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2.RESUMEN

La caries dental es una enfermedad de alcance mundial, en paises industrializados mas del
90% de la poblacién adulta es afectada. De no ser tratada a tiempo llega a dafar los tejidos
dentales hasta alcanzar la pulpa ocasionando una respuesta inflamatoria reversible inicial
hasta progresivamente tornarse irreversible. En estos casos para mantener la vitalidad del
diente, el tratamiento de eleccion implica la eliminacion de la parte afectada, aplicando un
biomaterial en contacto con la pulpa. Este procedimiento se recomienda como una
alternativa al tratamiento de conductos en dientes vitales. Como resultado del tratamiento se
busca la formacion de dentina que proteja a la pulpa y preserve sus funciones. Diversos
biomateriales y moléculas bioactivas se han estudiado con la finalidad de inducir la formacién
de dentina en la comunicacion pulpar.

El objetivo de este proyecto fue evaluar la regeneracion del complejo pulpo-dentinario en
molares de ratas Wistar a 4 semanas realizando comunicacion pulpar y aplicando un péptido
derivado de la proteina del cemento 1, la proteina CEMP1-pl y comparandolo con el
estandar de oro en endodoncia: MTA.

Se utilizaron ratas macho Wistar. Se realiz6 la comunicacion pulpar en el primer molar
superior derecho, se conformaron los siguientes grupos: Grupo 1: Control positivo MTA;
Grupo 2: Control gelfoam; Grupo 3: Experimental CEMP1-pl. Después de 4 semanas se
realizé la eutanasia y se procesaron los tejidos para su andlisis histomorfolégico e
inmunofluorescencia.

El analisis histomorfoldgico mostré infiltrado inflamatorio leve y formacién de dentina terciaria
tipo osteodentina, con vitalidad del tejido pulpar remanente e integridad en los tejidos
periapicales en los grupos de MTA y CEMP1-p1. La inmunofluorescencia mostré positividad
para marcadores de tejidos mineralizados (dentina, hueso y cemento) también en ambos
grupos MTAy CEMP1-pl.

A pesar de no haber regeneracion con morfologia similar a la fisiol6gica de la dentina, la
aplicacion de CEMP1-p1 resultd ser un buen candidato para los procedimientos destinados
a restaurar la integridad funcional de los tejidos dentales dafados.



ABSTRACT

Tooth decay is a worldwide disease. In industrialized countries more than 90% of the adult
population is affected. If it is not treated on time, it damages the dental tissues until reaching
the pulp causing an initial reversible inflammatory response, progressively becoming
irreversible. In these cases, to maintain the vitality of the tooth, the treatment of choice
involves the removal of the affected part, applying a biomaterial in contact with the pulp. This
procedure is recommended as an alternative to root canal treatment for vital teeth. As a result
of the treatment, dentin formation is sought to protect the pulp and preserve its functions.
Various biomaterials and bioactive molecules have been studied in order to induce dentin
formation in pulp communication.

The objective of this project was to evaluate the regeneration of the pulp-dentin complex in
Wistar rats molars at 4 weeks by performing pulp communication and applying a cementum
protein 1-derived peptide (CEMP1-pl), compared with the gold standard in endodontics:
MTA.

In this study, male Wistar rats were used. Pulp communication was made in the right upper
first molar, the following groups were formed: Group 1: MTA positive control; Group 2:
Gelfoam control; Group 3: Experimental CEMP1-pl. After 4 weeks, euthanasia was
performed and the tissues were processed for histomorphological analysis and
immunofluorescence.

Histomorphological analysis showed a mild inflammatory infiltrate and osteodentine-type
tertiary dentin formation, with vitality of the remaining pulp tissue and integrity in the periapical
tissues in the MTA and CEMP1-pl groups. Immunofluorescence showed positivity for
mineralizaed tissue makers (dentin, bone and cementum) also in both MTA and CEMP1-pl
groups.

Despite the absence of regeneration with a morphology similar to the dentin physiology, the
application of CEMP1-p1l turned out to be a good candidate for the procedures intended to

restore the functional integrity of the damaged dental tissues.



3.INTRODUCCION

La caries dental es un problema de salud bucal en la mayoria de los paises industrializados,
afectando 60-90% de los escolares y a la mayoria de los adultos (mas del 90%) (1). Si no se
interviene, llegara a formar una cavidad que puede dafar el esmalte y la dentina hasta
alcanzar la pulpa dental. Las bacterias y sus toxinas penetran por los tubulos dentinarios
hasta alcanzar el tejido pulpar, lo que ocasiona una respuesta inflamatoria, que inicialmente
sera reversible, hasta progresivamente tornarse irreversible. En estos casos para mantener
la vitalidad del diente, el tratamiento de eleccion implica la eliminacién de tejido cariado y en
algunos casos de la una porcion de la pulpa, aplicando un material biocompatible (Terapia
Pulpar Vital). Este procedimiento se recomienda como una alternativa al tratamiento de
conductos en dientes vitales (2, 3).

Aungue la Terapia Pulpar Vital se remonta al siglo XVIlII, con los avances en la biologia ha
sido posible emplear enfoques novedosos. Con una mejor comprension de las ciencias
basicas, el avance de nuevos materiales e innovaciones tecnoldgicas, la terapia endoddntica
ha ido evolucionando, ofreciendo mejores resultados clinicos.

Segun la Asociacibn Americana de Endodoncia, la endodoncia regenerativa son todos los
"procedimientos biologicos disefiados para reemplazar las estructuras dafiadas, incluidas la
dentina y las estructuras radiculares, asi como las células del complejo pulpo-dentinario” (4).
Actualmente la terapéutica se centra en la resolucion de la enfermedad y en la supervivencia
dental. Aunque la regeneracién completa del complejo pulpo-dentinario con tejido que se
asemeje al nativo sigue siendo el objetivo final, cada vez se busca emplear terapias mas
sofisticadas para lograrlo.

Entre los materiales mas utilizados para la terapia pulpar estan el Hidroxido de Calcio y MTA.
En los dltimos afios se ha identificado una proteina especifica del cemento: la proteina del
cemento 1 (CEMP1). CEMP1 tiene una masa molecular de 25.9kDa y esta formada por 247
aminoacidos (5). Diversos estudios indican que promueve la diferenciacion cementoblastica
de células mesenquimales del ligamento periodontal (6-8). Estudios in vivo demuestran que
induce la regeneracion 0sea en defectos de tamafo critico de calvaria en ratas Wistar (9).
Posee propiedades intrinsecas para unirse a los cristales de hidroxiapatita y de fosfato

octacélcico (10, 11).
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La utilizacion de proteinas nativas y recombinantes del cemento radicular, presentan
limitaciones técnicas (extraccién y purificacion) y financieras. Recientes investigaciones se

han centrado en el desarrollo de compuestos peptidicos miméticos o de identificacion de
dominios funcionales dentro de las mismas. Al usar una cadena corta de aminoacidos, estos
se pueden utilizar en altas concentraciones, no provocan una reaccion inmune y son
econdmicos (12). Recientemente se identific6 la secuencia de aminoacidos
MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN, que corresponde a los primeros 20 aminoacidos de la
secuencia de la proteina CEMP1. Este fragmento se denomind péptido 1 de CEMP1
(CEMP1-pl). Diversos estudios han mostrado el efecto del péptido CEMP1-p1 como inductor
del proceso de mineralizacion. Promueve la diferenciacion de las células del Ligamento
Periodontal hacia un fenotipo "mineralizante”, muestra propiedades osteoinductoras y
osteogénicas, mejorando la deposicidn fisioldgica y la maduracion de hueso recién formado
en defectos de tamafio critico en calvarias de ratas Wistar (13). Posee afinidad y promueven
el crecimiento de cristales de hidroxiapatita in vitro (14).

En la actualidad se buscan técnicas no invasivas para conservar el maximo de la estructura
dental, usando materiales biocompatibles, para prolongar la vida del érgano dentario.
Diversos estudios muestran que utilizando moléculas bioactivas se puede regenerar el
complejo pulpo-dentinario, logrando la formacién de un sello que proteja al tejido y mantenga
la vitalidad pulpar remanente. El péptido sintético CEMP1-pl es una opcién adecuada, ya

gue se ha comprobado que interviene en procesos celulares que inducen mineralizacion.
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4. ANTECEDENTES

ESTRUCTURA DENTAL

El diente es un 6rgano complejo que consiste en estructuras altamente organizadas. Se
desarrolla dentro de la mandibula y maxilar y después de la erupcion su raiz (raices) estan
firmemente ancladas en el hueso alveolar propio. Entre el diente y hueso, existe una capa
delgada de membrana llamada Ligamento Periodontal (LP), que juega un rol importante ya
gue provee multiples funciones para mantener el diente, ademas sirve para absorber fuerzas
0 como amortiguador que evita la transmision de estas hacia el diente.

El diente esta formado por células que se originan del ectodermo y mesodermo. El esmalte
esta formado por ameloblastos derivados del ectodermo, células que desaparecen después
de la formacién completa del tejido duro.

El tejido pulpar y dentinario conforman una verdadera unidad biolégica estructural,
embrioldgica y funcional conocida como complejo pulpo-dentinario.

Los odontoblastos son importantes para ambos tejidos. Desde el punto de vista estructural,
los odontoblastos se localizan en la interfase existente entre la pulpa y la dentina y su
prolongacion principal o proceso odontoblastico se ubica en el interior de los tubulos

dentinarios, recorriendo gran parte del espesor dentinario.

Estructura dental. Esmalte,
Dentina, C Pulpa, [ Cemento, = Ligamento Periodontal,

Hueso Alveolar, ©- Odontoblastos (15).
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La dentina es secretada por los odontoblastos, y la pulpa dental depende de la proteccion
provista por la dentina. Desde el punto de vista embriolégico, ambos tejidos dentinario y
pulpar, tienen su origen en la papila dentaria. El hecho de que sean considerados como una
unidad implica que los impactos sobre la dentina afectan a los componentes pulpares, y que

las alteraciones en la pulpa afectan la cantidad y calidad de la dentina producida.

1 DESARROLLO DENTAL

Se distinguen una serie de etapas segun la morfologia de los gérmenes dentarios durante el
desarrollo:

- Brote o yema

- Casquete

- Campana

El desarrollo de los dientes comienza con la migracion de células de la cresta neural hacia
el maxilar y la mandibula. El ectodermo oral de la superficie del maxilar y de la mandibula
se engruesa dando lugar a bandas en forma de C (lamina dental).

Hacia la sexta semana de vida intrauterina comienza la diferenciacion de esta lamina en el
mesénquima de la cresta neural, los primordios epiteliales de cada diente comienzan a tomar
forma de brotes dentarios, correspondientes a los 10 dientes por cada maxilar
(correspondiente a los dientes deciduos). Los gérmenes dentarios se asocian con
condensaciones de células mesenquimatosas.

Los brotes siguen creciendo y se invaginan para llegar al periodo de casquete. En este
periodo se observan una serie de capas que forman el 6rgano del esmalte: una capa externa

que corresponde al “epitelio_dental externo”, una capa interna de ameloblastos “epitelio

dental interno”, y un centro de tejido laxo “reticulo estrellado”. EI mesénquima originado de

la cresta neural se sitla en la indentacion y forma la papila dental, precursor del complejo
pulpo-dentinario.

Mientras se profundiza la indentacion, el diente cambia y adopta el aspecto de campana.
Durante el periodo de campana, las células mesenquimatosas de la papila adyacente a la
capa dental interna de ameloblastos se diferencian en células epiteliales cilindricas, los

odontoblastos, que mas tarde sintetizan dentina (15).
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La diferenciacion de los odontoblastos ocurre a partir de las células ectomesenquimales de
la papila que se transforman primero en preodontoblastos, luego en odontoblastos jévenes
y, por ultimo, en odontoblastos maduros o secretores. La capa de odontoblastos persiste
durante toda la vida del diente, produciendo constantemente predentina.

En la periferia del diente en desarrollo, se forma una condensacion de células
mesenquimatosas, denominada “saco dental”, el cual formara el tejido de sostén del diente

(cemento, ligamento periodontal y hueso alveolar).

/Epilelio oral
Surco V &
gingivolabial Lengua prm—— Lami
# \ amina
/ 7 | ? dental
Labio Primordio del origen S
. del esmalte 4 \
\ \\\
\ \\ \
Primordio S
dentario Primordio de la pulpa
(mesenquma /
A de la cresta neural)
Desarrollo de un diente.
— Corte parasagital de la mandibula de
Vaina Lamina odontoblastos 16
externa, =& dental <\ _—Lémina un embrién humano de 14 semanas,
i \ Capa de \ dental | | I .,
Re:lcllljlz X ameloblastos NNy que muestra a ocalizacion
estrellado \\ Nt " :
\ = )4 ‘\\ / B relativa del germen  dentario.
- ) | . . '
Capa de T st 4 Reticulo } = Primordio Primordio dentario en fase de yema
ameloblastos——7 B, Organo estrellado — A del diente brion de 9
- Silasralls \ permanente en un embrion e semanas.
|4 Primordio . . . .
_— )/ o Ta piba e Primordio dentario en estadio de
dept | dental D .,
W e casquete en un embrién de 11
Eamalion semanas. Obsérvese el organo del
Dentina SN : . . L
SN /E_D"?"O esmalte. Primordio de un incisivo
Restosdelacapa 7/ / | " gingival .
de ameloblastos g \ central en estadio de campana, en un
Lamina dental
Esmalte / en regresion -_‘.;_;__O embrion de 14 semanas, antes
| rgano
Dentina \ - Caps d; t , :'rzzfr"eas"'sn del depésito del esmalte o la dentina.
0 ~ odontoblastos
Capall gle\/g(\ \ \ \ Capa Incisivo de un feto a término antes
ameloblastos f /. \
I/ cemenloblaslos L. ..
— del proceso de erupcion. - Incisivo en
apa de
odontoblastos >~ Primordio

erupcién parcial donde se observa el

) ; Flbras
Primordio del ligamento
# \ del diente del diente periodontal
Pulpa dental K \ permanente permanente
Nervios y vasos
E Reticulo estrellado / de la pulpa
Hueso del dental

alvéolo dentario

primordio de un diente permanente

proximo a una de sus raices (16).

Se han identificado diversas moléculas y factores que intervienen en las distintas fases del
proceso. Los componentes mas importantes que participan en la interaccion epitelio-
mesénquima son: BPM, FGF, Shh y proteinas Wnt (17).

Los factores BMP — especialmente BMP-4- estimulan al mesénquima de la yema para que

exprese marcadores moleculares como los factores de transcripcion Msx-1 y Msx-2, los
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cuales contribuyen a determinar el patron microscépico del érgano dentario. FGF regulan la
morfogénesis epitelial y desarrollo del mesénquima estimulando la proliferacion local. Las
proteinas Shh, regulan el crecimiento y forma del diente. Las proteinas Wnt intervienen en

la regulacién de la proliferacion, migracion y diferenciacion celular.

Senales
del nudo
de esmalte: BMP-4, -7

Senales epiteliales: BMP-4
Shh

FGF8 b0y Etapa Shh
Lamina dental tapa de yema e copa Cvcr;‘f;

Etapa de campana

A

BMP-4 FGF-8 Lef-1

Reticulo
estrellado

Msx-1,-2  +
BMP-4 + Senales )
Egr-1 + de papila Apoptosis
Sindecan  + dental: BMP-4, del nudo de esmalte
Tenascina + FGF-3,

Activina BA

Odontoblastos

B ’_’/4 o Ameloblastos
————4t—————— Seextirpa Se anade una esfera O Papila

ectodermo liberadora de BMP-4 danta)
BMP-4 - Msx-1,Msx-2 +
Msx-1,Msx-2 - Egr-1 +
Egr-1 - Sindecan
Sindecan - Tenascina
Tenascina

Interacciones inductivas que se producen durante el desarrollo de los dientes. Las moléculas asociadas a la flecha verde son
componentes de la sefial emitida por la lamina dental ectodérmica para el mesénquima de la cresta neural subyacente; las moléculas
asociadas a la flecha violeta representan sefiales enviadas por la papila dental al ectodermo que la cubre; las moléculas junto a la flecha
rosa constituyen sefiales enviadas por el nudo de esmalte a la papila dental. == Experimento in vitro que muestra cémo una particula que
libera proteina morfogénica 6sea 4 (BMP-4) puede inducir al mesénquima dental para que exprese marcadores especificos (Msx-1, Msx-
2y Egr-1). FGF, factor de crecimiento fibroblastico; Shh, Sonic hedgehog (17).

1.1 DENTINOGENESIS

La dentinogénesis abarca los mecanismos por los cuales la papila dental elabora por medio
de sus células especializadas, los odontoblastos, una matriz organica que luego se calcifica
formando dentina. Se consideran tres etapas:
- Elaboracion de la matriz organica, compuesta por una trama fibrilar y componente
fundamental amorfo.
- Maduracion de la matriz.

- Precipitacion de sales minerales (mineralizacion).
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La formacion dentinaria comienza en la etapa de campana, inicia en el vértice de la papila
dental que corresponde a las futuras cuspides, continuando en direccién cervical para

conformar la dentina coronaria (18).

a) Ciclo vital de los odontoblastos
Los odontoblastos se diferencian de las células ectomesenquimales de la papila dental, bajo
la influencia inductora del epitelio interno del esmalte. El odontoblasto presenta varias etapas
dentro de su ciclo vital:

- Células mesenquimatosas indiferenciadas.

- Preodontoblastos.

- Odontoblastos jovenes.

- Odontoblastos secretores.
Las células mesenquimales indiferenciadas son pequefias con forma estrellada y nucleo
grande, escaso citoplasma con pocas organelas. Sintetizan y segregan en la MEC colagena
tipo | y Ill, proteoglicanos, glicosaminoglicanos sulfatados y fibronectina. Su diferenciacion
es precedida por la maduraciéon de los preameloblastos. Progresivamente las células
ectomesenquimales incrementan su volumen, contienen mayor cantidad de organelas,
adoptando una forma cilindrica baja con prolongaciones citoplasmaticas proximales
denominandose ahora preodontoblastos. Los preodontoblastos se ubican proximos unos
a otros, adquieren un epitelio cilindrico simple. Inician su diferenciacion terminal a
odontoblastos jovenes, con una Ultima division mitética.
Los odontoblastos jovenes desarrollan sistemas de unién entre ellos, aumentan su volumen
celular y toman forma mas cilindrica, su nucleo se desplaza hacia la zona distal. Se observa
una prolongacién o proceso odontoblastico, que caracteriza al odontoblasto joven.
Cuando el odontoblasto inicia su actividad secretora se le denomina odontoblasto secretor,
segrega predentina entre el drgano del esmalte y los odontoblastos. Esta predentina esta
formada por colagena |, V y VI. Cuando la prolongacion odontoblastica del odontoblasto
gueda alojada en el tubulo dentinario, se le conoce como odontoblasto maduro. Este
odontoblasto continta contribuyendo durante el resto de la vida del diente a la sintesis y

mineralizacién, manteniendo la matriz dentinaria (18).

16



P o <— Dentina

<— Predentina

<— Predentina

Odontoblasto
maduro
secretor

Polo dis-
tal

:..
0;'% Odontoblasto

Y b secretor
G
e @

Lémina basal
e 11100l CA
(futura CAD)

Ameloblastos
Esmalte

Dentina

4 XN
@ o o)
W | Odontoblasto
L' & joven

Ameloblastos
jovenes

.

\ g .
Epitelio ('xlvn:}\

del 6rgano g

del esmalte

Ldmina basal
amelobldstica

Epitelio Papila
interno dental A
preamelobldstico oy Ue— Preodontoblasto

Germen dentario
en estadio aposicional Célula
subodontobldstica
de Hohl

Epitelio interno
preamelobldstico
Células mesenquimaticas
de la papila dental

b) Formacion de la predentina o dentina de manto

Estadios de diferenciacion de los

odontoblastos (17).

La primera predentina que se forma corresponde a la dentina de manto, tiene su origen en

la papila dentaria. Su MEC esta formada por fibras colagenas gruesas incluidas en

abundante sustancia fundamental amorfa. Los odontoblastos una vez que la elaboran,

participan en la mineralizacion de la siguiente forma:

- Captan y almacenan calcio.

- Elevan la concentracion local de iones fosfato, por la fosfatasa alcalina que se localiza

en la superficie y se difunde en la MEC.

- Formando las vesiculas matriciales.
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El calcio alcanza la predentina a través del odontoblasto, ya que posee canales de calcio
tipo L, sistema de intercambio Na+/ Ca++ y el sistema de ATPasa dependiente de calcio. El
calcio se acumulara en algunas organelas como las mitocondrias (15).

Las vesiculas matriciales, son formaciones esféricas de 100 a 200 nm de diametro. Se
originan por gemacion a partir del odontoblastos. En su interior el calcio y fosfato se
precipitan al encontrar un microambiente adecuado. Los iones acumulados en las vesiculas
precipitan como fosfato célcico amorfo, para finalmente transformarse en cristales de
hidroxiapatita, ricos en magnesio.

La formacion de cristales es compleja. Primero aparecen particulas nanométricas, que
forman la primera entidad visible del componente mineral. Se disponen una junto a otras en
cadenas de agujas de 1-2 nm. La coalescencia de estas cadenas da lugar a cristales que
forman placas. Estas placas expanden hasta formar cristales (15).

Al crecer los cristales rompen las vesiculas, esparciéndose a la matriz circundante. Los
nacleos se fusionan con otros, constituyendo un frente lineal de clasificacion. La
osteopontina y sialoproteina dentinaria (DSP) participan en la configuracién de estos focos
iniciales de calcificacion. Los cristales siguen una orientacién definida con respecto a las

fibras colagenas, se disponen tanto en la superficie como en su interior (15).

Ca” s
Crecimiento
po, del cristal

Ruptura
de la vesicula

Fibras
colagenas

J

Vesiculas
matriciales

Vesicula
matricial

Canales de Ca -
o0 Ca ATPasa

Intercambio Na/Ca < °Q°wﬂ:
Mitocondria «Jo@ %@
Z R

Ca ATPasa 4

Formacién de predentina (15).
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c) Formacion de la dentina
La MEC de la dentina esta formada por fibras coldgenas mas finas y con disposicién mas
irregular a diferencia de la predentina, y la mineralizacién no se forma por vesiculas, sino
gue sigue un patréon globular. Esto implica que se produce por aposicion de cristales de
hidroxiapatita en varios puntos a la vez, formandose nucleos de cristalizacion globulares
(calcosferitos), que después se fusionan con sus vecinos.
La formacion de la dentina consiste en la secrecién de colagena y proteoglicanos por el
odontoblasto. La colagena configura una red fibrilar y los proteoglicanos desarrollan ahi su
actividad metabdlica. Los procesos odontoblasticos transportan la fosfoproteina dentinaria
(DPP) y proteoglicanos que son vertidos por exocitosis forman el frente de mineralizacion,
en donde el odontoblastos liberara también iones calcio. En el frente de mineralizacion se
forman los calcosferitos, con un diametro entre 10-20 um. El ratio Ca/P de los calcosferitos
de la corona es mas alto (1.63 + 0.27) que en la raiz (1.46 + 0.28) (15).
Esta dentina esta méas calcificada que la dentina de manto o predentina, pero la estructura
histolégica es similar.

Dentina

DPP, PG g Frente de
proteinas Gla mineralizacion

Odontoblasto 1

Mitocondriaf

Reticulo
Endoplasmico 7
Rugoso

Formacion de dentina (15).
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2 DENTINA

Esta compuesta de un 70% de cristales inorganicos de hidroxiapatita, un 20% de fibras
organicas de colageno con pequefias cantidades de otras proteinas y un 10% de agua de

peso.

a) Matriz organica
Esta formada principalmente por colagena tipo I, que es sintetizada por odontoblastos y
representa el 90% de dicha matriz. Los tipos I, IV, V y VI se han descrito también en
pequefias proporciones.
La colagena es una proteina estructural importante en la MEC del hueso y dentina. Esta
formada por tres cadenas polipeptidicas “tropocolagena”. Cada cadena posee la secuencia
glicina- prolina- hidroxiprolina (Gly-X-Y), sus residuos interactian con moléculas formando
una estructura fibrilar (triple hélice). La colagena es un reservorio de cationes, aniones y
moléculas. La colagena tipo | forma un andamio para la precipitaciéon de fosfato de calcio
amorfo y su eventual transformacion a cristales de hidroxiapatita. Aunque el proceso de
nucleacion y mineralizacion es controlado por un grupo de proteinas no colagenas.
Se han detectado proteinas semejantes a las existentes en la matriz 6sea como la
osteonectina, osteopontina, y proteina Gla de la dentina (similar a la osteocalcina) que
contiene &cido y-carboxiglutamico (19).
También se localizan proteinas propias de la dentina como la fosfoproteina dentinaria (DPP)
gue es el segundo componente mas abundante de la dentina, la proteina de matriz dentinaria
1 (DMP1) y sialoproteina dentinaria (DSP).
La DMP1 pertenece a las proteinas no colagenas denominadas SIBLING, que presentan un
dominio arginina, glicina y aspartato (RGD), el cual es un ligando de unién a integrina que
puede regular la adhesién celular. La DMP1 es altamente fosforilada con fuerte afinidad al
calcio, capacidad para unirse a la colagena | y autoensamblarse en una estructura p-laminar,
facilitando la nucleacion de cristales de hidroxiapatita. En su procesamiento da lugar a dos
fragmentos: un fragmento amino-terminal glicosilado que se localiza en predentina, que es

un regulador negativo de la nucleacion de hidroxiapatita; asi como un fragmento carboxilo-
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terminal localizado en areas de mineralizacion y se acumula en el nucleo de células
mesenquimales (19).

La Sialofosfoproteina dentinaria (DSPP) forma parte de las proteinas SIBLING. A partir de
la protedlisis de DSPP se generan dos fragmentos: DSP y DPP. DSP es la segunda proteina
més abundante de la dentina y es considerado un marcador fenotipico de la dentina. Regula
negativamente el proceso de biomineralizacion, y también regula la expresiéon de DMP1

durante la dentinogénesis y su presencia es vital para la mineralizacion de la dentina (19).

Los proteoglicanos también estan presentes en la matriz dentinaria. El condroitin 4-sulfato y
el condroitin 6-sulfato son los GAG més frecuentemente. Proteinas del suero, como la
albumina, fosfolipidos y factores de crecimiento se han identificado también. Algunos
factores de crecimiento implicados en la diferenciacién de odontoblastos son:
- Hormona de crecimiento (GH) juega un papel como paracrino o autdcrino en el
desarrollo dental.

- IGF-1y -2 (de la familia de IGF: Factores de Crecimiento Similares a la Insulina).

Componentes de la MEC dentinaria (18).

Fibras colagenas Glucoproteinas/sialoproteinas
- Tipol - Osteonectina
- Tipo | trimérico - Sialoproteina dentinaria (DSP)
- TipoV - Fosfoproteina dentinaria (DPP)
- Tipo lll - Sialoproteina osea
- Tipo VI, IX, X, XI, XIl - Osteopontina
- Glucoproteina acida 6sea 75
- Sindecan 2
- Alfa-2-HS-glucoproteina (AHSG)
- Laminina
Proteoglicanos Proteinas derivadas del suero
- Decaorina (PG Il) - Albumina
- Biglucano (PG I) - Fibronectina
- Condroitina, con 4- y 6- sulfato - Inmunoglobulinas

- Dermatan sulfato
- Queratan sulfato
- Heparan sulfato

Lipidos Fosfoproteinas

- Fosfolipidos - Proteina de la matriz dentinaria 1, 2
- Colesterol - G- Carboxiglutamato A

- Ester de colesterol - Osteocalcina

- Triacilgliceroles - Proteina Gla de la matriz

Enzimas proteoliticas Factores de crecimiento

- Enamelisina

- Metaloproteinasa de la matriz (MMP)

- Inhibidores tisulares de metaloproteinasas
de la matriz (TIMP)

- Gelatinasas
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- TGF-Bl, -2 y -3; BMP-2, -4 y -6 participan en la polarizacion y diferenciacién de los
odontoblastos. TGF-Bf1 desempefia un papel importante en la regulacion de la

respuesta inflamatoria y procesos tisulares regenerativos (20).

b) Matriz inorganica

Compuesta por cristales de hidroxiapatita, similares quimicamente a los del esmalte,
cemento y hueso. Se diferencian de los cristales del esmalte porque son mas pequefios y
delgados, méas parecidos a los del tejido 6seo. Las dimensiones son 36 nm de longitud, 25
nm de anchura y 10nm de altura. Se orientan de forma paralela a las fibras de coldgena de
la matriz, disponiéndose entre y dentro de las fibras.

Ademas, hay cierta cantidad de fosfatos amorfos, carbonatos, sulfatos y oligoelementos
como fldor, cobre, zinc, hierro, magnesio, etc. Hay calcio ligado a los componentes de la

matriz orgéanica que actian como reservorio de cristales de hidroxiapatita.

Los componentes de la matriz dentinaria han sido objeto de estudio, debido a sus
propiedades bioactivas. Es por eso que se considera como un reservorio de factores de
crecimiento y citocinas (21). Los cuales son secretados por los odontoblastos durante la
dentinogénesis primaria. Estos pueden liberarse durante la desmineralizacion de la matriz
ante la accién acida de la caries dental, tratamiento quimico (EDTA o acido grabador) o por
materiales restauradores a base de hidroxido de calcio, MTA (mineral tribxido agregado) o
Biodentine (22, 23).

La pulpa posee un potencial regenerativo bien reconocido en la dentinogénesis reparativa
(21, 24). Los factores de crecimiento derivados de la dentina también desempefian un papel
clave en la regulacion del reclutamiento de células progenitoras, proliferacion celular y
diferenciacion de nuevas células secretoras de dentina (21, 24). Algunos factores (FGF,
TGF-1, BMP-7) han sido aplicados como una opcién terapéutica en recubrimientos
pulpares, observandose diferenciacion de nuevas células similares a los odontoblastos (20).
Estos factores de crecimiento que permanecen “secuestrados” en la matriz extracelular
mineralizada de la dentina, son clave durante la mineralizacion, ya que su liberacion puede

ser responsable de una serie de eventos de sefializacion que orquestan y estimulan la
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diferenciacion de células troncales. EI MTA al contener hidroxido de calcio, y permanecer
bajo las restauraciones en contacto con la dentina, permite la liberacidn continua de factores

de crecimiento bioactivos derivados de la dentina (23).

Factores clave y morfégenos presentes en dentina conocidos por su papel clave en la regeneracién y reparacion (25).

Cuadro 2. Componentes de la matriz extracelular de la dentina.

Factores de crecimiento claves en la matriz Funcién regenerativa
dentinaria
TGF-b1 Involucrado en la diferenciacion de odontoblastos primarios vy
Factor de crecimiento transformante beta 1 promueven dentinogénesis terciaria.
TGF-b2 Su expresion regula la diferenciacion de DPSCs a un fenotipo
Factor de crecimiento transformante beta 2 mineralizante.
TGF-b3 Promueve diferenciaciéon odontoblastica.
Factor de crecimiento transformante beta 3
BMP-2 Promueve diferenciacion odontoblastica en modelo in vivo e in vitro y la
Proteina Morfogénica Osea 2 induccion de DSPP, aumenta la actividad de fosfatasa alcalina.
BMP-4 Aumenta la diferenciacion odontoblastica.
Proteina Morfogénica Osea 4
BMP-7 Promueve el fenotipo mineralizante de DPSCs.
Proteina Morfogénica Osea 7
IGF-1 Promueve proliferacion y diferenciacion de DPSCs y SCAP en un
Factor de crecimiento insulinico-1 fenotipo mineralizante.
HGF Promueve migracion, proliferacion y supervivencia de MSCs.
Factor de crecimiento hepatico
VEGF Potente factor angiogénico que ha demostrado promover la formacién
Factor de Crecimiento Endotelial Vascular de vasos sanguineos en dientes implantados subcutaneamente en
ratas SCID.
ADM Promueve diferenciacion odontoblastica por la activacion de p38.
Adrenomedulina
FGF-2 Promueve quimiotaxis y angiogénesis.
Factor de Crecimiento de Fibroblastos 2
PDGF Promueve angiogénesis, quimiotaxis de MSCs, modula el proceso de

Factor de crecimiento derivado de plaquetas diferenciacion odontoblastica, actua sinérgicamente con otros factores
de crecimiento.

EGF Mejora la diferenciacion neurogénica de DPSCs y SCAP.
Factor de crecimiento epidérmico
PIGF Promueve angiogénesis y diferenciacion osteogénica de MSCs.
Factor de crecimiento placentario
BDNF Promueve crecimiento neuronal y focalizacién axonal.
Factor neurotrofico derivado del cerebro
GDNF Promueve regeneracién nerviosa in vivo y proliferacién/ supervivencia
Factor neurotréfico derivado de la glia de células pulpares.
GDF-15 Promueve regeneracién axonal y funcion después de dafio, y juega un

Factor de diferenciacion/crecimiento 15 papel importante en el mantenimiento neuronal.
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2.1 CLASIFICACION HISTOLOGICA DE LA DENTINA

Se diferencian tres tipos de dentina segun su formacion.

a) Dentina primaria
Se deposita desde las primeras etapas de la dentinogénesis hasta que el diente erupciona

y entra en contacto con el antagonista.

b) Dentina secundaria
Se produce después de que se forma por completo la raiz del diente. Se deposita mas
lentamente que la primaria, pero su produccion continla durante toda la vida del diente. La
distribucion de los tubulos en esta dentina es ligeramente menos regular que en la dentina
primaria. El limite entre ambas es un cambio en la direccién de los tubulos dentinarios. Se
forma en toda la periferia de la cAmara pulpar, lo que ocasiona una disminucion progresiva
de la camara pulpar, y con ello una disminucion en el nimero de odontoblastos por

apoptosis.

c) Dentina terciaria
Dentro de este tipo de dentina, se hace la distincién entre la dentina reaccional o reactiva
y la dentina reparativa.
La dentina reaccional es segregada ante un estimulo nocivo por los odontoblastos
terminales post-mitéticos.
La dentina reparativa es elaborada por una nueva generacion de odontoblastos por células

troncales de la pulpa. Algunos la consideran como dentina neoformada (18).

La estimulacion de los odontoblastos para la diferenciacion y secrecion posterior de dentina
terciaria tendria su origen en factores de crecimiento tales como el TGF-B que serian
solubilizados como consecuencia de la actividad de los acidos de la caries sobre la dentina.
La osteopontina, la osteonectina y la sialoproteina dentinaria participan también en distintas

fases de este proceso de dentinogénesis.
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Cuando la caries es de progreso rapido y gran extension, la dentina que se forma sigue un
patron tubular irregular y frecuentemente se encuentran odontoblastos incluidos

(osteodentina).

3 PULPA

La pulpa es un es un tejido conectivo laxo, ricamente vascularizado e inervado. Su origen
embriologico es el tejido ectomesenquimal (papila dental). Esta formada por un 75% de agua
y por un 25% de materia organica; constituida por células y matriz extracelular representada
por fibras y sustancia fundamental. En su periferia (unién pulpa-predentina) se ubican los
odontoblastos que son células especializadas que se encargan de sintetizar dentina.
Ademas, se encuentra rodeada totalmente por dentina mineralizada, por lo que se considera
un tejido unico (15). Debido al pequefio volumen del tejido pulpar confinado dentro de la
dentina con poco aporte sanguineo, excepto en el foramen apical, es dificil para el sistema
inmune erradicar la infeccion sin un aporte sanguineo colateral. La regeneracién de la
dentina dependera de la vitalidad pulpar, mientras que, la regeneracion del tejido pulpar es
dificil ya que es un tejido encapsulado (contenido) en dentina sin aporte sanguineo colateral

excepto en la parte apical.

3.1 ZONAS TOPOGRAFICAS DE LA PULPA

a) Zona odontoblastica

Se localiza inmediatamente debajo de la predentina, aunque los procesos odontoblasticos
se extienden hacia la parte interna de la dentina. Esta capa estd compuesta de los cuerpos
celulares de los odontoblastos. Se pueden encontrar capilares, fibras nerviosas y células
dendriticas.

En la porcién coronal de pulpas jovenes, los odontoblastos adoptan una forma columnar alta
(26). Sus nucleos no estan al mismo nivel debido a que los odontoblastos varian de altura,
por eso presentan una apariencia de empalizada con grosor aparente de 3 a 5 células,
cuando en realidad solo hay una capa real de odontoblastos. Los cuerpos celulares de los

odontoblastos se conectan entre si por diferentes complejos de union, que incluyen
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desmosomas, uniones gap y uniones estrechas. Los desmosomas se localizan en la porcion
apical de los cuerpos celulares y unen a los odontoblastos mec&nicamente entre si. Las
uniones Gap estan formadas por la proteina conexina que permite el intercambio de sefiales
célula a célula (27) para sincronizar la actividad secretora que produce capas de predentina
uniformes. Estas uniones son numerosas durante la formacion de dentina primaria. Se han
observado uniones entre odontoblastos y fibroblastos en el area subodontoblastica. Las
uniones estrechas se localizan en la parte apical de odontoblastos jovenes, estudios
sugieren el paso directo de pequefios elementos desde capilares subodontoblasticos a la
predentina y la dentina desde los odontoblastos (28). Estas uniones parece que determinan
la permeabilidad de la capa odontoblastica cuando la dentina esta cubierta por esmalte o
cemento al restringir el paso de moléculas, iones y liquidos desde la predentina (29). Estas
uniones se rompen durante la preparacion de la cavidad, aumentando la permeabilidad de
la dentina (30). Los odontoblastos son mas por unidad de area en la porcion coronal que en
la pulpa radicular. En la pulpa coronal madura adoptan una forma mas columnar, en la
porcién media de la pulpa radicular son mas cuboidales (26). En la parte apical forman como
una capa escamosa de células aplanadas, lo anterior en relacién con la menor cantidad de
tubulos dentinarios por unidad de &rea presentes en la raiz en comparaciéon a la porcién
coronal.

Durante la maduracién y envejecimiento, hay acumulacion continua en la capa de

odontoblastos en la porcion coronal debido al estrechamiento del espacio pulpar.

b) Zona basal o Pobre en células
Esta zona estrecha de aproximadamente 40 um de ancho, se localiza subyacente a la capa
de odontoblastos. Su nombre se debe a que esta relativamente libre de células. Lo
atraviesan capilares sanguineos, fibras nerviosas no mielinizadas y fibroblastos. La ausencia
0 presencia de esta zona, depende del estado funcional de la pulpa (26). En pulpas con
apices abiertos no esta presente, por la formacién rapida de dentina. En pulpas con apice

cerrado y formacién continua de dentina reparadora también esta ausente.
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c) Zonarica en células
Contiene una proporcion relativamente alta de fibroblastos. Esta zona es mas prominente en
la pulpa coronal que en la radicular. Ademas de fibroblastos, encontramos células inmunes
como macréfagos y células dendriticas, células mesenquimales indiferenciadas. Segun
estudios en molares de rata, se cree que esta zona es resultado de la migracién periférica
de células que ocupaban la zona central, y que comienza durante la erupcion dental (31). La
division celular es rara, pero puede ocurrir ante la muerte de odontoblastos que
desencadenan aumento en la mitosis. Como los odontoblastos son células post mitéticas,
se reemplazan por células que migran desde la zona rica en células hacia el interior de la
superficie dentinaria (32). Varios estudios sugieren que las células mesenquimales son la

fuente de estos reemplazos (33).

d) Zona central de la pulpa
Formada por tejido conectivo laxo con diferentes tipos celulares (destacan los fibroblastos),

escasas fibras inmersas en MEC amorfa y abundantes vasos y nervios.
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3.2 CELULAS DE LA PULPA

a) Odontoblasto

Es la célula mas caracteristica y especializada del complejo pulpo-dentinario con funciones
dentin6genas, inmundogenas y posiblemente sensoriales (34-36). Pertenecen tanto a la pulpa
como a la dentina, porque se localizan en la periferia pulpar pero, sus prolongaciones se
alojan en los tubulos dentinarios. Por su disposicion conforman una capa odontoblastica,
gue es semejante a un epitelio cilindrico pseudoestratificado en la regidén coronaria y, a un
epitelio cilindrico simple de aspecto columnar mas bajo en la zona radicular. En la zona
coronal alcanzan 45,000 por mm? odontoblastos y su nimero disminuye considerablemente
en la zona radicular. El tamafio celular también es mayor en la corona que en la raiz.
Durante la dentinogénesis forman dentina y tdbulos dentinarios, el que la prolongacién
odontoblastica esté presente dentro de los tubulos convierte a la dentina en un tejido vivo
sensible.

La dentinogénesis, osteogénesis y cementogénesis son bastante similares. Cada una de
estas células producen una matriz compuesta por fibrillas coldgenas, proteinas no colagenas
y proteoglucanos capaces de mineralizar. Sus caracteristicas ultraestructurales son
igualmente similares, exhiben un RER altamente ordenado, aparato de Golgi prominente con
granulos secretores y humerosas mitocondrias. Ademas, estas células son ricas en ARN y
sus nucleos contienen uno mas nucleolos prominentes. Estas son caracteristicas generales
de células secretoras de proteinas. Las diferencias mas significativas entre odontoblastos,
osteoblastos y cementoblastos son sus caracteristicas morfolégicas y la relacién anatémica
entre las células y las estructuras mineralizadas que producen. Los osteoblastos y
cementoblastos presentan una forma poligonal a cuboidal, en comparacién al odontoblasto
coronal desarrollado que es una célula columnar alta (26). Tanto en hueso como en cemento,
algunos osteoblastos y cementoblastos quedan atrapados en la matriz como osteocitos y
cementocitos, respectivamente. Por otro lado, el odontoblasto deja atras un proceso celular
alojado en el tabulo dentinario, mientras que el cuerpo reside fuera de tejido mineralizado.
Las ramas laterales de los procesos odontoblasticos se interconectan por canaliculos, al

igual que los osteocitos y cementocitos se unen a través de los canaliculos del hueso y
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cemento; lo que proporciona una via para comunicacion intercelular y circulacion de fluidos
y metabolitos a través de la matriz mineralizada.

El cuerpo celular del odontoblasto secretor tiene un ndcleo grande que puede contener hasta
4 nucleolos. El nucleo se sitda en el extremo basal y esta contenido en una envoltura nuclear.
Presenta un complejo de Golgi bien desarrollado, ubicado centralmente en el citoplasma
supranuclear. Numerosas mitocondrias en todo el cuerpo celular. El RER es prominente,
consiste en cisternas apiladas en matrices paralelas que se dispersan dentro del citoplasma.
Numerosos ribosomas asociados con las cisternas. El odontoblasto sintetiza principalmente
colagena tipo | (37), pequefias cantidades de Colagena tipo V en la MEC. También secreta
DSP y DPP (exclusiva de la dentina), fosfatasa acida y alcalina; esta ultima se relaciona
estrechamente con la mineralizacion. El odontoblasto en reposo o inactivo, presenta menos
organulos y son menos columnares (26). Estos cambios comienzan con la erupcion cuando
la produccién de dentina cambia de primaria a secundaria.

Se ha demostrado la comunicacion entre odontoblastos — nervios, por expresion de
neuropéptidos. También sobre una posible funcion regulatoria inmune por parte del
odontoblasto, ya que se han encontrado componentes del sistema inmune innato en la capa
odontoblastica (38). Se cree que estos deberian ser capaces de reconocer y responder a los

componentes bacterianos y actuar como una barrera inmune.

b) Fibroblastos

Son las células mas numerosas de la pulpa. Capaces de dar lugar a células tipo
odontoblastos si se les da la sefal adecuada. Sintetizan Colagena | y Ill, asi como
proteoglicanos y GAG, produciendo y manteniendo proteinas de la MEC. También pueden
fagocitar y digerir colagena, ya que son responsables del recambio de colagena en la pulpa.
Los fibroblastos se encuentran en toda la pulpa, aunque abundan en la zona rica en células.
Los primeros fibroblastos diferenciados son poligonales y estan ampliamente separados y
distribuidos en la sustancia fundamental. Establecen contactos entre células con los
multiples procesos que poseen, estas uniones permiten sefializaciones de célula a célula.

Ultraestructuralmente, los organulos de los fibroblastos inmaduros cuentan con un Aparato
de Golgi discreto, numerosos ribosomas libres y un RER disperso. Conforme maduran, estas

células adquieren un aspecto estrellado y el complejo de Golgi se agranda, el RER prolifera,

29



aparecen vesiculas secretoras y los fibroblastos toman la apariencia de células secretoras
de proteinas. Fibrillas de colagena se acumulan a lo largo de la superficie externa del cuerpo
celular. Cuando aumenta el nUmero de vasos sanguineos, nervios y fibras de colagena, hay
disminucién relativa del niumero de fibroblastos. La mayoria de los fibroblastos pulpares son
relativamente indiferenciados. Estudios han demostrado que la diferenciacion de
odontoblastos de reemplazo ocurre principalmente entre los fibroblastos perivasculares.

Ademas, toman parte activa en las vias de sefializacion en la pulpa dental.

c) Macrofagos
Son monocitos que han abandonado el torrente sanguineo para ingresar a los tejidos y
diferenciarse en varias subpoblaciones. Se localizan en las proximidades de los vasos
sanguineos. Una subpoblacion importante participa en la fagocitosis y endocitosis, eliminan
glébulos rojos extravasados, células muertas y cuerpos extrafios. EI material ingerido es
destruido por enzimas lisosomales. Otra subpoblacidn participa en reacciones inmunes por
el procesamiento de antigeno y presentarlo a las células T (39). Aligual que los fibroblastos,
los macrofagos también participan activamente en la sefializacidon de la pulpa, ya que son
capaces de producir una gran variedad de factores solubles como IL-1, TNF, factores de

crecimiento y otras citocinas.

d) Células Dendriticas
Células similares a estas, se localizan en la epidermis y membranas mucosas, donde se
llaman células de Langerhans (40) (41). Se encuentran principalmente en tejidos linfoides,
pero también en tejido conectivo incluyendo la pulpa (42). Son células presentadoras de
antigeno, presentan complejos MHC de clase Il en la superficie celular. Se localizan en la

periferia de la pulpa coronal cerca de la predentina y migran ante la presencia de antigenos.

e) Linfocitos
Los Linfocitos T se encuentran en la pulpa normal. El subconjunto predominante son los
Linfocitos T8 (supresores). La presencia de estas células indica que la pulpa esta bien
equipada para iniciar respuestas inmunologicas (43).
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f) Mastocitos
Se distribuyen en tejidos conectivos, se agrupan en la cercania a los vasos sanguineos.
Rara vez se encuentran en tejido pulpar normal (42). Aunque no se conoce por completo su
funcidn, se cree que desempefia un papel importante en las reacciones inflamatorias por el
contenido de sus granulos: heparina (anticoagulante) e histamina (mediador inflamatorio),

asi como factores quimicos.

Dentina
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odontoblastica . ‘ . . . ' . . .
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Oligocelular
o pobre en células

Celula
subodontobla’stica
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. )

Fibroblastos

/ Macréfago
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‘—Celula
‘ mesenquimatica
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Células
Zona | Capilar ® A/ dendriticas
central

| e

Célula endotelial

Zonas topograficas de la pulpa y poblaciones celulares (15).

3.3 FIBRAS

a) Fibras colagenas.
El 60% de las fibras colagenas estan constituidas por el tipo I. En la porcion coronal las fibras
son escasas Yy estan dispuestas en forma irregular. En la parte radicular son paralelas y se

encuentran en mayor concentracion.
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La pulpa contiene cantidades significativas de colagena tipos lll, VI y fibronectina, también
se han observado tipo IV y V. La colagena tipo IV forma parte de la membrana basal de los

vasos sanguineos y el tipo V refuerza las paredes vasculares (15).

b) Fibras reticulares.
Formadas por fibrillas de colagena tipo Il asociadas a fibronectina. Son fibras muy finas
distribuidas en el tejido mesenquimal de la papila dental. Se disponen al azar excepto en la
region odontoblastica en donde se insintdan entre las células y constituyen el plexo de Von
Korff. Aumentan de didmetro con la edad. Se les denomina fibras precolagenas, ya que las

fibras tipo Il en el adulto son sustituidas por colagena tipo | (15).

c) Fibras elasticas.
Son muy escasas y se localizan en las paredes de las arteriolas. Su principal componente

es la elastina.

d) Fibras de oxitalan.

Se consideran como fibras elasticas inmaduras.

3.4 SUSTANCIA FUNDAMENTAL

La sustancia fundamental o matriz extracelular amorfa, esta integrada por proteoglicanos y
agua. Los proteoglicanos poseen un nucleo proteico y cadenas laterales de GAG. En dientes
recién erupcionados el GAG mas predominante es el dermatan sulfato, y en pulpas ya
maduras el acido hialurénico es el componente esencial, aunque en menor proporcién esta
el dermatan y condroitin sulfato. El acido hialuronico se encarga de mantener la fluidez,
permeabilidad de la sustancia fundamental y regular el transporte de metabolitos e impedir
difusién de microorganismos. La sustancia es un medio interno por el que las células reciben
nutrientes provenientes de la sangre arterial; también se eliminan los productos de desecho
para ser llevados a la circulacion eferente. Con la edad disminuye la actividad funcional de

esta sustancia.
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3.5 FUNCIONES DE LA PULPA

a) Induccion
Se pone de manifiesto durante la amelogénesis, debido a que, para el depdsito y sintesis de

esmalte primero es necesario que se deposite dentina.

b) Formativa
Es la funcidén esencial de la pulpa y esta se mantiene mientras haya vitalidad. Las células
encargadas de producirla son los odontoblastos, segun el momento en que se elabore,

surgen distintos tipos: primaria, secundaria y terciaria.

c) Nutritiva
La pulpa es la encargada de nutrir a la dentina mediante las prolongaciones odontoblasticas

y metabolitos provenientes del sistema vascular pulpar.

d) Sensitiva
Ante estimulos, agresiones o dolor, la pulpa es capaz de responder. En la sensibilidad de la
pulpa sin importar la naturaleza del estimulo siempre habré una respuesta dolorosa.

e) Defensival reparadora
Incluye la capacidad de formar dentina ante agresiones, la cual puede ser de dos tipos.
La primera defensa pulpar es la formacion de dentina peritubular, con estrechamiento de
conductos impidiendo el paso de microorganismos a la pulpa.
La formacién de dentina terciaria o reparativa es elaborada por los nuevos odontoblastos.
Estudios in vivo, demuestran que el tiempo que transcurre en una agresion pulpar directa
hasta la neoformacion de odontoblastos es de aproximadamente 5 dias, y que la velocidad

a la que depositan dentina es de 4.5um por dia (15).
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CARIES

La caries dental es una enfermedad compleja mediada por la biopelicula que se puede
atribuir principalmente a comportamientos que implican la ingestion frecuente de
carbohidratos fermentables (azUcares como glucosa, fructosa, sacarosa y maltosa) y una
mala higiene bucal en combinacién con una exposicion inadecuada al fluoruro. Es una
enfermedad crénica, dieto- microbiana y sitio- especifica; causada por cambios en la
homeostasis de factores que protegen al diente favoreciendo la remineralizacion. Es el
resultado de interacciones complejas en la estructura dental, biopelicula, dieta, saliva e
influencias genéticas. El 90% de las lesiones cariosas ocurren en las fosetas y fisuras de

dientes posteriores permanentes, siendo los molares los mas susceptibles (44).

1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A pesar del reconocimiento que le ha dado la OMS, sigue siendo un problema en la mayoria
de los paises industrializados, en los cuales se ven afectados del 60 al 90% de los nifios y
una gran cantidad de adultos. Es considerada la enfermedad infantil cronica mas comun, y
su prevalencia ha aumentado en nifios de 2 a 5 afos en todo el mundo. En la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (NHANES) de 2011 a 2012, aproximadamente el 23% de los
nifios de los Estados Unidos entre 2-5 afios tenian caries dental en dientes primarios. Y de
esos, el 10% tenia caries dental no tratada. Tradicionalmente, se ha observado una baja
prevalencia de caries en los paises en desarrollo, mientras que se presenta mayor
prevalencia en paises desarrollados. Esta situacion geografica es compleja por la velocidad
del desarrollo econdmico y cambios rapidos en los habitos y dieta en muchos paises. Aunque
puede haber diferencia por sexo o etnia, son minimas en comparacion con factores como el

consumo de azucar, estilo de vida y nivel socioecondémico (45).
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2 ETIOLOGIA DE LA CARIES DENTAL

a) Etiologia microbiana
La caries es una enfermedad microbiana en la cual las bacterias etioldégicas son
componentes normales de la microbiota oral y, causan la enfermedad solo cuando sus
proporciones y patogenicidad cambian en respuesta a las condiciones ambientales (46). Los
rasgos clave de virulencia microbiana asociada a la caries incluyen acidogénesis y tolerancia
al acido, almacenamiento de polisacarido intracelular y formacién de glucano extracelular,
gue promueve la union de Streptococcus mutans y aumenta la capacidad de disminucion del
pH de la biopelicula (44, 47-49). Aunque el Streptococcus mutans es uno de los
microorganismos cariogénicos mas investigados, es solo una de las mas de 500 especies
gue se encuentran en la biopelicula dental (50). Investigaciones recientes han demostrado
la ausencia de Streptococcus mutans en el 10- 20% de las personas que tienen caries severa
(51, 52). También se ha respaldado el papel de Candida albicans como miembro de la
microbiota oral mixta involucrada en la causalidad de caries (53). Estos hallazgos respaldan
la hipétesis de la placa ecoldgica, que propone que Streptococcus mutans es solo uno de

los muchos microorganismos enddgenos involucrados en la patogénesis de la caries.

b) Factores dietéticos

La caries es una enfermedad “dietobacteriana” por la presencia obligada de carbohidratos
fermentables. La sacarosa (azUcar de mesa) tiene un papel especial como Unico sustrato
para las glucosiltransferasas (enzimas bacterianas) involucradas en la sintesis de glucano
extracelular, que es un importante factor de virulencia microbiana (44). Ademas, las dietas
altas en azucares tienden a ser blandas y por lo general liquidas; basicamente podriamos
decir que no necesitamos dientes para su ingesta, o que puede explicar porqué la pérdida
dental es rapida (45).

c) Factores salivales y genéticos propios
Los factores relacionados con el huésped contribuyen a la susceptibilidad y/o resistencia de
la caries dental. Esta bien establecido que la saliva juega un papel importante en la salud de

los tejidos blandos y duros en la cavidad oral. La tasa de flujo salival cronicamente baja es
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uno de los indicadores mas fuertes de un mayor riesgo de caries. Entre los principales
factores genéticos encontramos: la morfologia dental, posicion y la oclusion; tiempo y
secuencia de erupcidon dental; composicion salival; y la preferencia por la dulzura. En
estudios recientes, se ha demostrado que los factores genéticos pueden explicar mas del

50% de la varianza en la experiencia de caries entre gemelos (54).

3 BIOLOGIA DE LA CARIES DENTAL

a) Desmineralizacion - Remineralizacién

La caries es el resultado de la desmineralizacién de la estructura mineral cristalina por &cidos
organicos producidos por bacterias de biopeliculas a partir del metabolismo de carbohidratos
fermentables en la dieta (azUcares) (19). Aunque existe una amplia gama de acidos
orgéanicos, el acido lactico es el producto final predominante del metabolismo del azlicar y
se considera el principal acido involucrado en la formacién de caries. Los &cidos se van
acumulando en la fase fluida de la biopelicula, el pH se acidifica hasta el punto en que las
condiciones en la interfaz biopelicula-esmalte se saturan, y el acido desmineraliza
parcialmente la capa superficial del diente. La pérdida mineral conducird a una mayor
porosidad, ensanchamiento de los espacios entre los cristales del esmalte y ablandamiento
de la superficie, lo que permitird que los acidos se difundan mas profundamente en el diente
dando como resultado desmineralizacion.

La acumulacién de productos de reaccion, principalmente calcio y fosfato, a partir de la
disolucion de la superficie aumentan el grado de saturacién de manera que puede proteger
parcialmente de la desmineralizacion. Ademas, la presencia de flor puede inhibir la
desmineralizacion de la capa superficial. La saliva por su parte, cumple con una accion
amortiguadora, saturando la biopelicula con iones calcio, fosfato y fluoruro (55). Gracias a la
naturaleza dinamica de la caries, las etapas de la caries se pueden revertir o detener en
etapas iniciales. Si el proceso de caries continla, la pulpa se verd comprometida y sera
necesaria una intervencion quirargica. La caries dental es un proceso dindmico que implica

ciclos repetidos de desmineralizacion y remineralizacion a lo largo del dia.
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Factores protectores

- Dieta saludable.

- Cepillado con pasta
fluorada dos veces al dia.

- Aplicacién profesional de
fluoruro.

- Selladores de fosetas y
fisuras.

- Funcién salival normal.

Factores patologicos

- Consumo frecuente
de azucares.

- Fluoruro inadecuado.

- Higiene oral deficiente.

- Disfuncién salival.

Desmineralizacion Remineralizacion
Enfermedad ) 7Y Salud
Progresién de la lesién ‘ Arresto o regresion de la lesion.
Alto riesgo de caries Moderado riesgo de caries Bajo riesgo de caries

Factores patologicos y protectores de caries dental. Un enfoque en la optimizacion de los factores protectores (aquellos que
favorecen la salud dental) promovera la remineralizacion y cambiara el balance dinamico del proceso de caries hacia la salud y el arresto

de la lesion. Si no mitigamos los efectos de los factores patolégicos habra desmineralizacion con progresion de la enfermedad (45).

A nivel histolégico cuando la caries no se trata, avanza en ancho y profundidad, segun los
estudios de Langeland (56) tan pronto como la caries penetra al esmalte se ha mostrado una
respuesta inflamatoria localizada en el tejido pulpar subyacente a la lesion. Presencia de
bacterias invadiendo el extremo periférico de los tubulos dentinarios. Conforme avanza el
proceso carioso, aumenta el camulo de células inflamatorias, asi como la deposicion de
dentina terciaria, reduciendo el nUmero de odontoblastos en la pulpa dental. No se observa
necrosis hasta que las bacterias alcanzan el espacio pulpar (57). También se ha observado
gue a pesar de la presencia de células inflamatorias y de bacterias en la pulpa coronal, la

pulpa remanente radicular puede estar libre de infiltrado inflamatorio y de bacterias (56, 57).

4 TRATAMIENTO DE LA CARIES DENTAL PROFUNDA

Ante la presencia de caries que se aproxima a la camara pulpar en dientes vitales con apice
cerrado, los endodoncistas se enfrentan a un dilema: si se preserva la pulpa para mantener
la vitalidad, incluyendo las funciones pulpares o si se elimina por completo el tejido pulpar
para prevenir la probable necrosis. La terapéutica de eleccion anteriormente era el
tratamiento de conductos, esto en su mayoria por las preocupaciones sobre la falta de

fiabilidad en los procedimientos de Terapia Pulpar Vital y por los resultados subdptimos
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derivados de algunos estudios de seguimiento. La Terapia Pulpar Vital (TPV) es un
procedimiento dental restaurador que tiene como objetivo tratar los dientes con pulpa dental
comprometida sin la extraccion o excavacion completa de todo el tejido pulpar sano. Incluye
recubrimiento pulpar directo e indirecto, y la pulpotomia parcial o total (58). El objetivo clinico
de este tratamiento es mantener la vitalidad pulpar asi como las funciones homeostaticas.
El éxito del tratamiento se basa en la sintomatologia (prueba térmica, eléctrica, palpacion,
percusion y examen radiografico). Aunque, esta bien documentado que los signos clinicos y
sintomas no siempre se correlacionan con el estado histologico de los dientes. En los ultimos
afilos se han utilizado moléculas bioactivas para la regeneracién de pulpa y tejidos
periodontales (59-61). Otro punto para considerar es que la TPV se ha recomendado como
tratamiento en pacientes jovenes con apices abiertos por la capacidad de curacion dinamica
de la pulpa en comparacién con personas mayores. Contrario a estos estudios, literatura
reciente sefiala resultados exitosos de la terapia pulpar vital con signos y sintomas de pulpitis
irreversible (2, 62, 63). Respecto a la edad de los pacientes para realizar estos
procedimientos, no hay estudios que respalden esta recomendacion.
Aungue tradicionalmente las tasas de éxito reportadas para TPV eran considerablemente
mas bajas, entre 37% y 13% en seguimientos de 5 y 10 afios (64, 65); en reportes mas
recientes se ha observado una tasa de éxito desde 96.4% hasta 73.2% con seguimiento de
hasta 30 afios (57). Autores contemporaneos sefialan que para poder mejorar el éxito de la
terapia pulpar vital es necesario apegarnos a las indicaciones para estos casos.
Indicaciones para TPV:
- Dentina que rodea la exposicion debe ser sana.
- Tejido rojo, homogéneo y lleno de sangre en la superficie de la herida; ausencia de
areas amarillas o zonas oscuras sin sangrado.
- Ausencia de detritos dentinarios desplazados durante la excavacion.
- Lograr hemostasia en 2-3 minutos posteriores al enjuague con desinfectante suave
(clorhexidina o hipoclorito de sodio al 1%), seguido del secado de la herida con algodén
esteéril.

- Emplear material biocompatible y posiblemente bioactivo.
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Es de vital importancia realizar un examen directo de la dentina y del tejido pulpar expuesto.
El uso de técnicas antisépticas estrictas son obligatorias para el éxito del tratamiento (57).
Otro aspecto importante para tomar en cuenta el tamafio de la lesion, el punto de corte es
de 1mm?; se considera exposicion grande cuando es >1mm?y pequefia cuando es menor.
La eleccidon en cuanto a realizar pulpotomia parcial o completa se basa en la ubicacion en la
gue se puede identificar tejido pulpar sangrante sano y que se pueda lograr facilmente
hemostasia. En caso de no encontrar condiciones Optimas en el tejido remanente, se indicara
tratamiento de conductos (57). La decision clinica de realizar tratamiento de conductos o
terapia pulpar vital se debe determinar mediante la observacion clinica intraoperatoria, y no
basados en el diagndstico preoperatorio como tradicionalmente se realizaba. Se propone
gue la decision final para seleccionar el tratamiento mas apropiado se tome después de
examinar la parte mas profunda de la dentina y el tejido pulpar expuesto.

El objetivo final serd obtener una herida quirargica limpia en tejido conectivo pulpar no
infectado que esté rodeado de dentina mineralizada no infectada.

El fundamento de este protocolo de tratamiento basado en histopatologia e
histobacteriologia es estimar la localizacién de la infeccion, tanto en la dentina como en la
pulpa subyacente. No se espera que se produzca curacién pulpar en presencia de infeccion,
y el objetivo es la eliminacion de los tejidos infectados, asi como la proteccion de la herida

pulpar no infectada con materiales dentales biocompatibles y potencialmente bioactivos.
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Diente maduro con apice cerrado

Diagrama que describe las pautas para la terapia pulpar vital como un enfoque alternativo en el tratamiento de la caries profunda
(57).

5 REPARACION O REGENERACION

Asi como el hueso esta en constante remodelacion, y el tejido neoformado se reemplaza
dentro de unos meses por hueso nuevo; la dentina terciaria puede parecerse a la dentina
secundaria, sin embargo, nunca sera la misma y no formara una dentina continua con la
dentina preexistente. Ademas, la curacion de la pulpa es compleja ya que, a diferencia de
otros tejidos conjuntivos, carece de circulacion colateral haciéndola mas vulnerable que otros
tejidos.
La formacion de dentina se puede inducir de varias formas:
- Al quedar expuesta la predentina no mineralizada liberar4d TGF-(3, IGF -1 e IGF-2, BMP,
VEGF y otros factores de crecimiento que propiciaran la proliferacion y diferenciaciéon
de células troncales mesenquimales encargadas de formar dentina reparadora (66-68)

Yy NUevos vasos sanguineos.
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- Las células dendriticas presentadoras de antigeno mediante procesos inflamatorios
leves también pueden promover la diferenciacion y expresion de odontoblastos
similares a las moléculas implicadas en la mineralizacion.

- El reconocimiento de bacterias por receptores especificos de membrana de
odontoblastos y fibroblastos desencadena una respuesta inflamatoria e inmune dentro

del tejido pulpar que también modula el proceso de reparacion.

Ciertos materiales bioactivos aumentan el potencial mineralizante inherente de la pulpa
dental cuando se usan en aplicaciones directa e indirecta sobre la pulpa, los mas usados
actualmente son materiales a base de Hidroxido de Calcio y el Mineral Trioxido Agregado
(MTA). Se ha descrito a través del tiempo que los agentes de recubrimiento inducen irritacion
tisular, esta reaccion inflamatoria inicial se cree que es provocado por el contacto del
biomaterial con la pulpa dental, y que induce este proceso reparador y formacion de
minerales (69).

La calidad de la dentina terciaria es muy variable. Si la irritacion es leve, la dentina terciaria
se podra parecer a la primaria en cuanto al grado de mineralizacién y los tabulos dentinarios.
Si la dentina se forma en respuesta a una lesion profunda, la dentina sera atubular y
pobremente mineralizada, con areas de dentina interglobular. El grado de irregularidad de
dentina se determina por numerosos factores como la cantidad de inflamacién presente, el
alcance de la lesion y el estado de diferenciacion de los odontoblastos de reemplazo.

La peor calidad de dentina reparadora se observa cuando hay una marcada inflamacién
pulpar. La dentina puede estar tan mal organizada que areas de tejido blando quedan
inmersas dentro de la matriz dentinaria, dando un aspecto histolégico de queso suizo.
Cuando su estructura esta desorganizada, atubular y con inclusiones celulares se le conoce
como “osteodentina” (15). Para que la dentina reparadora ejerza una funcion protectora,
debe ser relativamente impermeable para evitar el paso de irritantes y compensara la pérdida
de dentina. La sintesis de tejido similar a dentina por células similares a odontoblastos se
considera un proceso regenerativo. Contrario a esto, el proceso de biomineralizacion

ectopica se considera mas como un proceso reparativo (70).

4]



MINERAL TRIOXIDO AGREGADO

Posee varias aplicaciones en endodoncia como obturacion apical, en TPV, para reparar
perforaciones radiculares, y como material de obturacion. Es un material bioactivo (71) que
es osteoconductor. Sus componentes consisten basicamente en silicato tricalcico y 6xido de
bismuto (72). El MTA es un polvo que consiste en finas particulas hidrofilicas que fraguan
en presencia de humedad. Cuando se mezcla el polvo del MTA con agua, se forma
inicialmente hidroxido de calcio y silicato de calcio hidratado, estos se transforman
eventualmente en un gel coloidal pobremente cristalizado y poroso (73) con un pH de 12.5.
El hidréxido de calcio es el responsable de la elevada alcalinidad del MTA después de la
hidratacion (74). El tiempo de fraguado es de 4 horas. En relacién al uso de MTA en cita
Unica se ha reportado que colocar el ionémero de vidrio seguido de la colocacién de MTA no
afecta la propiedad de fraguado del material (75). La literatura muestra que el MTA posee
un efecto antibacteriano y antifingico. Ha probado ser eficaz contra algunas bacterias
facultativas, pero no sobre anaerobios estrictos (76). Su efecto podria deberse al alto pH o
a sustancias que se liberan en el medio. Diversos estudios han demostrado que el MTA es
un material biocompatible (77-79). No es mutagénico (80). No es tdxico ni irrita tejido
nervioso (81). No produce efectos secundarios en la microcirculacién, aunque puede influir
en la vasoconstriccion (82, 83). Por las caracteristicas que presenta, el MTA es considerado

el estandar de oro en endodoncia.
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PROTEINA DEL CEMENTO 1

La Proteina del Cemento 1 (CEMP1) es considerada una proteina cemento especifica. Esta
proteina se aislé por primera vez de un cementoblastoma humano (84). Tiene una masa
molecular tedrica inicial de 25.9 kDa y se compone de 247 amino&cidos. El gen de CEMP1
se localiza en el cromosoma 16 en la region p13.3, y esta formado por 1374 nucle6tidos (85).
Es una proteina alcalina con un punto isoeléctrico de 9.73. Los aminoacidos mas abundantes
gue la componen son: prolina (11.3%), glicina (10.5%), alanina (10.1%), serina (8.9%),
leucina (8.1%), treonina y arginina (7.7%), bajas cantidades de triptéfano, acido aspartico e
isoleucina (2.0% cada uno) y fenilalanina (1.6%) (86). Por su secuencia de aminoacidos es
probable que sea una proteina nuclear, aunque no tiene motivos de union al ADN. Los
aminoacidos 30-110 muestran 48% de similitud con la Colagena humana tipo I, 46% con el
tipo X1y 40% de similitud con el tipo X (11). Su estructura secundaria revela un contenido de
alfa-hélice de 28.6%, 9.9% de laminas beta y un 61.5% de estructura espiral al azar (87, 88).
Las proteinas con alto porcentaje de estructura espiral al azar han demostrado ser
multifuncionales y tienen diversas propiedades de union; lo cual podria explicar la regulacion
de la composicién y crecimiento de cristales de apatita por parte de CEMP1 (11). CEMP1 es
expresada por cementoblastos, cementocitos, subpoblaciones de células del ligamento
periodontal, células troncales mesenquimales paravasculares al ligamento periodontal,
células de la vaina epitelial de Hertwig y células de foliculo dental (84, 85, 89). Presenta gran
cantidad de modificaciones postraduccionales como glicosilaciones y fosforilaciones. Posee
dos sitios de N-glicosilacion en los aminoacidos 20 y 25 (Asn-X ser/Thr). Aunque se
desconoce el papel exacto de los hidratos de carbono unidos a la proteina; se cree que la
glucosilacién puede afectar la funcién de CEMP1 durante la mineralizacion porque se unen
a su superficie aniénica iones Ca?* y con esto regula el crecimiento de la hidroxiapatita (11).
Diversos estudios han demostrado la asociacion de esta proteina al proceso de
mineralizacion. Incluso en células sin un fenotipo osteogénico como los fibroblastos
gingivales, permitieron la mineralizacion de la matriz del cemento asi como la expresion de
proteinas implicadas en procesos de biomineralizacion como: fosfatasa alcalina,
sialoproteina 6sea, osteocalcina, osteopontina (90). También se reportd que CEMP1 esta

implicado en la migracion, proliferacion y diferenciacion de células troncales de LP hacia un
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fenotipo cementoblastico, sugiriendo su implicacion en el reclutamiento de células troncales
paravasculares adultas del LP del ligamento periodontal (6). Estudios in vivo demuestran
gue CEMPL1 induce regeneracion 0sea en defectos de calvaria de tamafio critico en ratas
Wistar (9).

1 PEPTIDO 1 DE LA PROTEINA DEL CEMENTO 1

Se identifico la secuencia correspondiente a los primeros 20 aminoacidos del extremo amino
terminal de CEMPL, al cual se le nombré péptido 1 de la Proteina del Cemento 1 (CEMP1-
pl) MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN. La secuencia fue seleccionada mediante un estudio in
silico, que sugiere que el péptido se encuentra en la superficie de la proteina plegada,
cumpliendo funciones biolégicas importantes; confirmando que CEMP1-pl es un péptido
intrinsecamente desordenado, con propiedades dinamicas (13). La elecciébn de esta
secuencia fue por la presencia de sitios de actividad para la mineralizacion, por la plasticidad
y facilidad para unirse los cristales de hidroxiapatita, esto Gltimo por las fosforilaciones en
serinas importantes en la biomineralizacion. El 40% de los aminoacidos que conforman la
secuencia del péptido estan relacionados con la nucleacién de cristales de hidroxiapatita.
Estudios similares a los de la proteina nativa se realizaron, con resultados similares (13).
Promueve la diferenciacion de las células del ligamento periodontal hacia un fenotipo
“‘mineralizante”, asi como sus propiedades osteoinductoras y osteogénicas, que mejoran la
deposicion fisioldégica de hueso neoformado en defectos de tamafio critico en ratas Wistar.
El emplear el péptido y no la proteina completa nos ofrece varias ventajas como: menor
costo de produccion, propiedades no inmunogénicas, y modulacion de caracteristicas que

permiten cambios estructurales y mejor estabilidad (13).
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MODELO ANIMAL EXPERIMENTAL

Los molares de rata, incluido el tejido pulpar, pueden considerarse como un molar humano
pequefio con caracteristicas anatdmicas, histolégicas, bioldgicas y fisiologicas similares (91,
92) debido a que los molares de rata exhiben las mismas caracteristicas estructurales de la
camara pulpar, tejido pulpar, raiz y delta apical con foraminas apicales menores (93). Su
desarrollo es analogo al de los molares humanos. Diversos estudios han demostrado que la
curacion del tejido pulpar observada histolégicamente después del recubrimiento pulpar con
hidréxido de calcio en molares de ratas es comparable con el proceso de curacion en
humanos o incluso idéntico (93). Posee ciertas ventajas sobre el uso de un modelo animal
mas grande, ya que el proceso de curacion es mas rapido en ratas. Se ha encontrado que a
los 28 dias de colocar hidréxido de calcio como recubrimiento hubo formacion de tejido
mineralizado detectable en un 83% de los molares de rata, en contraste, solo el 60% de
molares de perro mostraron formacion de tejido mineralizado después de las 6 semanas
(94).

En cuanto a la tasa de éxito, algunos estudios encontraron tasas de éxito similares en dientes
humanos y de rata después de realizar recubrimiento pulpar.

El cuidado en bioterio de ratas es sencillo comparado con otros mamiferos (perros o
primates). Sin embargo, se pueden presentar algunas dificultades técnicas, como el pequefio
tamafo de los molares de rata, aunque con la tecnologia actual se puede contrarrestar este
problema, mediante el uso de microscopio quirirgico. Los molares de rata se consideran un
modelo de estudio valido ya que provee datos valiosos sobre reacciones en el tejido pulpar
después de la aplicaciébn de materiales sobre la pulpa. Debido a esto, creemos que los
molares de rata proporcionan un modelo conveniente para estudiar la biologia de la pulpa.
Aunque también poseen ciertos problemas intrinsecos. Segun diversos estudios, las ratas

de 6 semanas de edad proporcionan un modelo experimental mas facil (93).
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5.DEFINICION DEL PROBLEMA

La caries es una enfermedad de alcance mundial que causa destruccién de considerable
importancia, lo que impone una gran demanda de servicios y materiales. En todo el mundo,
los costos directos del tratamiento debido a enfermedades dentales se estimaron en
aproximadamente $ 298 billones (dolares) anuales en 2010, de los cuales $120 billones se
atribuyen Unicamente a los Estados Unidos (95). Segun la ADA en 2012 se realizaron
aproximadamente 175 millones de obturaciones, 35 millones de coronas completas y, 10
millones de puentes. De acuerdo con las estadisticas, la caries dental sigue siendo un
problema meédico y social con repercusiones econdmicas. Con relacion a lo anterior, las
secuelas pulpares de la caries dental son de gran importancia, por lo que la prevencion del
dafio pulpar reducira considerablemente la necesidad de restauraciones extensas, asi como
la terapia endodontica.

Por lo anterior, en la actualidad se busca emplear terapéuticas no invasivas y conservar el
méximo de la estructura dental, usando materiales biocompatibles para prolongar la vida del
organo dentario. Diversos estudios muestran que utilizando moléculas bioactivas se puede
regenerar el complejo pulpo-dentinario, logrando la formacién de un sello que proteja al tejido
y mantenga la vitalidad pulpar remanente. El péptido sintético CEMP1-pl es una opcion
adecuada, ya que se ha comprobado que interviene en procesos celulares que inducen
mineralizacion (13, 14), por lo que nos lleva a plantearnos:

¢El péptido CEMP1-pl sera capaz de regenerar el complejo pulpo-dentinario en

exposiciones pulpares en molares de rata a 4 semanas?
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6.JUSTIFICACION

La caries dental es un problema de salud publica que afecta a mas del 90% de los adultos y
a un gran numero de nifios y adolescentes (30-90%) (1), cuando se presenta en etapas
avanzadas su tratamiento suele ser complejo y costoso. El enfoque contemporaneo en
endodoncia propone terapéuticas mas conservadoras con el fin de preservar mayor cantidad
de estructura dental y mantener las funciones del tejido pulpar remanente, mediante la
aplicacion de un biomaterial para prolongar la vida del 6rgano dentario. Estos tratamientos
al no necesitar equipo especial son mas econdémicos y también se consideran relativamente
sencillos, haciéndolo accesible para la poblacion.

El MTA es considerado el estandar de oro en endodoncia por su biocompatibilidad y alta
capacidad de sellado (96), por inducir diferenciacion de células similares a odontoblastos y
formar mayor cantidad de dentina de reparacibn que otros materiales (66, 97, 98).
Comparado con el hidroxido de calcio (material tradicionalmente empleado) se han obtenido
resultados mas exitosos con el MTA hasta 90.5% (2). Aunque presenta algunas limitaciones
como el dificil manejo y el largo tiempo de fraguado.

Utilizando moléculas bioactivas se puede regenerar el complejo pulpo-dentinario, logrando
la formacién de un sello que proteja y mantenga la vitalidad pulpar del tejido remanente. El
péptido sintético CEMP1-pl es una opcidn adecuada, ya que se ha comprobado que
interviene en procesos celulares que inducen mineralizacion in vitro, promoviendo
mineralizacién de células no osteogénicas hacia un fenotipo “mineralizante”, e in vivo por
sus propiedades osteoinductoras y osteogénicas, que mejoran la deposicion fisiologica de
hueso neoformado en defectos de tamafio critico en ratas Wistar (Rodrigo, Gonzalo). Siendo
un buen candidato para cubrir una exposicion pulpar y estimular la deposicion de tejido que
permita un buen sellado, protegiendo el tejido remanente, gracias a su capacidad para

intervenir en el proceso de mineralizacion.
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7.HIPOTESIS

El péptido sintético derivado de la proteina del cemento 1 (CEMP-1p1l), induce regeneracion
dentinaria en exposiciones pulpares con caracteristicas histoldgicas, moleculares y en
extension, similares a los de la dentina sana, y diferentes a las presentes en el grupo control.

8.0OBJETIVOS

General:
Determinar si el péptido CEMP1-pl estimula la regeneracion del complejo pulpo-dentinario

en exposiciones pulpares en primeros molares maxilares de ratas Wistar a 4 semanas.

Especificos:

Evaluar si CEMP-1pl promueve neoformacion del complejo pulpo-dentinario en
exposiciones pulpares en molares maxilares de ratas Wistar con caracteristicas histologicas
similares a dentina sana.

Determinar la cantidad del complejo pulpo-dentinario neoformado en exposiciones pulpares
en molares maxilares de ratas Wistar tratadas con CEMP-1p1.

Determinar la expresion de moléculas asociadas al complejo pulpo-dentinario: la Proteina
de matriz dentinaria (DMP1) y Sialoproteina dentinaria (DSP).

Evaluar si la formacién coincide con las caracteristicas histologicas similares a dentina sana.
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9.METODOLOGIA

DISENO DEL ESTUDIO

Estudio experimental.

POBLACION DE ESTUDIO

Se utilizaron 18 ratas macho cepa Wistar, de 250- 300g de peso, obtenidos del Bioterio de
la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM); y se
aclimataron durante 7 dias en el bioterio de la Facultad de Odontologia de la Division de
Estudios de Posgrado e Investigacion (DEPel) de la Universidad Nacional Autbnoma de
México, a una temperatura ambiente de 22°C, con un fotoperiodo de 12 horas y humedad

relativa a 50%, la alimentacion (Rodent Diet 5001®) y el agua fueron ad libitum.

TAMANO DE LA MUESTRA

Se realizo el célculo del tamafio de muestra empleando el software G*Power, asi como la
desviaciéon estandar de estudios similares. Se obtuvo la cantidad de 5 animales para cada
grupo. Aumentamos un animal mas (20% mas), para quedar con un tamafio total de muestra

de 18. Este disefio logra un poder de .95. La tasa de error en este estudio se calcula en 0.05.

CRITERIOS DE SELECCION

1. CRITERIOS DE INCLUSION.
Ratas macho cepa Wistar de semanas de edad (250-300g), obtenidos del Bioterio de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM); y
mantenidos en el Bioterio de Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacién (DEPel) en
Odontologia de la UNAM.

2. CRITERIOS DE EXCLUSION.

Imposibilidad para colocar el dispositivo (grapa) para aislamiento absoluto.
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3. CRITERIOS DE ELIMINACION.
Ratas que desarrollen enfermedad periodontal o infecciones dentales por causas no
consecuentes al estudio, las cuéles en caso de presentarse, seran evaluadas por el Médico

Veterinario Zootecnista.

VARIABLES

Definicién de variables.

VARIABLES VARIABLES DEPENDIENTES
INDEPENDIENTES

CEMP1-p1 Tejido neoformado Morfometria Expresion de moléculas propias
MGTSSTDSQQAGHRRCSTSN de la dentina
20ug de polvo de péptido
sintético embebido en gelfoam. Tubulos dentinarios con Matriz intertubular y tdbulo Proteina de matriz dentinaria

MTA trayecto recto desde la dentinario con ausencia de (DMP1). Proteina no colagena,

Falim 5= mimeel ek pulpa hasta la UAD, con células inflamatorias. consiste en un gran numero de

agregado mezclado con agua prolongaciones dominios &cidos, multiples sitios

destilada ambos marca odontoblasticas alojadas en de fosforilacién y una secuencia
su interior. funcional Arg-Gly-Asp.

Angelous a una proporcion de
3:1 segun lo recomendado por
el fabricante.

Sialoproteina dentinaria (DSP).
Proteina unica de la dentina.
Expresada por odontoblastos.

GELFOA_IVI : Molécula menos fosforilada,
S5 x 1mr‘n.de esponja gelatinosa rica en acido aspartico,
hemostatica absorbible. glutamico, glicina y serina.

Cuadro con variables dependientes e independientes.

SELECCION DE LOS GRUPOS

Se constituyeron tres grupos de trabajo, dos controles y un grupo experimental. Cada grupo
estuvo constituido por 6 ratas para formar el total de la poblacion (N= 18). Los grupos se

detallan a continuacion.

Grupo 1 (control positivo, n=6).

6 ratas a las cuales se les realiz6 comunicacion pulpar en el primer molar superior derecho
(Imm) + colocacion de MTA blanco- Angelus (MTA; Angelus, Londrina, PR, Brasil)
proporcién 4:1 polvo-liquido como lo recomienda el fabricante + colocacién de ionémero de

vidrio restaurador Fuji IX (GC, Tokio, Japon) para sellar la cavidad.
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Grupo 2 (control, n=6).

6 ratas a las cuales se les realizé comunicacion pulpar en el primer molar superior derecho
(Imm) + colocacion de gelfoam (esponja gelatinosa hemostatica absorbible) + colocacion de

iondmero de vidrio restaurador Fuji IX (GC, Tokio, Japon) para sellar la cavidad.

Grupo 3 (experimental, n=6).

6 ratas a las cuales se les realiz6 comunicacion pulpar en el primer molar superior derecho
(Imm) + colocacion de gelfoam (esponja gelatinosa hemostatica absorbible) embebida con
20 ug del péptido sintético derivado de la proteina de cemento 1 (CEMP1-p1) + colocacion

de ionémero de vidrio restaurador Fuji IX (GC, Tokio, Japdn) para sellar la cavidad.

Grupos control y experimental.

CONSIDERACIONES ETICAS

Este proyecto se realizo en el Laboratorio de Biologia Periodontal y Tejidos Mineralizados
en conjunto con el bioterio de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion (DEPel)
de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional Autbnoma de México (UNAM). El
estudio se realizé contando con la aprobacion (CIE/0406/05/2020) del Comité Interno de
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Facultad de Odontologia (CICUAL-FO).
Apegandose a lo estipulado en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999

“Especificaciones técnicas para la produccioén, cuidado y uso de los animales de laboratorio”.
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DISENO Y FABRICACION DEL ADITAMENTO

Antes de poder realizar la técnica quirargica, se disefié en colaboracion con el ICAT (Instituto
de Ciencias Aplicadas y Tecnologia) de la UNAM, un dispositivo o grapa que nos permitiera
trabajar logrando un campo con aislamiento absoluto, para evitar la contaminacion de la
cavidad y mejorar la visibilidad del campo operatorio.

Para la fabricacion, se emple6 una técnica aditiva que consiste en crear un modelo 3D del
objeto que se quiere imprimir. Primero se realizaron tomografias de craneos de ratas Wistar

con 200 cortes aproximadamente para poder obtener los detalles anatomicos y sobre estas

imagenes poder realizar el disefio del dispositivo.

Resultado de las tomografias en craneos de ratas Wistar.

El segundo paso consistio en disefiar el modelo mediante el software de disefio asistido por

computadora (CAD) o mediante técnicas de ingenieria reversa mediante escaner laser (99).
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El archivo CAD se convirti6 a un formato de archivo de fabricacién aditiva estandar,
generalmente un archivo STL (100).
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Uso del software Fusion 360 para el disefio del dispositivo para el primer molar maxilar.

En la tercera etapa se realizo la transferencia del archivo STL y se verificd la configuracion
de la maquina en cuanto al posicionamiento y tamafio del objeto en la plataforma de
construccion. Por ultimo, se imprimié el modelo mediante la técnica de inyeccion del material
capa por capa. Las capas de material endurecian en presencia de luz ultravioleta (100).
Después de construir la pieza y potencialmente aplicar periodos de enfriamiento y curado,
el modelo se retir6 de la impresora. Para finalmente eliminar el material de soporte, asi como
realizar la limpieza y pulido del aditamento. Una vez obtenido el dispositivo, cada aditamento
se probo en las ratas para verificar su eficacia y notificar sobre cambios en el disefio para
mejorar la funcion de este.

En la figura 14 presento los dispositivos que se disefiaron, asi como las modificaciones que
se hicieron, hasta llegar al definitivo.
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Prototipos del dispositivo.
Primer dispositivo que se confecciond, la principal desventaja fue la falta de estabilidad y por lo tanto la imposibilidad para colocarlo; la
modificacién clave fue ampliarnos al lado contrario para que se retuviera tanto en el molar derecho como izquierdo.
Segunda propuesta de disefio. Modificacion principal arco extendido hacia el molar izquierdo. El principal problema fue la falta de
retencion del dique de hule.
Prospecto definitivo. Las principales modificaciones que se realizaron fueron: flechas negras mayor apertura de la aleta para que se
adaptara mejor en la zona cervical del molar, flecha blanca presencia de un riel lateral para que el dique de hule tuviera retencién y, flecha

naranja el arco de unién de ambos lados se pronuncié mas para que estuviera mas tenso y se mantuviera en su lugar.

SECUENCIA QUIRURGICA ACCESO PULPAR

Se aplico anestesia Zolazepam (20-40 mg/kg) y maleato de acepromacina (0.5-1 mg/kg) via
intramuscular.

El animal se asegur6 en la mesa operatoria, en posicion dorsal, con la cabeza inmovilizada
por los incisivos superiores e inferiores. Se desplazd la lengua hacia el lado izquierdo,
permitiendo el acceso al primer molar maxilar. Se procedi6 a colocar el aditamento junto con
el dique de hule en los primeros molares maxilares y se sellé el espacio presente entre el

diente y la grapa con resina fluida para obtener aislamiento absoluto.

Vista oclusal del primer molar
superior derecho.

Colocacioén de la grapa y el
diqgue de hule en el molar,
nétese que queda un espacio
entre la grapa y el molar.

Aplicacion de resina fluida

para sellar espacios.
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Se realizé antisepsia del campo operatorio con una bolita de algodon estéril con etanol al
75%. Con la ayuda de magnificacion (Microscopio quirargico Carl Zeiss OPMI Pico) se
realizo el acceso oclusal en el primer molar maxilar derecho, utilizando la pieza de mano del
motor para implantes NSK Surgic AP a 800 rpm con una fresa redonda de carburo de ¥4 1SO
005 (el tamafio mas pequefio disponible) colocdndola sobre la fosa mesial en angulo de 90°
siguiendo el eje longitudinal del diente, y avanzando hacia la fosa distal con movimientos
intermitentes y no desgastando por mas de 3 segundos la estructura dental para evitar
calentamiento de tejidos periapicales, con irrigacion constante y abundante utilizando PBS
(solucion de fosfato amortiguadora estéril). Hasta tener una cavidad de 1mm de mesial a
distal y de profundidad también (medido con la parte delgada de la Sonda William).

Rectificacion de la cavidad de acceso pulpar de 1mm
medida con la sonda William.
Cavidad de acceso pulpar de 1mm de profundidad

medida con el extremo redondo de la sonda William.

Finalmente se lavé la cavidad con PBS y se realiz6 hemostasia con puntas de papel estéril
R25 VDW para colocar el material segun correspondiera a cada grupo Yy sellar la cavidad

con iondmero de vidrio restaurador Fuji IX (GC, Tokio, Japdn).

Limpieza de la cavidad.
Colocacion del material
(gelfoam) dentro de la cavidad.
Tratamiento  terminado,
obsérvese la colocacion de
iondbmero para sellar la
cavidad.
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Después de 4 semanas se realiz6 la eutanasia con monoxido de carbono para evitar dolor y
sufrimiento del animal. Se procesaron los tejidos para el andlisis histolégico,

histomorfométrico e inmunofluorescencia.

PROCESAMIENTO HISTOLOGICO

Después de la eutanasia, se retir6 la hemimaxila derecha. Se fijaron las muestras con
formaldehido al 10% durante 24 horas. Posteriormente se lavaron con agua corriente
durante 2 horas y se colocaron en una solucién de EDTA al 10% durante 4 semanas para
su descalcificacion, con recambios del EDTA cada semana. Se deshidrataron en
concentraciones descendentes de alcohol, se clarificaron en xileno y embebieron en parafina
para realizar cortes de 5 um de grosor. Los especimenes se tifieron con Tricromica de
Masson. Las laminillas se montaron y observaron empleando microscopia Optica utilizando

el microscopio Axioskope Il (Carl Zeiss, Alemania).

INMUNOFLUORESCENCIA

Las laminillas se desparafinaron en xilol y rehidrataron en concentraciones descendentes de
alcohol etilico y lavaron con PBS por 5 min. Posteriormente fueron incubados con los
anticuerpos primarios a una diluciéon de 1:100 en PBS + 2 mg/ml de BSA. Se incubaron toda
la noche a 4 °C, posteriormente se lavaron las laminillas en PBS + Tween 20 al 0.01% por 5
minutos, se repitid 2 veces mas, y un ultimo lavado se realizé con PBS. El siguiente paso
fue incubar el anticuerpo secundario acoplado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) a una
dilucion de 1:50 o Alexa Rojo a una dilucién 1:400, durante 2 horas a temperatura ambiente
y se realizaron los lavados pertinentes con PBS + Tween 20 al 0.01% por 5 min y el dltimo
con PBS. Las laminillas se montaron y observaron en un microscopio de epifluorescencia

indirecta Axioskope Il (Carl Zeiss, Alemania).
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10. RESULTADOS

ANALISIS HISTOMORFOLOGICO

Grupo control positivo MTA.

Transcurridas las 4 semanas, observamos la comunicacion pulpar, formacion de dentina
terciaria tipo osteodentina con inclusiones celulares (figura 18 B).

En la porcion coronal observamos infiltrado inflamatorio leve, y presencia continua de la capa
odontoblastica (a excepcion de la region media en donde se realizé la comunicacion).

En la pulpa radicular observamos la continuidad de la capa odontoblastica, y los tejidos

periapicales integros, con ausencia de infiltrado inflamatorio (figura 18 C, D).

Grupo control gelfoam.

Después de 4 semanas, se observaron areas de necrosis en la pulpa coronal (figura 19 B).
Presencia de tejido no vital y fibras coladgenas desordenadas en la raiz distal. En la raiz
mesial observamos tejido pulpar vital remanente con infiltrado inflamatorio leve en la zona
de la raiz mesial, asi como presencia de una hipercelularidad en la region apical (figura 19
C,D).

En la zona que corresponde a la comunicacion pulpar, se observa la presencia material

extrano.

Grupo experimental CEMP1-p1.

A las 4 semanas, podemos observar la comunicacion pulpar, préximo a la comunicacién
pulpar se observa material extrafio. Formacion de osteodentina en la zona distal, préxima a
esta zona presencia de tejido necrético. En la zona mesial, también se aprecia la formacion
de dentina terciaria mas organizada muy cerca de la dentina secundaria (figura 20 B). En la
pulpa radicular de la raiz mesial observamos infiltrado inflamatorio leve (figura 20 C). La capa
odontoblastica es continua a lo largo de la raiz. Presencia de tejidos periapicales integros
(figura 20 D).

57



Imagenes histoldgicas representativas del grupo control positivo -MTA a las 4 semanas.

Fotomicrografia de primer molar superior derecho corte sagital tefiida con Tricromica de Masson. Cuadro amarillo corresponde a la
imagen B, cuadro azul corresponde aimagen Dy cuadro negro a laimagen C. 2 Camara pulpar. Comunicacion de cdmara pulpar (asterisco
negro) con presencia de osteodentina (flecha rosa) con una capa continua de odontoblastos (flecha blanca), la cual presenta inclusiones
celulares y material extrafio (flecha roja) con infiltrado inflamatorio leve (flecha negra). C Apice/ Tejidos periapicales. Integridad de los
tejidos de sostén del diente: cemento (triangulo naranja), ligamento periodontal (triangulo amarillo) y hueso alveolar HA. [ Porcién media
del conducto radicular. Presencia de pulpa radicular vital, capa de odontoblastos continua (flecha blanca), presencia de vasos sanguineos

(asterisco rojo).
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Figura 19 Imagenes histologicas representativas del grupo control -gelfoam a las 4 semanas.

/\ Fotomicrografia de primer molar superior derecho corte sagital teflida con Tricromica de Masson. Cuadro amarillo corresponde a la
imagen B, cuadro azul corresponde a imagen D y cuadro negro a la imagen C. 2 Camara pulpar. Presencia de pulpa no vital (flecha
marrén) con areas de necrosis (flecha amarilla) y presencia de material extrafio (flecha roja). C Apice/ Tejidos periapicales. Infiltrado
inflamatorio leve (flecha negra), hipercelularidad (asterisco blanco) en el ligamento periodontal (triangulo amarillo) con presencia de pulpa

vital remanente con capa de odontoblastos continua (flecha blanca). ) Porciéon media del conducto radicular. Presencia de tejido no vital

(flecha marron) y colagena (flecha verde).
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Imagenes histoldgicas representativas del grupo experimental -CEMP1-pl a las 4 semanas.

Fotomicrografia de primer molar superior derecho corte sagital tefiida con Tricromica de Masson. Cuadro amarillo corresponde a la
imagen B, cuadro azul corresponde a imagen C y cuadro negro a la imagen D. & Camara pulpar. Se observa la comunicacién pulpar
(asterisco negro), presencia de material extrafio (flecha roja), formacién de osteodentina (flecha rosa) con inclusiones celulares, areas de
necrosis adyacente a la osteodentina (flecha amarilla). © Porcién media del conducto radicular. Presencia de pulpa vascularizada (asterisco
rojo) con hemorragia (asterisco azul) e infiltrado inflamatorio leve (flecha negra), se observa una capa continua de odontoblastos (flecha
blanca) y dentina secundaria (flecha naranja). 0 Apice/ Tejidos periapicales. Presencia de tejidos de sostén del diente sin alteracion:

cemento (triangulo naranja), ligamento periodontal (triangulo amarillo) y hueso alveolar HA.
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INMUNOFLUORESCENCIA

Se evallo la expresion de marcadores para la dentina a las 4 semanas a través de doble
marcaje. En el grupo control positivo MTA estaban expresados DMP1, CEMP1, DSP y
AMGN en los fibroblastos de la pulpa dental (figura 21 A, B, E, F, J). DMP1, CEMP1, AMGN
y BSP estaban expresados en los odontoblastos. BSP y DMP1 se expresaron en los

odontoblastos de la dentina terciaria (osteodentina) recién formada, y en la zona de

transicion con la dentina secundaria (figura 21 M, N, O).

Inmunofluorescencia del grupo control positivo -MTA a 4 semanas. Areas positivas a DMP1. 1> Areas positivas a
CEMP1, C Areas positivas a DMP1y CEMP1. Fotomicrografia tefiida con Tricrémica de Masson de la zona coronal observamos
la presencia de osteodentina (flecha rosa), capa continua de odontoblastos (flecha blanca) e infiltrado inflamatorio leve (flecha negra).
Area positiva a DSP. - Areas positivas a DMP1y DSP. | Areas positivas a AMGN. i< Areas positivas a DMP1y AMGN. I\ Areas positivas
a BSP, se observa un area de transicion entre la dentina secundaria y osteodentina (asterisco). O Areas positivas para DMP1 y BSP.
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Para el grupo control gelfoam, ningiin marcador fue positivo en las zonas evaluadas (figura
22).

Inmunofluorescencia del grupo control -gelfoam a 4 semanas. Ausencia de positividad para
las proteinas DMP1, CEMP1, DSP, AMGN y BSP. Fotomicrografia tefiida con Tricromica de Masson de la zona coronal

observamos tejido necrético (flecha amarilla).
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En el grupo experimental CEMP1-pl se expresO DMP1, CEMP1, AMGN y BSP en los
odontoblastos (figura 23 A, B, J, N). DMP1, CEMP1, DSP, AMGN y BSP estaban expresados
en los fibroblastos (figura 23 A, B, F, J, N).

Inmunofluorescencia del grupo experimental -CEMP1-pl a 4 semanas. Areas positivas a DMP1. > Areas positivas a

CEMP1. C Areas positivas a DMP1y CEMP1. Fotomicrografia tefiida con Tricrémica de Masson de la zona coronal observamos

la presencia de dentina secundaria (triangulo naranja), dentina terciaria (triangulo blanco) y capa continua de odontoblastos (flecha blanca).

Area positiva a DSP, - Area positiva a DMP1y DSP, | Areas positivas a AMGN, < Areas positivas a DMP1y AMGN, | Areas positivas
a BSP. O Areas positivas para DMP1 y BSP.
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11. DISCUSION

El objetivo de los tratamientos actuales es aplicar técnicas no invasivas y conservar el
maximo de la estructura dental, usando materiales biocompatibles, para prolongar la vida
del 6rgano dentario. Se ha demostrado que utilizando moléculas bioactivas se puede
regenerar el complejo pulpo-dentinario, logrando la formacién de un sello que proteja y
mantenga la vitalidad pulpar del tejido remanente, preservando las funciones pulpares. En
diversos estudios han empleado moléculas bioactivas in vivo después de haber realizado
comunicacion pulpar con el proposito de evaluar la reaccion del complejo pulpo-dentinario y
la formacion de dentina terciaria. Estos estudios reportaron la aplicacion de BMP-7 (101),
BMP-2, CGRP (102), BSP (103), entre otras moléculas.

Recientes investigaciones se han centrado en el desarrollo de compuestos peptidicos
miméticos o en la identificacion de dominios funcionales dentro de las proteinas. Se ha
demostrado que existen varias ventajas al emplear péptidos y no la proteina completa, ya
gue al ser una molécula de menor tamafio presenta mejor estabilidad, evita el proceso de
degradacion proteolitica y por lo tanto una menor respuesta inflamatoria (13). Siendo una
buena opcién terapéutica. Estudios previos han establecido el potencial del péptido 1 de la
proteina del cemento 1 (CEMP1-pl) para promover el depdsito de sales de calcio y fosfato,
participa en la nucleacién de cristales de hidroxiapatita (14), también se ha demostrado que
promueve la formacion de nuevo tejido 6seo in vivo (13). Por lo que el péptido sintético
CEMP1-p1 es una opcion adecuada en tratamiento de comunicacion pulpar. Se han utilizado
una amplia variedad de modelos animales, como ratas, gatos, perros y monos. La mayoria
de los estudios se realizaron en molares de rata realizando comunicacion pulpar. Es bien
sabido que para obtener éxito en la terapia pulpar vital y en general cualquier tratamiento
endododntico, es necesario el control de contaminantes presentes en la cavidad bucal
mediante el aislamiento absoluto de la zona a tratar. A diferencia de otros estudios, se
confeccion6 un aditamento que permitio aislar el molar del resto de la boca, obteniendo un
area de trabajo limpia, con mejor iluminacion y de facil desinfeccion.

Tanto en el grupo control positivo de MTA como en el grupo experimental CEMP1-pl a las
4 semanas encontramos la formaciéon y depésito de dentina terciaria tipo osteodentina. A

pesar de ser una dentina irregular y atubular con inclusiones celulares y tejido necrético, este
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tejido ha demostrado buenos resultados clinicos (104, 105). Analisis histolégicos previos
realizados en Terapia Pulpar Vital in vivo, sugieren que la presencia del tejido neoformado
corresponde a material parecido al cemento, osteodentina, dentina o hueso (106, 107).

Se encontraron cambios inflamatorios leves en ambos grupos (MTA y CEMP1-pl), ya que,
al no haber material inerte siempre se esperaran cambios inflamatorios o degenerativos.

Se demostr6 que tanto el péptido CEMP1-pl como el MTA permiten la expresion de
proteinas relacionadas con la mineralizacion como DMP1, AMG, DSP y BSP a las 4
semanas. DMP1 tiene una funcion importante en la diferenciacion de osteoblastos y
biomineralizacion. Ademas de considerarse un marcador dentinario (19). AMGN es un
componente de matriz dentinaria, que promueve la condrogénesis y osteogénesis en sitios
ectopicos de implantacion (108, 109). DSP es considerado un marcador fenotipico de la
dentina. Regula la expresion de DMP1 durante la dentinogénesis y su presencia es critica
para la mineralizacion de la dentina (19). BSP se considera un marcador tardio de
diferenciacion de osteoblastos (110), es un componente de tejidos mineralizados como el
hueso, dentina y cemento (111). Induce la adhesion y migracion de células endoteliales, asi
como adhesion y diferenciacion de osteoblastos (112).

Estas proteinas estan presentes en hueso y otros tejidos, y se aceptan como indicativo en
tejidos mineralizados. En nuestro estudio se produjo diferenciacion hacia un fenotipo de
células mineralizantes, obteniendo un resultado satisfactorio para los procedimientos
clinicos destinados a restaurar la integridad funcional de los tejidos dentales dafiados. A
pesar de no haber regeneracién de morfologia similar a la fisiol6gica de la dentina.

En cuanto a limitantes del estudio, en este estudio no se pesé o cuantificé la cantidad de
MTA preparado que se llevd a la cavidad, es importante controlar esta variable, ya que la
cantidad de péptido si se peso6, pudiendo esto favorecer los resultados del grupo control
positivo. Ademas, al ser un estudio piloto, Unicamente se realiz6 el analisis descriptivo de los
resultados histologicos y de inmunofluorescencia. También en este estudio Unicamente
evaluamos la biocompatibilidad del péptido CEMP1-pl1. Por lo que se necesitan estudios
futuros enfocados a evaluar la actividad antibacteriana, asi como las propiedades fisicas y
guimicas del péptido CEMP1-pl cuyos resultados puedan cuantificarse mediante analisis
estadistico.
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12. CONCLUSIONES

De acuerdo con nuestros resultados, el péptido CEMP1-pl es una molécula bioactiva, que
permite la formacion de dentina terciaria del tipo osteodentina con una reaccion inflamatoria
leve, manteniendo la vitalidad de la pulpa dental y la integridad de los tejidos periapicales,
similar al tejido formado por el estdndar de oro en endodoncia y grupo control positivo MTA.
Se rechaza la hipotesis planteada, ya que el péptido de CEMP1-p1 indujo formacion de tejido
del tipo osteodentina, con expresién de marcadores moleculares dentinarios pero también
propios del hueso. A pesar de esto, se puede considerar un buen candidato para la Terapia
Pulpar Vital en casos de exposicion pulpar, buscando mantener a largo plazo la mayor

cantidad de estructura dental remanente.

RELEVANCIA CLINICA

Encontramos que el péptido 1 de la proteina de cemento 1 (CEMP1-pl) es un buen
candidato en procedimientos clinicos de Terapia Pulpar Vital destinados a preservar el tejido
pulpar remanente y restaurar la integridad funcional de los tejidos dentales dafiados, a pesar

de no haber obtenido regeneracién de morfologia similar a la fisioldgica de la dentina.
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