dentina.
Las modificaciones en el protocolo, tales como una etapa final o de riego con
EDTA, podria optimizar las condiciones para la diferenciacion celular, la

formacion tisular y la regeneracion.

Lovalace TW&cols, en el afio 201levallan si los productos de
regeneracion endodontica son capaces de ofrecer células madres en el canal
de dientes inmaduros en pacientes jovenes y la identificacion del posible tejido

de origen de estas células.

Lo primero que realiza el autor es la irrigacion del canal con NaOCl y la
introduccién en el mismo de la pasta triantibiética. Después de un mes se irriga
con suero salino y se toman muestras con punta de papel. Mediante RT-PCR e
inmunohistoquimica se comparan los genes transcriptasas y proteinas

encontradas en el canal con los niveles encontrados en el sistema circulatorio.

Los andlisis moleculares de la sangre del canal indican gran acumulacion
de transcriptasas para los marcadores CD73 y CD105 comparados con el
sistema circulatorio. Por lo tanto, la manipulacion de los tejidos periapicales y
paso de la hemorragia tiene una importante afluencia de células que contienen

MRNA transcripciones de codificacion de genes de marcadores de células
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madre mesenquimales en el sistema de conductos radiculares. No habia
cambios en la expresion de los marcadores ALK-P, DSPP, ZBTB16 y CD14,
mostrando los andlisis histolégicos la exposicion de CD105 y STRO-1,

marcadores de células madres.

Por lo tanto, el paso de evacuacién de sangrado hace que se acumulen
células madres en el canal después del tratamiento con la pasta triantibidtica

en dientes inmaduros con necrosis pulpar.

Trevino EG&cols en ese mismo afio investiga la influencia de los
diferentes protocolos de irrigacion de los canales radiculares en la edad de

supervivencia de las células madres apicales (SCAPS).

Las SCAP son aisladas de los 3°° molares inmaduros y una subpoblacion
de células positivas para STRO-1 fueron seleccionadas y expandidas in vitro.
Las raices son irrigadas segun 4 protocolos de irrigacion distintos (1: 17%
EDTA, 2: 6% NaOCI/17% EDTA/6% NaOCI, 3: 17% EDTA/2% CHX o 4: 6%
NaOCI/17% EDTA/6% NaOCl/isopropyl alcohol/2% CHX y las células con
STRO-1 son mezcladas con un plasma rico en plaquetas, que se implantan en
las raices y se cultivan durante 21 dias.

La separacion inmunomagnética produjo una poblacion de STRO — 1
purificada de SCAP que conserva su fenotipo después de cada paso. En
general, las células identificadas en el sistema de conductos radiculares
después 3 semanas de crecimiento se localizaron adyacentes a las paredes de
la dentina. Para el efecto de soluciones de irrigantes en la supervivencia de

SCAP, el EDTA mostro 579 células positivo para vimentina (consideran estas
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células como viables) y 653 células positivas para TO- PRO- 3, el grupo NaOCI
/ EDTA mostré 203 células positivas para vimentina y 273 células con A -PRO-
3 tincion, mientras que el EDTA / CHX y NaOCI / EDTA / NaOCI /grupos
alcohol isopropilico (IPA) / CHX no mostraron células con vimentina o TO -
PRO - 3 tincidén ( 0 % de viabilidad ). Ademas, no se observaron células viables
en las superficies de dentina de segmentos de raiz incubadas con sélo las
células en ausencia de PRP (negativo control), mientras que SCAP cultivadas
en cubreobjetos demostrado la supervivencia y la proliferacion de llegar a 100
% de confluencia en el periodo de 3 semanas (control positivo). La irrigacion
con un 17% de EDTA supuso la mayor supervivencia de células. Los

protocolos que incluian un 2% de CHX carecian de células viables.

Se puede concluir que los irrigantes afectan en gran medida a las SCAP
enriquecidas con STRO-1 en el ambiente de la raiz y la inclusion de EDTA

podria ser beneficioso en la regeneracion.

Un afio mas tarde, Ahangari Z &cols realizaron un estudio en el que el
objetivo principal fue evaluar el efecto del propolis en la regeneracion de

dentina y el papel potencial de DPSCs

48 maxilares y mandibulas de cerdos guinea fueron divididos de forma

aleatoria usando en unos sujetos propolis y en otros Ca(OH)..

La congestidn vascular fue evidente en los dos casos experimentales en
diferentes periodos de tiempo. A lo largo del periodo experimental todos los
casos tratados con propoéleo, presentaron pulpas vitales sin ningun signo de

necrosis, en contraste con los controles en los que el 75% tenian pulpa vital
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durante el mismo periodo. La inflamacion cronica era detectable en ambos
grupos a un nivel por debajo del 10%. En todos los casos, las células de
odontoblastos estuvieron presentes en cada intervalo y no hubo diferencia
significativa entre los dos grupos. No se formo6 un verdadero puente dentinario
durante el experimento. El dia 30, todos los casos (100 %) tratados con
propéleos tenian dentina tubular mientras que sélo el 86 % del grupo de
control tenia dentina tubular. El dia 30 el 17 % del grupo experimental todavia
tenia restos de propdleos, mientras que no habia restos de hidroxido de calcio
en el grupo control. Se detectd que las células madre en el hidroxido de calcio
con el tiempo disminuian para los CD146 y CD29, no encontrando ningun
patrén especifico en la deteccion de células madre en el grupo de propéleos en

el tiempo.

Por lo tanto, el Propolis tiene ventajas sobre el Ca(OH), e induce una

mejor calidad en la produccién de la dentina.

Ruparel NB &cols también en 2012 estudiaron los posibles efectos toxicos
de la TAP, DAP e hidréxido de Ca (medicamentos intracanal comunmente

usados) sobre las SCAPs in vitro.

Las SCAPs son sometidas a varias concentraciones de TAP, DAP, TAP
modificado, augmentine o Ca (OH),. Las células viables se detectan mediante

colorante azul trypan a los 3 dias.

Los cuatro antibioticos reducian la supervivencia de estas células con el
aumento de las concentraciones, a la inversa del Ca(OH), que promovia su
supervivencia en todas las concentraciones, aumentando significativamente la

proliferacion / supervivencia de SCAPs en la concentracion de 1 mg/mi
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Este estudio demostr6 que los medicamentos en concentraciones
utilizados actualmente en procedimientos de endodoncia regenerativas con la
excepcion de Ca(OH), , tienen un efecto perjudicial en la supervivencia de
SCAPs. Por lo tanto, estos hallazgos sugieren que los medicamentos utilizados
en procedimientos regenerativos necesitan ser cuidadosamente seleccionados
y utilizados en concentraciones adecuadas para tener eficacia antibacteriana y

no evocar toxicidad.

Martin D &cols en 2014 evaltan el efecto de diferentes concentraciones
de NaOCI sobre la supervivencia y la diferenciacion de las SCAPs en un
modelo de canal de raiz, donde los conductos estandarizados fueron creados
en los dientes humanos extraidos e irrigados con NaOCI (0,5%, 1,5%, 3%, o
6%) seguidos por 17% de EDTA o solucién salina estéril. Las SCAPs en un
andamio a base de acido hialurénico se sembraron en los canales y se
cultivaron durante 7 dias. En la dentina acondicionada con 17% de EDTA se
observdé un aumento del 35% de SCAPs, siendo este el grupo control. Sin
embargo, la dentina acondicionada con NaOCl| evoca una disminucion
dependiente de la concentracion en la viabilidad SCAP. Las concentraciones
de 0,5 %, 1,5 % y 3 % provocaban una reduccion similar de aproximadamente
37 % en la supervivencia de SCAPs, mientras que el tratamiento con 6% de
NaOCI di6 como resultado una supervivencia de SCAP muy disminuida. La
adicién de una irrigacion final con 17 % de EDTA invierte los efectos negativos
de NaOCl en la supervivencia SCAP. Es importante destacar que la
neutralizacion de NaOCI (6 %) con tiosulfato de sodio (5 %) no revirtid los

efectos perjudiciales sobre la supervivencia SCAP (datos no mostrados).
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La dentina acondicionada con 17 % de EDTA promovio la expresion de
células similares a odontoblastos (expresion DSPP marcador). Por otro lado, el
NaOCI a la concentracion de 1,5 % no tuvo efectos en la expresion génica de
DSPP en comparacion con el grupo de control, mientras que la concentracion
de 3 % redujo la expresion de genes DSPP en aproximadamente un 50%. Es
importante destacar que en la dentina acondicionada con 6 % de NaOCI fue
completamente abolida la expresion de DSPP. Ademas, la adicion de una
irrigacion final con el 17 % de EDTA aumento la expresion DSPP después de
1,5 % en comparacién de NaOCI con el control. Una irrigacion final con EDTA

al 17% invirtié los efectos producidos en la irrigacion con 3 % y el 6 % NaOCI.

Los resultados sugieren que la dentina acondicionada con 1.5% NaOCI
promueve una mayor supervivencia y diferenciacion de scaps que la irrigaciéon

con 3% NaOCI cuando es seguida por 17% de EDTA.

Estos resultados ponen de relieve que irrigantes utilizados en
endodoncia en clinica tienen un profundo efecto sobre la supervivencia de
células madre y su capacidad de diferenciacion. Asi, ademas de una
desinfeccién adecuada, es fundamental para crear un microambiente en los
conductos radiculares que promuevan la supervivencia / proliferaciéon y la

diferenciacion de células madre.
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Tabla 5.-Estudios que utilizan distintos materiales dentales

AUTOR ANO MATERIAL DENTAL TIPO DE ESTUDIO
Wang Y & cols. * 2013 MTA In vitro
Guven EP &cols.” 2013 iRoot SP , MTA |nvitro

Fillapex y AH Plus

Jet

Wang Y & cols en 2013 estudian los efectos del MTA sobre la

diferenciacion osteo/odontogénicas de las iDPSCs.

iIDPSCs son aisladas de la pulpa inflamada de incisivos de ratas y

cultivadas con MTA.

Las iDPSCs tratadas con MTA tienen mayor actividad de ALP y nédulos
mineralizados y los marcadores osteo/odontogénicos presentan también mayor
actividad. Aumento de P65 citoplasmatica y P65 nuclear. Al inhibir NF-B se
suprime la induccién del MTA en la diferenciacion de las iDPSCs, disminuyen
los niveles de ALP, debilita la capacidad de mineralizacion y disminuye los

genes osteo/odontogénicos (Osx, OCn y Dspp).

Por tanto, el MTA mejora la capacidad osteo/odontogénica de las iDPSCs

mediante la activacion de NF-B.

Guven EP &cols en el mismo afio comparan los efectos téxicos de los

cementos en las células gérmenes dentales (hTGSCs). El propdsito de este
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estudio fue investigar los potenciales efectos citotoxicos de iRoot SP y el MTA
Fillapex en hTGSCs en comparacion con AH Plus Jet, que se ha demostrado

ser un material dental que no es toxico.

Los materiales son empaquetados en anillos de Teflon y cocultivados con
hTGSCs. Los cubreobjetos se cubren con MTA Fillapex, iRoot SP y AH Plus y
se realiza SEM. Las muestras son almacenadas en determinadas condiciones
y se visualiza la viabilidad celular por MTT test. Esto se analiza a las 24h-72h-1

semanay 2 semanas

El MTA fillapex muestra un efecto toxico significativo comparado con el
grupo control (p<0.008) en el dia 1. En este dia no se observa reduccion de la
viabilidad celular en comparacion con otro grupos. En los dia 3, 7y 14 el MTA
fillapex muestra mas efectos toxicos que iRoot SP. En el dia 7 se observa una
reduccion significativa en la viabilidad celular con iRoot SP en comparacion con
el grupo control. Los niveles mas altos de células adjuntas con material se
observaron para iRoot SP y el grupo de control durante todo el periodo.
Después de 24 horas, el MTA Fillapex ejercio su efecto citotoxico, reduciendo
el numero de células unidas a la superficie. Las células embebidas en AH Plus

muestran verdaderos cambios morfoldgicos el dia 7.

En el presente estudio, los resultados citotoxicos graves se detectaron
con MTA Fillapex mas de dos semanas. Basandose en los resultados de este
estudio, iRoot SP y AH Plus Jet parecen ser mas adecuado como selladores de

conductos radiculares.
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Tabla 6.-Estudios que utilizan marcadores de superficie celulares.

AUTOR ANO MARCADOR TIPO DE ESTUDIO
Harumi_ Myagi SP 2010 coldgeno tipo I, Invitro
&cols. * fibronectina y
tenascina
Liao J &cols. 2011 STRO-1, CD90, In vivo e in vitro
CD146, CD73,
CD105

En 2010 Harumi Myagi SP&cols analizan la expresion y distribucion de las
proteinas encontradas en la pulpa dental ECM (colageno tipo I, fibronectina y

tenascina)

Las células madres inmaduras usadas para dientes deciduos son las
lineas celulares DL-1 y DL-4 y para permanentes DL-2. Para observar la
distribucion de las proteinas ECM se usa la inmunofluorescencia. Para evaluar

la expresién de los genes se usa RT-PCR.

El colageno tipo | aparece menos evidente en DL-2 que en otras
hIDPSCs. La fibronectina y tenascina son menos claros en DL-4. La RT-PCR
muestra que el colageno tipo | se expresa menos en DL-2 mientras que en la

fibronectina y tenascina se expresan de forma similar en todas hIDPSCs.

La distribucion y expresion de las proteinas ECM difieren entre todas las
hIDPSCs. Estas diferencias parecen estar relacionadas con las condiciones del

diente donante.
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Liao J&cols en su estudio de 2011 pretenden detectar la expresion de los
marcadores MSC en los tejidos periapicales inflamados y las caracteristicas de

estas células aisladas.

Estas células fueron coleccionadas y aisladas para detectar la expresion

de los marcadores mediante inmunohistoquimica.

Se muestra tincién inmunohistoquimica positiva para los marcadores MSC
STRO-1, CD90 y CD146 en los tejidos periapicales inflamatorios. Células
aisladas en el paso 0 aparecen como fibroblastos tipicos y algunas se
presentan como fibroblastos formadores de colonias (CFU-Fs). En el siguiente
paso las CFU-F disminuyen su capacidad de formacion. La citometria de flujo
muestra que en el paso 2 estas células expresan bajos niveles de STRO-1 y
CD146 y moderada elevacion de CD90, CD73 y CD105. En el paso 6 los
niveles de estos marcadores decrecen. La expresion de CD34 y CD45 son
negativas. Cuando se cultivan en un medio especifico de diferenciacion
muestran fuerte capacidad osteogénica pero débil adipogénica. Después del
transplante de las células del tejido inflamatorio in vivo, forman tejido

mineralizado pero no tejidos de hueso ectopicos.

Los tejidos inflamatorios periapicales expresan marcadores MSC. Las
células aisladas exciben el inmunofenotipo tipico de las células mesenquimales
con una capacidad para la mineralizacion de la matriz tanto in vivo como in
vitro. Por lo tanto, el estudio demuestra que células progenitoras
mesenquimales estaban presentes en los tejidos periapicales inflamados como
lo demuestra la expresion de marcadores de células madre mesenquimales

STRO -1y CD146 en los tejidos y en las células aisladas en cultivo.
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7.- CONCLUSIONES

1.- La mayoria de los estudios experimentales para regeneracion pulpar
se han llevado a cabo con células madre de la pulpa dental (DPSCs) y células

madre de la papila apical (SCAPS).

2.- Como respuesta al objetivo dos los factores de crecimiento mas
conocidos y utilizados para la regeneracion pulpar son: BMP-2, BMP-7, DMP-1,

FGF-2, TGF-B1y VEGF.

3.- Los andamiajes o scaffolds utilizados en los diferentes estudios
experimentales fueron colageno, acido glicélico-lactico (PLG), tejidos
tridimensionales disefiados a partir de células madre de la pulpa dental

(DPSCs), plasma rico en plaquetas y acido hialuronico.

4.- En cuanto a la desinfeccion del canal radicular se recomienda que se
realice con concentraciones bajas de NaOCI (1.5%) y una etapa final de
irrigacion con EDTA al 17%. Por otra parte, en la medicacion intraconducto la

pasta triantibiética y el Ca(OH), son los mas utilizados.

5.- El iRoot SP y AH Plus parecen ser mas adecuados como selladores

de conductos radiculares que MTA Fillapex.

6.- Las moléculas de sefializacién expresadas por DPSCs que se han
demostrado influir en la regeneracion pulpar son las siguientes: CD13, CD29,

CD44, CD59, CD73, CD90, CD105, CD146 y STRO - 1.
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