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RESUMEN 

Introducción: La caries dental en la dentición permanente es la afección más 

prevalente entre todas las enfermedades humanas y afecta a más de 2500 millones 

de personas. Una de las técnicas aplicadas en la odontología mínimamente invasiva 

incluye la remoción químico-mecánica de la caries. La utilización de los materiales de 

remoción química de caries ha demostrado reducir la ansiedad, el dolor y la 

necesidad de anestesia, y esto lo hace muy adecuado para el tratamiento de 

pacientes ansiosos o médicamente comprometidos. 

Objetivo: El objetivo de este estudio fue comparar las características biológicas de 

cuatro materiales de remoción químico-mecánica de caries para evaluar su 

biocompatibilidad usando células madre de pulpa de diente permanente.  

Material y Métodos: Los materiales analizados fueron Papacárie Duo®, BRIX3000®, 

Cariesolut y NATURAL-CARE. Los procedimientos para evaluar la biocompatibilidad 

de estos materiales fueron realizados sobre células madre de pulpa dental de diente 

permanente. En una cabina de Bioseguridad Tesltar nivel II se realizaron un total de 

siete experimentos: medición de la concentración inhibitoria media (IC50), medición 

de la actividad metabólica celular (MTT) (24, 48, 72 horas), experimento de migración 

celular (24, 48, 72 horas), experimento de inmunofluorescencia (72 horas), análisis 

de apoptosis y necrosis celular, análisis de producción de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y análisis del ciclo celular. Los análisis estadísticos se realizaron 

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

Resultados: En nuestros resultados se obtuvo que BRIX3000® mostró al 0,1% y 0,01% 

una citocompatibilidad equiparable a la del grupo control para todos los períodos de 

tiempo analizados. Papacárie Duo® presentó una citotoxicidad concentración-

dependiente, mostrando una baja biocompatibilidad y viabilidad celular a altas 

concentraciones la cual mejoraba al diluir el material. NATURAL-CARE presentó un 

comportamiento similar al observado en Papacárie Duo®, llegando a alcanzar a bajas 

concentraciones (0,01%) resultados más favorables en los experimentos de 

migración celular y de inmunofluorescencia con respecto a dicho material y 

semejantes a los del control. Cariesolut fue el material que mayor citotoxicidad 
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demostró en todos los casos. Los resultados sugieren que BRIX3000® a altas 

concentraciones es capaz de levantar las células cultivadas sin llegar a producir su 

apoptosis, permitiendo una viabilidad celular bastante aceptable a bajas 

concentraciones; Papacárie Duo® y NATURAL-CARE si llegan a producir muerte 

celular a altas concentraciones, mejorando su biocompatibilidad al disminuir su 

concentración.  

Conclusiones: Nuestros hallazgos sugieren que BRIX3000® sería el material más 

adecuado para realizar una remoción química de caries, siendo buenas opciones 

también Papacárie Duo® y NATURAL-CARE, y desaconsejando la utilización de 

Cariesolut debido a su baja biocompatibilidad sobre células de pulpa dental de diente 

permanente. 

PALABRAS CLAVE 

Cultivo celular, remoción químico-mecánica, citotoxicidad, pulpa dental, papacárie, 

biocompatibilidad, caries, remoción, papaína, células madre. 
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ABSTRACT 

Introduction: Dental caries in the permanent dentition is the most prevalent of all 

human diseases and affects more than 2.5 billion people. One of the techniques 

applied in minimally invasive dentistry includes chemical-mechanical caries removal. 

The use of chemical caries removal materials has been shown to reduce anxiety, pain 

and the need for anaesthesia, and this makes it well suited to the treatment of 

anxious or medically compromised patients. 

Objective: The aim of this study was to compare the biological characteristics of four 

chemical-mechanical caries removal materials to evaluate their biocompatibility 

using permanent tooth pulp stem cells.  

Material and Methods: The materials evaluated were Papacárie Duo®, BRIX3000®, 

Cariesolut and NATURAL-CARE. Procedures to evaluate the biocompatibility of these 

materials were performed on permanent tooth pulp stem cells. A total of seven 

experiments were performed in a Tesltar level II biosafety cabinet: measurement of 

the mean inhibitory concentration (IC50), measurement of cell metabolic activity 

(MTT) (24, 48, 72 hours), cell migration experiment (24, 48, 72 hours), 

immunofluorescence experiment (72 hours), cell apoptosis and necrosis analysis, 

reactive oxygen species (ROS) production analysis and cell cycle analysis. Statistical 

analyses were performed by one-way ANOVA and Tukey's post-hoc test (p<0.05).  

Results: In our results, BRIX3000® showed at 0.1% and 0.01% a cytocompatibility 

comparable to that of the control group for all time periods analysed. Papacárie Duo® 

presented a concentration-dependent cytotoxicity, showing low biocompatibility and 

cell viability at high concentrations which improved when the material was diluted. 

NATURAL-CARE showed a similar behaviour to that observed in Papacárie Duo®, 

reaching at low concentrations (0.01%) more favourable results in cell migration and 

immunofluorescence experiments with respect to that material and similar to those 

of the control. Cariesolut was the material that showed the highest cytotoxicity in all 

cases. The results suggest that BRIX3000® at high concentrations is capable of lifting 

the cultured cells without producing apoptosis, allowing a fairly acceptable cell 

viability at low concentrations; Papacárie Duo® and NATURAL-CARE do produce cell 
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death at high concentrations, improving their biocompatibility by decreasing their 

concentration.  

Conclusions: Our findings suggest that BRIX3000® would be the most suitable 

material for chemical caries removal, with Papacárie Duo® and NATURAL-CARE also 

being good options, and discourage the use of Cariesolut due to its low 

biocompatibility on permanent tooth pulp cells. 

KEY WORDS 

Cell culture, chemical-mechanical removal, cytotoxicity, dental pulp, papacárie, 

biocompatibility, caries, removal, papain, stem cells. 
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ABREVIATURAS 
 

ADN: ácido desoxirribonucleico. 

ART: Técnica de Restauración Atraumática. 

BisGMA: Metacrilato de Bisfenol-Glicidil. 

BMP-2: Proteína Morfogénica Ósea 2. 

BMP-7: Proteína Morfogénica Ósea 7. 

BMSC: Células Madre Mesenquimales de Médula Ósea Humanas. 

CMRC: Agentes para la Eliminación Químico-Mecánica de Caries. 

CMs: Células Madre. 

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

DFSCs: Células Madre Procedentes del Folículo Dental. 

DMSO: dimetilsulfóxido. 

DPSCs: Células Madre procedentes de Pulpa Dental. 

DE: Desviación Estandar. 

GIC: Cemento de ionómero de vidrio. 

GMSCs: Células Madre Procedentes del Tejido Gingival. 

IP: Yoduro de Propidio. 

MTT: 3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo) -2,5-bromuro de difeniltetrazolio. 

NVB: Paquete Neurovascular. 
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OFMSCs: Células Madre Mesenquimales Orofaciales. 

OMI: Odontología Mínimamente Invasiva. 

OMLP-PCs: Células Madre Procedentes de la Lámina Propia Mucosa Oral. 

OMSCs: Células Madre procedentes de Médula Ósea de Mandíbula. 

PDLSCs: Células Madre Procedentes del Ligamento Periodontal. 

PBS: tampón fosfato salino. 

PL-MSCs: Células Madre Procedentes del Tejido Inflamatorio Periapical presente en 

Infecciones Odontógenas. 

PS: Fosfatidilserina. 

ROS: Especies Reactivas de Oxígeno. 

SCAPs: Células Madre Procedentes de la Papila Apical. 

SHEDs: Células Madre procedentes de Dientes Deciduos. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1. HISTOLOGÍA DEL COMPLEJO DENTINOPULPAR 

La dentina y la pulpa constituyen una unidad a nivel funcional e histológico, 

considerándose en este sentido como partes de un mismo tejido (Figura 1), siendo la 

dentina el complejo mineralizado del complejo dentinopulpar, y la pulpa el 

componente no mineralizado [1]. 

Para simplificar la comprensión, la histología de la dentina y la de la pulpa se 

analizarán por separado. 

 

Figura 1: A, esquema de un canino inferior donde se observa la relación de la pulpa con la 

dentina circundante y con los tejidos periapicales. B, microfotografía del complejo dentina 

(D)-pulpa (P). Tomado de Endodoncia técnica y fundamentos, de Soares y Goldberg [2]. 

1.1.1. HISTOLOGÍA DE LA DENTINA 

La dentina es el tejido que conforma la gran mayoría del volumen del diente, siendo 

la que le otorga la forma y rigidez necesarias durante la masticación. Es por tanto un 

tejido mineralizado, recubierto por esmalte en la zona coronal y por cemento en la 

zona de la raíz. La dentina delimita la cavidad que ocupa la pulpa dental, teniendo 

ambas un origen mesodérmico a partir de la papila dental[1,3]. 
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1.1.1.1. COMPOSICIÓN QUÍMICA 

La dentina es un tejido conjuntivo duro, cuyo peso se compone de materia orgánica 

en un 70%, de materia inorgánica en un 18% y de agua en un 12%. La materia 

inorgánica está formada mayormente por cristales de hidroxiapatita los cuales 

presentan un tamaño inferior que los existentes en el esmalte. La materia orgánica 

se conforma de colágeno tipo I y de proteínas similares a las del hueso. En volumen, 

la dentina está compuesta por material inorgánico en un 45 %, en un 33% por 

material orgánico, y en un 22% por agua [1,3]. 

1.1.1.2. COMPONENTES ESTRUCTURALES DE LA DENTINA 

La dentina presenta una estructura tubular, la cual está conformada por una serie de 

túbulos que la atraviesan y que constituyen la dentina intratubular, con pocas fibras 

colágenas, y por una matriz o dentina intertubular[3]. 

A. TÚBULOS DENTINARIOS 

Son conductos huecos que van desde la pulpa hasta el límite amelodentinario, 

delimitados por la dentina peritubular, la cual es rica en fibras colágenas y presenta 

un espesor que va desde los 400 nm a la altura de la dentina circumpulpar y hasta los 

750 nm a nivel de la dentina del manto[3].  

Los túbulos describen un trayecto en forma de «S» itálica, siendo esta curva más 

acentuada en la porción coronaria de la dentina. A nivel de la dentina radicular los 

túbulos exhiben una curvatura poco pronunciada, y a la altura de los bordes incisales 

o cúspides los túbulos pueden llegar a describir una trayectoria rectilínea[1]. Todas 

estas trayectorias se originan como consecuencia de la restricción gradual del espacio 

de los odontoblastos durante la formación de la dentina. Como resultado de esa 

aglomeración, existe un mayor número de túbulos dentinarios por unidad de 

superficie en las capas de dentina cercanas a la pulpa en comparación con las zonas 

más externas de la dentina[4,5]. 

En el interior de los túbulos dentinarios se hallan las prolongaciones de Tomes, las 

cuales son prolongaciones de los dentinoblastos que a su vez emiten prolongaciones 
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laterales que, a través de los túbulos secundarios, contactan con las prolongaciones 

de los túbulos adyacentes[3]. 

El espacio peridentinoblástico es el espacio que se encuentra entre el citoplasma 

celular y la pared del túbulo. En este espacio podemos encontrar el llamado fluido 

dentinario o linfa, así como fibras nerviosas amielínicas, fibras colágenas y algunos 

cristales de hidroxiapatita[3,6]. 

B. DENTINA INTERTUBULAR, PERITUBULAR E INTERGLOBULAR 

Los túbulos están rodeados por una pared que se denomina dentina peritubular o 

intratubular, de manera que esta dentina se forma en la luz de los propios túbulos. 

La formación de dentina peritubular es un proceso continuo en el cual intervienen 

factores ambientales o patológicos, debido a lo cual se va reduciendo la luz de los 

túbulos pudiendo incluso llegar a obliterarse [1,7]. 

La dentina intertubular conforma la mayor parte de la dentina y se localiza entre la 

dentina peritubular. Está constituida por una red tridimensional de fibras colágenas 

con un diámetro de entre 50 y 200 nm y sobre las que se depositan los cristales de 

hidroxiapatita [1,3]. 

La estructura y composición de ambos tipos de dentina son distintas: mientras que el 

colágeno tipo I es la proteína principal de la dentina intertubular (90%), en la dentina 

peritubular no se advierten fibrillas de colágeno[8,9]. 

Los llamados espacios de Czermack se corresponden con la dentina interglobular, la 

cual está constituida por matriz orgánica no mineralizada o hipomineralizada que se 

origina en el límite de la zona amelodentinaria[1,10]. 

C. OTROS ELEMENTOS ESTRUCTURALES 

En la dentina también se pueden observar líneas incrementales o de crecimiento: por 

un lado encontramos las líneas mayores o líneas de contorno de Owen, y por otro 

lado las líneas menores o líneas de Von Ebner [3]. 

1.1.1.3. TIPOS DE DENTINA 

Según las características de la formación de la dentina, se pueden distinguir 3 tipos: 
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A. DENTINA PRIMARIA 

La dentina primaria es la primera en formarse, comenzando a secretarse desde el 

inicio del desarrollo dentinario hasta que el diente entra en oclusión estableciéndose 

contactos entre cúspides antagonistas. La capa externa de esta dentina es la dentina 

del manto, que es la primera que se forma y posee una matriz orgánica compuesta 

por sustancia fundamental y fibras colágenas. El resto de la dentina primaria es la 

llamada dentina circumpulpar, rodea toda la cámara pulpar y es más mineralizada 

que la dentina del manto[1,3]. 

B. DENTINA SECUNDARIA, SECUNDARIA FISIOLÓGICA O REGULAR 

La dentina secundaria es aquella secretada de forma fisiológica por el odontoblasto 

durante toda la vida del diente tras la completa formación de la raíz, produciéndose 

su formación a una velocidad mucho menor que la primaria. La dentina secundaria 

se va depositando en el interior de la cámara pulpar y los conductos radiculares, 

condicionando un descenso gradual del volumen de ambos. Se singulariza por 

presentar túbulos dentinarios paralelos y rectos. Se puede advertir una línea de 

reposo entre la dentina primaria y la secundaria [1,3,11]. 

C. DENTINA ESCLERÓTICA 

Esta dentina puede ser fisiológica o patológica. La fisiológica se forma a lo largo de la 

vida del diente en toda su dentina; la patológica se forma en respuesta a agresiones 

de baja intensidad, en cuyo caso queda circunscrita a la zona de dicha lesión. En 

ambos casos, sobre la dentina ya formada se produce una disminución gradual de la 

luz de los túbulos dentinarios por aposición de la dentina peritubular [1,12]. 

D. DENTINA TERCIARIA, SECUNDARIA REPARATIVA O IRREGULAR 

La dentina terciaria es otro tipo de dentina que se produce en determinadas zonas 

de la interfase pulpa-dentina como respuesta a agresiones externas (caries, procesos 

destructivos no cariogénicos, fracturas, etc.). Su espesor dependerá de la duración e 

intensidad del estímulo, lo que condiciona el descenso irregular del volumen de la 

cámara pulpar.  De forma característica, esta dentina se localiza en aquellos lugares 

de la cavidad pulpar contiguos al de la actuación del estímulo nocivo. Si los estímulos 
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nocivos son de grado leve o moderado y durante un período de tiempo prolongado, 

la dentina terciaria que se forma es más organizada y tubular, y se le denomina 

dentina terciaria reaccional. Sin embargo, a mayor grado de agresión y durante un 

corto período de tiempo, la dentina terciaria se forma más rápido, siendo 

desorganizada y menos tubular, y se le denomina dentina terciaria reparativa [1,3,13]. 

1.1.2. HISTOLOGÍA DE LA PULPA DENTAL 

La pulpa es un tejido conectivo laxo que se encuentra en el interior de la cámara 

pulpar y de los conductos radiculares, siendo el componente no mineralizado del 

complejo dentinopulpar [1,3]. 

1.1.2.1. COMPOSICIÓN 

La pulpa dental está compuesta por materia orgánica en un 25% y por agua en un 

75%. La materia orgánica la conforman células (fundamentalmente fibroblastos y 

células mesenquimatosas indiferenciadas), fibras colágenas y reticulares, y sustancia 

fundamental, además de vasos sanguíneos y nervios[3]. 

1.1.2.2. CÉLULAS 

Las células que podemos encontrar en la pulpa dental se encargan de su 

mantenimiento, defensa y capacidad de reparación, y son muy heterogéneas[14]: 

A. ODONTOBLASTOS 

Los odontoblastos son las células más características del complejo dentino-pulpar, 

siendo las encargadas de la formación de la dentina tanto durante el desarrollo como 

durante el envejecimiento dental. Durante la dentinogénesis dan lugar a los túbulos 

dentinarios. Son células que se distribuyen en la periferia de la pulpa, emitiendo 

prolongaciones citoplasmáticas de longitud variable entre 0,2 a 0,7mm que se alojan 

en la dentina, de manera que su existencia dentro de los túbulos hace de la dentina 

un tejido vital. Estas células sintetizan colágeno tipo I, así como proteoglucanos, 

fosfoproteínas  y fosfatasa alcalina, entre otros elementos[1,3,15]. 
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B. FIBROBLASTOS 

Los fibroblastos son las células más abundantes en la pulpa, siendo su función formar 

y mantener la matriz pulpar mediante la síntesis de colágeno I y III, proteoglucanos y 

mucopolisacáridos. Estas células se encuentras distribuidas por toda la pulpa, 

localizándose de manera más abundante en la zona rica en células. Se pueden 

encontrar en estado de reposo o de actividad, y muestran variabilidad entre ellos a 

nivel del aparato de Golgi, del retículo endoplásmico rugoso y en las vacuolas 

secretoras[1,3]. 

C. MACRÓFAGOS O HISTIOCITOS 

Los macrófagos son los monocitos que abandonan el torrente sanguíneo, entran en 

los tejidos extravasculares y se diferencian en subpoblaciones de células. Se localizan 

en la zona central de la pulpa, preferentemente alrededor de los vasos sanguíneos. 

Su función es la de participar en el proceso de iniciación de la respuesta inmunológica 

primaria, procesando antígenos y presentándolos a los linfocitos, además de tener 

una gran actividad endocítica y fagocitaria[1,3,16]. 

D. CÉLULAS DENDRÍTICAS 

Las células dendríticas son elementos accesorios del sistema inmune. Dentro de este 

grupo se encuentran los linfocitos, las células plasmáticas y en ocasiones, eosinófilos 

y mastocitos. Se hallan preferentemente en dos áreas: en la zona perivascular de la 

pulpa central y en la zona subodontoblástica. Desempeñan la función de inducir la 

inmunidad dependiente de las células T, ya que son células presentadoras de 

antígenos[1,3]. 

E. LINFOCITOS 

Los linfocitos son células de defensa que participan en la inmunidad celular, 

activándose ante la presencia de antígenos, los cuales liberan linfoquinas que 

provocan vasodilatación pulpar. La pulpa sana únicamente presenta linfocitos de tipo 

T (fundamentalmente T8 supresores), encontrándose los linfocitos B normalmente 

ausentes[1,3]. 

F. CÉLULAS MESENQUIMÁTICAS 
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Las células mesenquimáticas son células a partir de las cuales se diferencian otras 

células conjuntivas de la pulpa. Dependiendo de la estimulación, pueden originar 

odontoblastos, fibroblastos o macrófagos. Al aumentar la edad pulpar, su número 

desciende dando lugar a una disminución del potencial de regeneración pulpar[1,17]. 

G. MASTOCITOS 

Son células que presentan en su citoplasma gránulos con histamina, heparina y un 

anticoagulante. Suelen localizarse en tejidos con inflamación crónica, pero también 

se hallan en pulpas normales [3]. 

1.2. CÉLULAS MADRE 

Las células madre (CMs) son células indiferenciadas que tienen una gran capacidad 

clonogénica y de autorrenovación, pudiendo diferenciarse en múltiples linajes 

celulares, entre los que se encuentran osteoblastos, adipocitos o condrocitos[18–20]. 

Dependiendo de su origen, grado de diferenciación o tejido en el que se encuentren, 

las CMs pueden ser clasificadas de la siguiente manera[21–24]:  

• Células madre totipotentes: son células con la capacidad de generar un 

embrión completo ya que pueden generar 200 tipos de tejido humano, y 

además pueden generar tejidos extraembrionarios.  

• Células madre pluripotentes: pueden generar un embrión completo, pero no 

tejido extraembrionario. 

• Células madre multipotentes: sólo pueden generar un subconjunto de tipos 

celulares de acuerdo con su localización. 

• Células madre oligopotentes: son células capaces de generar un subconjunto 

de tipos celulares, pero mucho más limitado. 

• Células madre unipotentes: son células capaces de generar un único tipo 

celular. 

1.2.1. CÉLULAS MADRE DERIVADAS DE TEJIDOS OROFACIALES 

Dentro de la cavidad oral existen diferentes tipos de CMs (Figura 2), que se pueden 

dividir en nueve categorías[23,25,26]:  

• Células madre procedentes del ligamento periodontal (PDLSCs). 
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• Células madre procedentes del folículo dental (DFSCs). 

• Células madre procedentes de la papila apical (SCAPs). 

• Células madre procedentes del tejido gingival (GMSCs). 

• Células madre procedentes del tejido inflamatorio periapical procedente de 

infecciones odontógenas (PL-MSCs). 

• Células madre procedentes de la lámina propia de la mucosa oral (OMLP-PCs). 

• Células madre procedentes de médula ósea de mandíbula (OMSCs). 

• Células madre procedentes de pulpa dental (DPSCs). 

• Células madre procedentes de dientes deciduos (SHEDs). 

 

Figura 2: Localización de las células madre en la cavidad oral. Tomado de Dental stem cells--

characteristics and potential. Histol Histopathol, Bojic, Sanja, y cols.[27]. 

1.2.2. CÉLULAS MADRE PROCEDENTES DE LA PULPA DENTAL 

La pulpa dental es un derivado mesenquimatoso de células multipotentes de la cresta 

neural craneal que migran al primer y segundo arco branquial durante el desarrollo 

embrionario temprano, lo que indica que las CMs de la pulpa dental tienen su origen 

en la cresta neural[28–32]. 
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Descubrieron inicialmente las DPSCs de terceros molares humanos impactados en el 

año 2000[33]. Tal descubrimiento abrió una nueva vía de investigación en las ciencias 

orales. En las últimas dos décadas hemos sido testigos de un tremendo avance en los 

estudios de las DPSCs desde la caracterización funcional e investigación mecanicista 

a los experimentos preclínicos y ensayos clínicos sobre regeneración de la pulpa 

dental[33–37]. 

Las DPSCs se obtienen de las exodoncias de terceros molares, pero también de 

dientes extraídos por indicación ortodóncica y de dientes supernumerarios. Las CMs 

aisladas de la pulpa dental de estos dientes muestran propiedades altamente 

proliferativas y multipotenciales[38–41]. 

Bajo condiciones de diferenciación óptimas tanto in vitro como in vivo, las DPSCs son 

capaces de diferenciarse en progenies de múltiples linajes, incluidos odontoblastos, 

osteoblastos, condrocitos, adipocitos, miocitos, melanocitos, células neurogliales, 

epiteliocitos, hepatocitos, endoteliocitos y células pancreáticas. Además, las DPSCs 

muestran una buena capacidad para la formación de neuroesferas, lo que enfatiza su 

aplicación en enfermedades neurológicas[42–44]. 

Cuando estas células se trasplantan in vivo son capaces de formar tras cinco semanas 

un complejo dentinario semejante al del diente. Conseguir la obtención de la pulpa 

es un proceso relativamente sencillo, basta con cortar y separar el cemento del 

esmalte y a continuación separar cuidadosamente la pulpa de la corona y la raíz. Los 

marcadores celulares específicos que presentan son: CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, 

CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, CD166 Y CD271 siendo negativos para: CD3, CD8, 

CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD71, CD117 y HLA-DR[43,45–51]. 

1.2.2.1. APLICACIONES TERAPEUTICAS 

Las DPSCs se han utilizado ampliamente en la regeneración de tejidos orofaciales y 

de otros tipos, incluida la pulpa dental y el hueso largo. Se observa además que las 

DPSCs se caracterizan por presentar potentes propiedades inmunomoduladoras, ya 

que son capaces de inhibir a las células T-helper 17 y promover a las células T 

reguladoras para el tratamiento del lupus eritematoso sistémico y la colitis 
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experimental[52–54]. Las DPSCs ejercen por tanto aplicaciones terapéuticas en 

múltiples niveles[38]: 

• Regeneración del complejo pulpa-dentina  

La aplicación más aparente y prometedora de las DPSCs es la regeneración del 

complejo dentino-pulpar. La pulpa vital, que actúa como órgano de formación y 

soporte para la dentina, es fundamental para la longevidad de los dientes. Sin 

embargo, el tratamiento de conductos como tratamiento no regenerativo no salva la 

pulpa dental ni la vitalidad del diente, sino que sustituye el tejido pulpar por 

materiales inorgánicos, lo que culmina con un diente debilitado y desvitalizado, que 

puede llevar a la fractura o incluso a la pérdida del mismo. La aparición de la 

endodoncia regenerativa se reconoce como un enfoque prospectivo para la 

conservación de los dientes. El propósito final de la endodoncia regenerativa es, por 

lo tanto, regenerar un complejo dentino-pulpar viable que histológicamente se 

asemeje al tejido original con funciones fisiológicas anticipadas, que incluyen 

inervación pulpar, inmunidad pulpar, perfusión vascular y formación de dentina 

tubular[38,55]. 

En los últimos años, se han llevado a cabo grandes esfuerzos de investigación para 

avanzar en el proceso de endodoncia regenerativa en virtud del trasplante de células 

y el alojamiento de células. En la endodoncia regenerativa basada en el trasplante de 

células, el trasplante de células se considera como el trasplante de las DPSCs 

exógenas cargadas en andamios biocompatibles incorporados con moléculas de 

señalización biológica en los conductos radiculares. Para la endodoncia regenerativa 

se propone en primer lugar la estrategia de trasplante celular y se han logrado 

avances extraordinarios[56]. 

También se ha propuesto el trasplante de células para la regeneración de la dentina 

pulpar, ya que como se ha comentado anteriormente existen estudios in vivo que 

demuestran que después de cinco semanas trasplantadas son capaces de originar un 

complejo dentinario similar al del diente. De esta manera, cuando el diente sufre una 

agresión, estas células tienen la capacidad de diferenciarse a odontoblastos para 

producir dentina terciaria. No se conocen con exactitud los factores que participan 

en la diferenciación odontoblástica, aun así se cree que la BMP-2 (proteína 
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morfogénica ósea 2) favorece la aparición de marcadores como la sialoproteína 

dentinaria, la cual es fundamental para la formación de dentina[57,58]. 

Por otro lado, se encuentra la endodoncia regenerativa basada en la búsqueda de 

células. Para conseguir la regeneración pulpar se aplica un tratamiento únicamente 

con citoquinas como el uso del factor de crecimiento de fibroblastos básico, el factor 

de crecimiento del endotelio vascular, el factor de crecimiento derivado de 

plaquetas, el factor de crecimiento nervioso y la BMP-7 (proteína morfogénica ósea 

7), con la intención de inducir la migración autóloga de células madre. A diferencia 

del trasplante de células, la estrategia de localización de células ejerce una capacidad 

regenerativa que depende de señales bioactivas, que se incrustan en andamios libres 

de células y se liberan posteriormente para reclutar células madre endógenas 

residentes. Sin embargo, aunque se forman tejidos conectivos con abundantes 

células, la estrategia de solo citoquinas es difícil de interpretar porque se reclutan 

células no identificadas con resultados impredecibles[58–62]. 

• Estudio de patologías de enfermedades genéticas 

Dada su multipotencia y antecedentes genéticos relacionados con la enfermedad, las 

SHEDs y DPSCs derivadas de pacientes pueden ser útiles como modelo celular para 

dilucidar la patología de la enfermedad genética. Se puede utilizar la capacidad de las 

SHEDs y DPSCs para diferenciarse en neuronas dopaminérgicas, osteoblastos y 

condrocitos para dilucidar los mecanismos patológicos de varios trastornos genéticos 

caracterizados por el sistema dopaminérgico del cerebro medio y defectos 

esqueléticos. El sistema dopaminérgico del mesencéfalo es un sistema modulador 

difuso que juega un papel vital en múltiples funciones cerebrales, incluidas las 

funciones motoras, cognitivas y de recompensa. La diferenciación, el desarrollo y la 

función alterados de las neuronas dopaminérgicas se han demostrado en muchos 

trastornos neuropsiquiátricos, aunque los mecanismos exactos siguen sin conocerse. 

Los defectos genéticos también pueden afectar al metabolismo óseo, dando como 

resultado fenotipos esqueléticos específicos. La disponibilidad de las SHEDs y DPSCs 

derivadas de pacientes con síndromes como el Síndrome de Rett o el Síndrome de 

Leigh, con displasia metatrópica, o con desórdenes de espectro autista pueden 

ayudar a explicar la fisiopatología de enfermedades causadas por variantes 
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monogenéticas o mutaciones de ácido desoxirribonucleico o ADN mitocondrial y 

trastornos poligénicos del neurodesarrollo[63–66]. 

• Reparación y regeneración de tejidos extraorales 

La caracterización funcional in vivo de las DPSCs está estrechamente relacionada con 

su origen y localización. Durante mucho tiempo se ha creído que las células madre 

mesenquimales orofaciales (OFMSCs) derivan de las células de la cresta neural en el 

desarrollo temprano de la cabeza que forman el tejido ectomesenquimatoso. 

Estudios recientes de rastreo de linaje han revelado además que las DPSCs se originan 

a partir de la glía asociada a los nervios periféricos. Por lo tanto, las DPSCs poseen la 

propiedad neural de diferenciarse en neuronas y glía e inducen potentemente la 

neurogénesis[67–69]. 

Las DPSCs comparten por tanto características similares con las células madre 

mesenquimales de la médula ósea humana (BMSCs). Además, en comparación con 

las BMSCs, la recolección de las DPSCs a partir de dientes humanos extraídos es 

menos invasiva y más factible. En consecuencia, las DPSCs pueden representar una 

terapia prospectiva y un candidato atractivo para el trasplante de BMSCs para la 

ingeniería de tejidos extraorales y la medicina regenerativa[38,70]. 

Además, las DPSCs residen en un nicho perivascular en el tejido de la pulpa dental 

posnatal y puede originarse a partir de pericitos, que están reconocidas como células 

perivasculares. Se ha documentado que las DPSCs contribuyen a la angiogénesis in 

vivo, demostrando propiedades vasculares[71–74].  

1.3. PATOLOGIA DE CARIES DENTAL 

La caries dental en la dentición permanente es la afección más prevalente entre todas 

las enfermedades humanas y afecta a más de 2500 millones de personas [75,76]. Así 

mismo, sigue siendo una de las enfermedades crónicas más frecuentes de la infancia 

y afecta al 60-90% de los niños en todo el mundo [77]. 

La caries dental y las complicaciones derivadas de la misma pueden agravar o inducir 

enfermedades sistémicas, que disminuyen de manera considerable la calidad de vida 

del paciente, provocando además un gran impacto económico [78]. 
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Los estudios publicados en las últimas dos décadas mostraron el impacto negativo de 

la caries dental en todos los aspectos de la vida relacionados con la salud bucal en la 

infancia, la edad escolar, la adolescencia, la edad adulta y entre los ancianos [79]. 

Además, la caries dental afecta el rendimiento académico, conduce a la pérdida de 

horas de trabajo y genera costos directos e indirectos para el individuo y la sociedad, 

incluida la pérdida de productividad [75].  

1.3.1. ETIOLOGÍA 

La caries es una enfermedad biofilm-azúcar dependiente que se encuentra modulada 

por múltiples factores y siendo por tanto no erradicable pero si controlable [80].Por 

tanto, la presencia de placa bacteriana adherida a los dientes es un factor necesario 

pero no suficiente para el desarrollo de la caries, siendo la exposición frecuente a los 

azúcares el factor determinante. Además, también supondrán factores de riesgo un 

flujo de saliva reducido o una alteración en la composición de la misma[81]. 

Los azúcares dietéticos suponen el principal aporte de nutrientes. Entre ellos se 

encuentra la sacarosa, la cual se considera el carbohidrato dietético más cariogénico 

ya que es fermentado a ácidos por el biofilm bacteriano, pero también porque puede 

metabolizarse a polisacáridos intracelulares y extracelulares[82]. 

Las bacterias obtienen energía mediante la metabolización de los hidratos de 

carbono, de manera que ante la presencia de los mismos se produce un aumento del 

metabolismo y crecimiento de bacterias acidúricas y acidogénicas. A partir de la 

fermentación de los azúcares de la dieta estos microorganismos sacarolíticos y 

acidogénicos generan ácidos que inducen una reducción en el pH, la cual promoverá 

una pérdida de mineral de la estructura dental[80,82]. 
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Figura 3: Desmineralización del esmalte en presencia de flúor en el biofilm. Tomado de 

Enamel remineralization: controlling the caries disease or treating early caries lesions?, 

Jaime Cury [83]. 

Cuando el pH del entorno oral cae por debajo de un valor crítico de 5,5 para el 

esmalte, los iones H+ aumentados se acoplan con los iones de calcio y fosfato libres 

para cambiar la ecuación a la desmineralización que provoca la disolución del cristal 

de hidroxiapatita y provoca la pérdida de calcio y fosfato de la estructura dental 

(Figura 3). Si esta situación se mantiene durante cierto período de tiempo se genera 

una lesión de caries incipiente[84–86].  

1.4. TRATAMIENTO RESTAURADOR DE LA CARIES DENTAL 

El tratamiento de las lesiones de caries dental puede ser mediante un abordaje 

convencional de perforación y obturación, usando instrumental rotatorio, o bien 

mediante un abordaje atraumático, usando únicamente instrumentos manuales. Se 

pueden utilizar diferentes materiales de restauración para estos dos enfoques [87]. 

1.4.1. TRATAMIENTO RESTAURADOR CONVENCIONAL 

El abordaje más común para el tratamiento de la caries en la clínica dental se 

corresponde con el tratamiento convencional mediante la utilización de resinas 

compuestas[88]. 
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Este enfoque convencional implica el uso de instrumental rotatorio, siendo el ruido 

derivado del mismo un obstáculo para la relajación del paciente o incluso puede 

inducir miedo o ansiedad en pacientes pediátricos o con necesidades especiales [89]. 

Suele ser necesaria la utilización de anestesia local para la realización del 

procedimiento, con el objetivo de controlar la sensibilidad y el dolor asociado con la 

preparación de la cavidad [89,90].  

El material restaurador de elección suele ser la resina compuesta, por lo que la 

utilización de dique de goma es una condición imprescindible para afianzar el éxito 

de la restauración [91,92]. 

Además, se ha demostrado que este enfoque tiene un mayor riesgo de exposición 

pulpar, síntomas pulpares posoperatorios y debilitamiento del diente como resultado 

de una extracción de caries más invasiva [93]. 

1.4.2. TRATAMIENTO RESTAURADOR MÍMIMAMENTE INVASIVO 

Los últimos avances en Odontología se han enfocado en la Odontología 

Mínimamente Invasiva (OMI) como alternativa al tratamiento restaurador 

convencional. La OMI aborda la caries desde el punto de vista biológico en vez de 

quirúrgico, el cual se basa en conocer el proceso de formación de la caries y el 

potencial de remineralización que posee el diente. La OMI tiene como objetivo 

conservar al máximo el tejido dentario, ya que es la mejor forma de afianzar la vida 

útil de un diente que va a ser restaurado en la cavidad oral [94].  

Las preparaciones cavitarias mínimamente invasivas están orientadas a la remoción 

selectiva de la dentina cariada, preservando así el esmalte y dentina sanos durante el 

tratamiento. Esta técnica se basa en la remoción únicamente de la dentina infectada, 

preservando la dentina afectada, dadas las diferentes características que presentan 

respecto a carga bacteriana y desnaturalización del colágeno. Esto permite limitar 

por un lado el posible aumento de la temperatura durante la remoción de la caries, 

que podría originar daños irreversibles en la pulpa dental, y por otro lado limitar los 

estímulos dolorosos que inciden negativamente en el nivel de estrés del paciente[95–

98]. 
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La OMI adopta así una filosofía que integra varios conceptos: detectar y prevenir los 

factores de riesgo, controlar la susceptibilidad individual de cada paciente, 

diagnosticar de manera precoz la caries dental, remineralizar el esmalte, y colocar y 

sustituir restauraciones realizando una mínima intervención [99]. 

Esta filosofía incluye técnicas como la abrasión por aire, la técnica de restauración 

atraumática (ART), la sono-abrasión, la eliminación de la caries mediante la utilización 

de láser y la eliminación químico-mecánica de caries (CMRC). A continuación 

describiremos las técnicas más frecuentemente empleadas en clínica [100]. 

A. TÉCNICA DE RESTAURACIÓN ATRAUMÁTICA 

El tratamiento restaurador atraumático de la caries dental tiene como objetivo la 

máxima conservación del diente con el menor impacto psicológico en el paciente [101]. 

Este abordaje mínimamente invasivo de la caries se basa en la eliminación del tejido 

cariado de manera manual únicamente, utilizando cucharillas de remoción de caries, 

por lo general sin el uso de anestesia ni instrumental rotatorio, utilizando un material 

adhesivo para restaurar la cavidad dental[102]. 

De acuerdo con este enfoque, en la eliminación del tejido cariado con cucharillas de 

remoción de caries se busca la eliminación de la dentina infectada, preservando la 

dentina afectada [103]. 

Los materiales de elección predominantes para ART son los cementos de ionómero 

de vidrio (GIC), pudiendo seleccionar un ionómero de vidrio puro, un ionómero de 

vidrio de alta densidad, o un ionómero de vidrio modificado con resina. Entre los 

materiales de restauración adhesivos para ART podemos encontrar también los 

compómeros [89,104,105]. 

El manejo de la caries dental siguiendo el enfoque de ART da como resultado un 

comportamiento menos estresante, pudiendo experimentar menos ansiedad y dolor 

dental en comparación con los enfoques de atención estándar [91,103,106]. 

B. TÉCNICA DE ELIMINACIÓN QUÍMICO-MECÁNICA 

Dentro del concepto de mínima intervención podemos incluir la remoción de caries 

químico-mecánica. El principio de ésta técnica es la promoción de una intervención 
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mínimamente invasiva utilizando productos de diferentes agentes químicos sobre la 

dentina que provocan el ablandamiento del tejido cariado facilitando su eliminación 

con instrumentos manuales [107].  

El mecanismo de acción de los agentes de remoción química de caries se basa en la 

degradación del colágeno. Se pueden distinguir dos zonas dentro de la lesión de 

caries: una capa interna que está parcialmente desmineralizada y puede 

remineralizarse y en la que las fibrillas de colágeno aún están intactas, y una capa 

externa donde las fibrillas de colágeno están parcialmente degradadas y no pueden 

remineralizarse [108].  

La idea de la eliminación de caries químico-mecánica fue desarrollada en la década 

de 1970 por el endodoncista Goldman usando hipoclorito de sodio al 5% (NaOCl al 

5%) para eliminar materiales orgánicos en los conductos radiculares[109]. 

El reactivo involucrado se genera mezclando aminoácidos con hipoclorito de sodio, 

de manera que se forman N-monocloroaminoácidos que degradan selectivamente el 

colágeno desmineralizado de la dentina cariada. Este reactivo CMCR debe poder 

causar más degradación de este colágeno parcialmente degradado, por escisión de 

las cadenas polipeptídicas en la triple hélice y/o hidrolización de los 

entrecruzamientos (Figura 4) [110].  
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Figura 4: a) Ruptura del colágeno por acción de un agente químico de remoción de caries. 

Cadena polipeptídica. Los posibles sitios de escisión por reactivos químico-mecánicos de 

eliminación de caries por degradación de glicina o hidroxiprolina se indican con flechas 

rojas. b) Triple hélice. Los sitios de escisión por degradación de enlaces cruzados 

intramoleculares se muestran con flechas rojas. C) Unidades de tropocolágeno 

ensambladas para formar una fibrilla de colágeno. Los sitios de escisión por degradación de 

enlaces cruzados intermoleculares se indican mediante flechas rojas. Tomado de 

Chemochemical caries removal: a review of the techniques and latest developments, Beeley 

JA, Yip [110]. 

 

1.5. MATERIALES PARA LA REMOCIÓN QUÍMICO-MECÁNICA 

DE CARIES 

Los avances en la odontología mínimamente invasiva, y en concreto en la remoción 

química de la caries se han enfocado en el desarrollo de materiales de remoción 

química de caries que contienen papaína como principal principio activo[111].  

La papaína es una endoproteína que se extrae del látex de hojas y frutos de la papaya 

verde adulta. Esta endoproteína es similar a la pepsina humana y actúa como agente 
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desbridante degradando las proteínas del tejido cariado, teniendo además acción 

bactericida, bacteriostática y antiinflamatoria[111].  

La papaína actúa degradando la unión entre las fibras de colágeno Tipo I no 

mineralizadas que se encuentran parcialmente destruidas por la acción de la caries, 

de manera que la ausencia de anti-tripsina en la dentina infectada permite a la 

papaína romper las moléculas de colágeno parcialmente degradadas, ayudando a la 

degradación y eliminación del “manto” de fibrina formado por un proceso carioso. La 

papaína ejerce su efecto únicamente en el tejido cariado al carecer de la antiproteasa 

plasmática denominada anti-tripsina. Ésta solo está presente en el tejido sano e 

inhibe la digestión de proteínas, impidiendo así la acción proteolítica en la dentina 

sana. [111–113]. 

Con base en estos descubrimientos, se lanzó al mercado una nueva generación de 

productos CMRC basados en enzimas, entre los que se encuentran Papacárie Duo®, 

BRIX3000®, Cariesolut y NATURAL-CARE [111,114,115].  

De estos cuatro productos, tres comparten el mismo principio activo, la papaína. 

BRIX3000® es un gel cuyo principio activo es la papaína al 10%, presentando en su 

composición 30.000 U/mg. También tiene en su composición excipientes como el 

propilenglicol, la pectina cítrica, la tietranolamina y el azul de toluidina entre otros. 

Papacárie Duo® presenta en su composición papaína 6.000UI/mg, la cual le otorga 

propiedades bacteriológicas, bacteriostáticas y antiinflamatorias. También presenta 

en su composición cloramina, la cual es bactericida y desinfectante y ayuda a 

ablandar la dentina cariada, y azul de toluidina, el cual potencia la acción 

antibacteriana de los demás componentes. El agente de remoción química de caries 

NATURAL-CARE también está compuesto por papaína, cloraminas y azul de toluidina. 

Respecto a Cariesolut, el fabricante indica que está compuesto por gluconato de 

clorhexidina, ácido cítrico, hidroxipropilmetilcelulosa, agua pura, etc.[111,116,117]. 

Todos estos materiales comparten un protocolo similar con algunas salvedades, 

aconsejando el fabricante en todos los casos preparar la cavidad previamente con 

instrumental manual o rotatorio hasta lograr una cavidad expulsiva. Posteriormente 

las instrucciones de los diferentes materiales aconsejan utilizar un aislamiento 
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relativo con rollos de algodón, aplicar el producto sobre la cavidad y esperar durante 

un tiempo determinado, el cual varía para cada material. El tiempo de aplicación del 

material es el paso en el que más se diferencian las instrucciones de uso de los 

diferentes materiales: en el caso de Papacárie Duo®, el fabricante aconseja dejar 

actuar el producto entre 30 y 60 segundos; BRIX3000® requiere un tiempo de 

actuación de 2 minutos; NATURAL-CARE indica una aplicación de 2 a 3 minutos; en el 

caso de Cariesolut el fabricante aconseja esperar hasta que el gel ablande 

completamente el tejido cariado. Pasado el tiempo de actuación recomendado en 

cada caso, se debe retirar el material con una cucharilla de remoción de caries con 

movimientos pendulares y sin presión. Según el fabricante, este procedimiento se 

puede repetir hasta lograr la presencia de dentina sana y poder así colocar 

inmediatamente el material de obturación. 

Los productos utilizados para la CMCR cobran protagonismo ante la presencia del 

SARS-CoV-2 (COVID-19), ya que el riesgo potencial de infección cruzada durante la 

remoción de caries incita a evitar tratamientos convencionales con instrumentos 

rotatorios, para su sustitución por técnicas de baja producción de aerosoles como 

CMCR [118]. 

A pesar de aumentar el tiempo de los tratamientos, la aplicación clínica de CMCR 

también ha demostrado reducir la ansiedad, el dolor, así como la necesidad de 

anestesia, y esto los convierte en materiales muy adecuados para el tratamiento de 

pacientes ansiosos o médicamente comprometidos, así como para la odontología 

pediátrica y domiciliaria [110,118]. 

Sin embargo, existen algunas limitaciones en el sistema de remoción química de 

caries. Es posible que, aun utilizando este sistema, se necesiten instrumentos 

rotatorios para la eliminación de tejido o material que no sea colágeno dentinario 

degradado. Esto incluye el acceso a lesiones cariosas pequeñas o interproximales, la 

eliminación del esmalte que recubre la caries, la eliminación de restauraciones 

existentes, etc. También debe tenerse en cuenta que la utilización de CMRC supone 

añadir un paso en el proceso de la remoción de la caries, aumentando por tanto el 

tiempo total del procedimiento de restauración de la caries. Así mismo, la utilización 
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de agentes de remoción química de caries supone un encarecimiento del 

tratamiento[112]. 

1.6. BIOCOMPATIBILIDAD 

La totalidad de los materiales dentales empleados en la consulta odontológica, de 

acuerdo con su aplicación, estarán en contacto con tejido óseo, gingival, muscular, 

mucoso y pulpar, y también con fluidos como sangre y saliva. Por lo tanto, como 

sustitutos artificiales que interaccionan con el organismo, se debe determinar la 

biocompatibilidad de los mismos mediante la realización de diferentes pruebas de 

laboratorio[119]. 

Es imperativo tener en cuenta que existen ciertos estándares internacionales para las 

pruebas de biocompatibilidad, incluidas las series ISO 10993 (10993-5, 10993-12) e 

ISO 7405[120–122], que incluyen pruebas conocidas y de uso común. Esta misma norma 

recomienda, siempre que sea posible, llevar a cabo ensayos in vitro previos. Como 

tipo celular pueden utilizarse fibroblastos, linfocitos, osteoblastos, etc. Es muy común 

la utilización de las líneas de células inmortales o continuas por su larga duración y 

disponibilidad, pero presentan el inconveniente del elevado coste, además de que 

pueden resultar menos sensibles a sustancias toxicas que las células primarias o 

finitas. Por esta misma razón también se utilizan las células obtenidas de cultivos 

primarios adecuadamente obtenidos y caracterizados[123,124]. 

Uno de los aspectos principales de las pruebas de biocompatibilidad es la evaluación 

de la toxicidad. La toxicidad del material revela su capacidad para dañar un sistema 

biológico. Dicha capacidad comienza a nivel celular, pudiendo la toxicidad tisular local 

dar lugar a efectos sistémicos. En la remoción química de la caries, las reacciones 

locales ocurren principalmente en la pulpa. La evaluación de toxicidad más común es 

la prueba de citotoxicidad que define el efecto del material sobre la viabilidad 

celular. Las pruebas de citotoxicidad son pruebas primarias de biocompatibilidad que 

especifican la lisis de las células y la inhibición de la proliferación celular[124].   
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2. OBJETIVOS 

Objetivo principal: 

Comparar las propiedades biológicas de cuatro materiales de remoción química de 

caries mediante la evaluación de la biocompatibilidad de los mismos. 

 

Objetivos secundarios: 

• Determinar a qué concentración produce cada material de remoción química 

de caries la inhibición del crecimiento y metabolismo de las células madre de 

la pulpa dental de diente permanente humano al 50%. 

 

• Evaluar la viabilidad celular de las células madre de la pulpa dental de diente 

permanente humano en contacto con los materiales de remoción química de 

caries seleccionados para el estudio. 

 

• Estudiar la migración celular de las células madre de la pulpa dental en 

presencia de los materiales de remoción química de caries. 

 

• Observar la morfología celular de las células madre de la pulpa dental en 

contacto directo con los materiales de remoción química de caries, mediante 

la obtención de imágenes de fluorescencia. 

 

• Valorar el número de especies reactivas de oxígeno producidas tras la 

aplicación de los distintos materiales. 

 

• Analizar las posibles alteraciones en las diferentes fases del ciclo celular de las 

células madre de pulpa dental tras aplicar los diferentes materiales de 

estudio, mediante el ensayo de citometría de flujo. 
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• Determinar el porcentaje de células de pulpa dental vivas, apoptóticas 

tempranas y necróticas apoptóticas tardías tras la aplicación de los materiales 

de remoción química de caries. 

 

La hipótesis nula fue que estos materiales no mostrarían diferencias en su 

citotoxicidad. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

El estudio fue aprobado por el Comité Ético de la Universidad de Murcia (Anexo I), y 

por el Comité de Bioseguridad en Experimentación de la Universidad de Murcia 

(Anexo II). Todos los participantes fueron informados por escrito y firmaron el 

consentimiento para participar en el proyecto de investigación (ANEXO II y III). 

Este estudio se realizó de acuerdo con la  Normativa Internacional  de Estandarización 

(ISO 10993:2009) sobre la evaluación de la biocompatibilidad de los productos 

sanitarios usados en odontología, basándonos en los apartados de preparación de 

muestras y materiales de referencia (ISO 10993-12:2009)[120]  y de ensayos de 

citotoxicidad in vitro (ISO 10993-5:2009)[121]. 

Los materiales de remoción química de caries analizados en este estudio fueron 

BRIX3000®, Papacárie Duo®, Cariesolut y NATURAL-CARE, cuyas características 

muestra la Tabla 1. 

Los procedimientos que se describirán a continuación para evaluar la 

biocompatibilidad de los materiales de remoción química de caries fueron realizados 

sobre células madre de pulpa dental de diente permanente (DPSCs). 

Tabla 1: Especificaciones de los materiales de remoción química de caries. 

MATERIAL FABRICANTE COMPOSICIÓN NÚMERO 
DE LOTE 

BRIX3000® 
 
 

BRIX SRL. E.B.E. 
(Santa Fe, 
Argentina) 

Papaína 30.000 U/mg 10 g, 
Excipientes (propilenglicol, 

pectina cítrica, trietanolamina, 
monolaurato de sorbitán, 
fosfato disódico, fosfato 

monopotásico, azul de toluidina, 
agua destilada 

L49V10/21 

Papacárie Duo® F&A Laboratório 
Farmacêutico 
Ltda-Me Rua 

Machado 
de Assis, 470 - Vila 
Mariana São Paulo 

– Brasil 

Papaína 6000 UI/mg, Cloramina 
T, tinción azul, Propilenoglicol, 

Polietilenoglicol 

9637 
9703 

NATURAL-CARE Dengen Dental 
(India) 

Papaína, cloraminas y azul de 
toluidina 

ND005 

Cariesolut Easyinsmile 
(China) 

 

Gluconato de clorhexidina 
(0,2%-0,5%) (p/p), ácido cítrico, 
hidroxipropilmetilcelulosa, agua 

pura, etc. 

Sin 
especificar 
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3.1. DESCRIPCIÓN DE LA MUESTRA 

Los criterios de inclusión para la conformación de la muestra fueron los siguientes: 

dientes permanentes con ausencia de caries y patología pulpar, siendo éstos terceros 

molares con indicación de extracción por parte del Odontólogo o bien premolares 

con indicación de extracción ortodóncica.  

No fueron incluidos en este estudio dientes temporales, tampoco dientes 

permanentes extraídos que presentaran patología de caries, patología pulpar y/o 

quistes asociados a las raíces de los mismos. 

La muestra se conformó aislando células madre de la pulpa de los dientes 

permanentes recolectados con un tamaño muestral de n=5. 

A continuación, se describen los procedimientos llevados a cabo para obtener los 

cultivos de células que utilizamos para el estudio. 

3.2. AISLAMIENTO Y CULTIVO CELULAR 

Para la obtención de células de pulpa dental de diente permanente se procedió a la 

recolección de dientes permanentes tras su extracción. 

Para asegurar el anonimato de los donantes no se llevó a cabo la identificación de los 

dientes recogidos. 

Para el almacenamiento de los dientes recolectados se preparó un tubo de 50 ml, el 

cual se conservó a una temperatura de entre 4˚C y 7˚C con el siguiente contenido: 

• Medio de cultivo DMEM de alto contenido en glucosa (Biowest, Nuaillé, 

Francia). 

• Solución de antibióticos y antifúngico (HyClone, Utah, EE.UU.): 

o 10 unidades/ml de penicilina G. 

o 10 unidades/ml de streptomicina. 

o Antifúngico: 0.25 μg /ml de anfotericina B. 

• Suero bovino fetal: 10% (Cytiva, Utah, EE.UU.). 

Tras la extracción de cada diente, éste se colocó en una gasa estéril para introducirlo 

después en el tubo de 50 ml anteriormente mencionado. Los dientes se almacenaron 

un máximo de 48 horas. 
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3.2.1. EXTRACCIÓN DE LA PULPA DENTAL 

Para la extracción celular, y para todos los procedimientos celulares realizados en 

este estudio, se trabajó en una cabina Tesltar BIO II A (Telstar, Terrasa, España), de 

seguridad nivel 2 (Figura 5). 

 

Figura 5: cabina Tesltar BIO II A. 

Para la extracción celular se utilizó el método químico, y para ello se preparó un tubo 

de 15 ml el cual contenía: 

• 1 ml de medio DMEM de alto contenido en glucosa (Biowest). 

• 1 ml de colagenasa tipo I 2X (200 U/mL) (Roche Diagnostics, Mannheim, 

Alemania). 

• 80 μl de dispasa 100mgr/ml (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

Massachusetts, EE.UU.) 

Los dientes se depositaron en una placa Petri y se lavaron con tampón fosfato salino 

0.1 M, pH 7.4 estéril (PBS) (Gibco, Grand Island, EE.UU.). Con ayuda de limas 

manuales de endodoncia de calibres #10 y #15 y de cucharillas de remoción de caries 

estériles se extrajo la pulpa dental de cada diente y se hidrató con PBS (Gibco). 

Con la ayuda de una pipeta los fragmentos de pulpa dental obtenidos se depositaron 

en el tubo que se preparó anteriormente, el cual contenía la colagenasa. 
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3.2.2. DISGREGACIÓN ENZIMÁTICA 

Se preparó un tubo para llevar a cabo la disgregación enzimática mediante la acción 

de la solución de proteasas. El tubo contenía: 

• 1ml de medio DMEM (Biowest). 

• 1 ml de colagenasa 200 U/ml (Roche Diagnostics). 

• 80 μl de dispasa 100mgr/ml (Thermo Fisher Scientific). 

El tejido se incubó en un baño de agua (Ovan, Barcelona, España) a 37 ˚C (Figura 6) y 

se agitó cada 1-2 minutos, para optimizar la disgregación del tejido pulpar. 

Para favorecer la disgregación enzimática de grandes fragmentos de tejido pulpar, en 

la cabina Telstar BIO II 500 μl de la suspensión fueron sustituidos por 500 μl de la 

preparación enzimática. Se volvió a introducir de nuevo el tubo en el baño de agua a 

37 °C para continuar con la disgregación enzimática. 

 

Figura 6: Tanque de agua a 37 °C. 

Según se iba produciendo la disgregación enzimática, se iba extrayendo suspensión 

celular para inactivar la colagenasa mediante la adición de medio de cultivo y 

centrifugación. A los 500 μl extraídos del tubo de disgregación se le añadieron 500 μl 

de medio de cultivo en un nuevo tubo. La composición del medio de cultivo fue la 

siguiente: 

• DMEM de alto contenido en glucosa (Biowest). 

• Suero bovino fetal al 10% (Cytiva) 
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• Antibióticos y antifúngico al 1% (10,000 unidades/ml de penicilina G; 10,000 

unidades/ml de streptomicina; 25 μg/ml de anfotericina B) (HyClone). 

• Glutamina al 1% (glutamina 200mM en 0,85% de solución de cloruro de 

sodio) (Lonza, Verviers, Bélgica). 

La suspensión celular con la colagenasa inactivada se introdujo en un microtubo tipo 

Eppendorf estéril y se centrifugó a 300 g durante 5 minutos en la centrífuga (Heraeus, 

ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) (figura 7). Una 

vez completado el proceso de centrifugación, en la cabina Telstar BIO II se descartó 

el sobrenadante y se añadieron 9 ml de medio de cultivo celular DMEM 

anteriormente descrito. Este procedimiento se repitió hasta conseguir disgregar todo 

el tejido pulpar. 

 

 

Figura 7: Centrífuga. 

3.2.3. SIEMBRA DE CÉLULAS PARA LA OBTENCIÓN DE COLONIAS 

Para la obtención de colonias, las células se sembraron en frascos de 25 cm2. Para 

ello, tras centrifugar se resuspendió el pellet obtenido en medio de cultivo DMEM. Al 

frasco de cultivo se incorporaron 4,5 ml de medio de cultivo y 500 μl de la suspensión 

celular. 

Los frascos de cultivo obtenidos se introdujeron en una estufa de cultivo (Estufa de 

cultivo Series 8000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.) 

(Figura 8) y 8,5% de CO2 a 37 °C durante 5-6 días. 
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A las células se les realizó un cambio de medio de cultivo cada 2-3 días, hasta que 

alcanzan una confluencia cercana al 80%. 

 

Figura 8. Estufa de cultivo. 

 

3.3. TRIPSINIZACIÓN 

Con el objetivo de aislar las células del frasco de cultivo, se realizó el proceso de 

tripsinización. Para ello se retiró el medio de cultivo que contenían los frascos con 

ayuda del pipeteador automático. Se lavó cada frasco de manera independiente con 

10 ml de PBS (Gibco) y se añadió la solución de tripsina (tripsin-EDTA 0.25%) (Sigma 

Aldrich, St Louis, EE.UU.). La cantidad de tripsina depende del tamaño del frasco, 

siendo lo indicado 2 ml de tripsina para un frasco de 25 cm2, 3 ml de tripsina para un 

frasco de 75 cm2, y 5 ml de tripsina para un frasco de 175 cm2. 

Los frascos se incubaron en la estufa a 37 °C durante 5 minutos. Transcurrido el 

tiempo, los frascos se agitaron suavemente y se comprobó en el microscopio de 

contraste de fases invertido (Motic AE30 Series, Vancouver, Canadá) que las células 

se encontraban despegadas del fondo del frasco. 

La tripsina se inactivó adicionando el doble de medio de cultivo DMEM completo que 

de tripsina, el cual contenía: 

• DMEM de alto contenido en glucosa (Biowest). 

• Suero bovino fetal al 10% (Cytiva) 
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• Antibióticos (10,000 unidades/ml de penicilina G; 10,000 unidades/ml de 

streptomicina) (Lonza, Verviers, Bélgica). 

• Glutamina al 1% (glutamina 200mM en 0,85% de solución de cloruro de sodio) 

(Lonza, Verviers, Bélgica). 

Finalmente se recogió el contenido del frasco y se centrifugó durante 5 minutos a 300 

g, una vez centrifugado se descartó el sobrenadante y se resuspendió el pellet en 

medio DMEM completo. Las células se sembraron en frascos de 25cm2 con 5mL de 

medio DMEM completo. 

3.4. RECUENTO CELULAR 

El recuento y estimación de la viabilidad celular se realizaron mediante la tinción con 

azul tripán. 

Este método se basa en el principio de que el colorante penetra tanto en células vivas 

como en células muertas, pero las células vivas (viables) tienen la capacidad de 

expulsar dicho colorante, mientras que las células no viables son teñidas de azul.  

El recuento se realizó en un contador automático de células (TC20 Automated Cell 

Counter, BIO-RAD, California, Estados Unidos) (Figura 9). 

 

Figura 9: Contador automático celular. 

Para realizar dicho proceso se utilizó una dilución 1:1 de suspensión celular y azul 

tripán, se cargó la cámara de conteo con la mezcla y se introdujo en el contador 
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automático. EL rango de tamaño celular utilizado fue de 4 a 34 m. El contador 

expresa en “células/ml” los resultados de células totales y viables.  

3.5. ENSAYOS EXPERIMENTALES 

Para evaluar la biocompatibilidad de los cuatro materiales de remoción química de 

caries se llevaron a cabo los siguientes experimentos: medición de la concentración 

de inhibición media (IC50), medición de la actividad metabólica celular, ensayo de 

migración celular, ensayo de inmunofluorescencia, medición de la acumulación de 

ROS intracelular, análisis de la apoptosis y necrosis celular mediante el marcaje con 

Annexin-V-FITC y 7-AAD, y análisis del ciclo celular. 

3.5.1. MEDICION DE LA CONCENTRACIÓN DE INHIBICIÓN MEDIA 

Se realizó una medición de la concentración de inhibición media o IC50 para cada 

material, con el objetivo de determinar a qué concentración se producía la inhibición 

del crecimiento y metabolismo celular al 50%. Para ello, se aplicó el ensayo 

colorimétrico MTT ((3- (4,5-dimetiltiazol-2-ilo) -2,5-bromuro de difeniltetrazolio) 

(Sigma Aldrich, St Louis, EE.UU.). El MTT es un compuesto que pertenece a la familia 

de sales de tetrazolio, el cual es soluble en agua y presenta un color amarillo[125]. 

La acción sobre el MTT se debe principalmente a las deshidrogenasas mitocondriales, 

en concreto a la succinato deshidrogenasa, capaz de reducir el MTT a un compuesto 

insoluble llamado formazán, el cual es de color morado[126]. 

La absorbancia del formazán solubilizado en dimetilsulfóxido (DMSO) se cuantifica 

midiendo a una cierta longitud de onda con ayuda de un espectrofotómetro. El grado 

de absorción de luz depende de la concentración de formazán acumulado tanto 

dentro de la célula como en la superficie celular, dependiendo por tanto de la 

actividad metabólica de las células vivas. De esta manera, la producción de formazán 

de MTT es directamente proporcional a la cantidad de células metabólicamente 

viables[127]. 

Para preparar el stock de MTT se realizó una dilución de MTT (Sigma Aldrich) a una 

concentración de 5 mg/ml. Para ello, se disolvió MTT en polvo en medio de cultivo 

https://es.wikipedia.org/wiki/Absorbancia
https://es.wikipedia.org/wiki/Longitud_de_onda
https://es.wikipedia.org/wiki/Espectrofotometr%C3%ADa
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DMEM sin suero ni rojo fenol, para evitar que éste interfiera en la lectura de 

absorbancia. Se filtró disolución de MTT  5mg/ml, se cubrió con papel de aluminio 

para evitar la exposición a la luz y se almacenó a una temperatura de 4 °C. 

Para este experimento se sembraron placas de 96 pocillos con 2.000-4.000 células y 

180 µl de medio DMEM por pocillo, para permitir la adhesión celular se introdujeron 

las placas en la estufa a 37 °C y 8.5% CO2 durante 24h. 

Para la aplicación del tratamiento a las células madre sembradas anteriormente se 

siguió un procedimiento idéntico para los materiales de remoción química de caries 

BRIX3000®®, Papacarie Duo®, Cariesolut y Natural-Care. 

Se obtuvieron diferentes diluciones de cada material, aplicando cada tratamiento a 

las células madre a las siguientes concentraciones: 10%, 5%, 2%, 1%, 0,5%, 0,1%, 

0,05%, 0,01% y 0,005%. Para ello, se sacaron de la estufa las placas que contenían las 

células sembradas, se observaron al microscopio de contraste de fases invertido 

(Motic AE30 Series, Vancouver, Canadá) para verificar su estado, y se introdujeron en 

la cabina Telstar Bio II. Una vez en la cabina, se retiraron 180 μl de medio con la pipeta 

multicanal y se añadieron 120 μl de la dilución que contenía el tratamiento a cada 

pocillo con la pipeta multicanal. 

Una vez aplicado el tratamiento a todos los pocillos, se volvieron a introducir las 

placas en la estufa durante 24 horas. 

Pasadas las 24 horas, la disolución de MTT se atemperó a 37 °C y se aplicó a las placas 

de 96 pocillos a las que se les administró previamente el tratamiento con los cuatro 

materiales de remoción química de caries además de los controles necesarios. El 

protocolo de adición del MTT fue el siguiente: 

1. Se retiró medio de cultivo del cultivo celular.  

2. Se lavaron los pocillos con PBS (Gibco) atemperado. 

3. Se añadieron 200 µL de medio de cultivo sin suero ni rojo fenol.  

4. Se añadieron 50 µL de la solución de Stock de MTT (5mg/ml) para conseguir 

una concentración final de 1 mg/ml. 
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5. Se cubrieron las placas con papel de aluminio para proteger de la luz, dejando 

aperturas laterales para permitir que las células pudieran hacer el 

intercambio gaseoso.  

6. Se incubó en la estufa a 37 °C de 2 a 4 horas. 

7. Una vez finalizado el tiempo de incubación en la estufa, se retiró el 

sobrenadante. Debido a la toxicidad del MTT este se desechó al contenedor 

especial para citotóxicos. 

8. Se añadieron 100 µL de DMSO (Avantor Performance Materials, Gliwice, 

Polonia) por pocillo y se agitó en un agitador orbital durante un minuto. 

9. Se realizó la lectura de absorbancia en el espectrofotómetro INFINITE 200 

PRO (Tecan, Grödig, Austria), a 570 nm y 690 nm. 

10. Se calculó la media y la desviación estándar de todas las repeticiones. 

3.5.2. MEDICIÓN DE LA ACTIVIDAD METABÓLICA CELULAR  

El ensayo de actividad metabólica celular, conocido comúnmente como MTT es 

un ensayo colorimétrico para medir la actividad metabólica celular. Este método se 

utilizó para determinar el efecto citotóxico de los materiales objeto de estudio sobre 

cultivos de células en diferentes tiempos de exposición, siendo la cantidad de células 

vivas proporcional a la cantidad de formazán producido que resulta en su actividad 

metabólica[128].  

Se realizó el experimento de medición de la actividad metabólica celular a las 24, 48 

y 72 horas para cada material de manera independiente. Para ello se sembraron  

placas de 96 pocillos, con 1.500-3.000 células por pocillo. La siembra de estas placas 

se realizó de la misma manera que fueron sembradas las placas del experimento de 

IC50. 

Teniendo como referencia los resultados obtenidos del IC50 se seleccionaron las 

concentraciones de los materiales de remoción química de caries para realizar los 

experimentos de MTT y migración celular. Siguiendo dicho razonamiento, las 

concentraciones a las que se prepararon los materiales para realizar los experimentos 

fueron el 0,01%, el 0,1% y el 2%. 

https://es.wikipedia.org/wiki/Espectrofotometr%C3%ADa
https://es.wikipedia.org/wiki/Colorimetr%C3%ADa_(m%C3%A9todo_qu%C3%ADmico)
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El protocolo de adición del MTT fue el mismo que se describe anteriormente para la 

realización del experimento del IC50, con la salvedad de que las placas con el MTT 

incorporado se incubaron en la estufa durante 24, 48 y 72 horas. 

3.5.3. EXPERIMENTO DE MIGRACIÓN CELULAR 

El experimento de migración celular se basa en la observación del comportamiento 

de una monocapa confluente de células a la que previamente se le ha realizado una 

brecha o herida. Las células en el borde de la brecha se moverán y proliferarán hacia 

la abertura hasta establecer nuevos contactos célula‐célula, cerrando así la herida. El 

experimento permite analizar tanto la velocidad de migración de la monocapa como 

el movimiento de células individualmente[129,130]. 

El ensayo se realizó para cada material al 2%, 0,1 % y 0,01%, las células se sembraron 

en placas de 12 pocillos con 200.000 células por pocillo en un volumen total de 2 ml, 

preparando también grupos control sin tratamiento. Las placas se introdujeron en la 

estufa a 37 °C y 8.5 CO2 durante 24 horas para permitir el crecimiento y la adhesión 

celular. 

El protocolo que se llevó a cabo para el experimento de migración celular fue el 

siguiente: 

1. Se cultivaron las células en placas de 12 pocillos hasta alcanzar una 

confluencia del 100%.  

2. Se le realizó a cada pocillo una brecha o herida con la ayuda de una punta de 

micropipeta en forma de cruz.  

3. Se retiró la totalidad del medio de cultivo de los pocillos. 

4. Se realizó un lavado con PBS estéril (Gibco), incorporando 2 ml a cada pocillo 

y agitando suavemente. 

5. Se aplicó el tratamiento por triplicado para cada concentración y se preparó 

el control con solo medio de cultivo. 

6. Tras aplicar el tratamiento, se utilizó un microscopio de contraste de fases 

invertido (Nikon Eclipse Ti-S, Japón), para la obtención de las imágenes 

iniciales con la capturadora de imágenes (Nikon Digital Sight, Japón), 

registrando una imagen de la brecha de cada pocillo. 
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Se registraron cuatro tiempos por experimento, de manera que las imágenes se 

capturaron a las 0, 24, 48 y 72 horas, seleccionando siempre la misma localización en 

el pocillo con el objetivo de poder comparar los cambios producidos en la brecha 

como consecuencia de la migración celular. Las imágenes fueron analizadas con 

ayuda del software ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda,MD, EE.UU.). 

3.5.4. EXPERIMENTO DE INMUNOFLUORESCENCIA 

Para estudiar la morfología celular, se utilizó el experimento de inmunofluorescencia. 

La inmunofluorescencia es una técnica que se utiliza para la detección y localización 

de antígenos celulares, mediante la tinción con fluorocromos. El microscopio de 

fluorescencia excita el fluorocromo con luz a una longitud de onda determinada y 

recogen la señal emitida generando una imagen[131].  

Para el estudio del núcleo celular se utilizó la tinción de células con 4,6- diclorhidrato 

de diamidino-2-fenilindol (DAPI) (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, 

EE.UU.). Este fluorocromo tiene la capacidad de, estando la célula fijada previamente, 

atravesar la membrana celular y unirse al ADN dando lugar a una fluorescencia con 

una longitud de onda de excitación/emisión máxima de 358/461 nm, obteniendo 

imágenes donde el ADN y por tanto el núcleo celular se visualizan de color azul [132]. 

Para el estudio del citoesqueleto se llevó a cabo la tinción con Faloidina (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.), ya que es capaz de unirse a los 

filamentos actínicos del citoesqueleto, permitiendo así observar los polímeros de 

actina del citoesqueleto en color rojo al producir una longitud de onda de 

excitación/emisión máxima de 585/613 nm [132,133]. 

Para el experimento de inmunofluorescencia se sembraron placas de 24 pocillos con 

una densidad de 10.000 células por pocillo y un volumen total de 500 μl por pocillo. 

Se introdujeron en la estufa a 37 °C y 8.5 CO2 durante 24 horas para permitir la 

adhesión de las células, transcurrido este tiempo se aplicó el tratamiento con los 

cuatro materiales al 2%, 0,1% y 0,01%. 

Pasadas 72 horas de la aplicación del tratamiento, se retiró el medio de cultivo y se 

lavaron los pocillos con PBS (Gibco) tres veces. Las células se fijaron con 
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paraformaldehído al 4% en PBS durante 15 minutos, tras lo cual se lavó tres veces 

con PBS. Para permeabilizar la membrana de las células se utilizó una dilución al 

0.25% de Tritón X100 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.) en 

PBS durante 5-15 minutos (0,125ml en 50ml de PBS). Para eliminar el Tritón se lavó 

con PBS tres veces. Las células se marcaron con Faloidina (ThermoFisher Scientific) 

(solución de 20µl de stock en 5,98ml de PBS) añadiendo 300 µl durante un período 

de tiempo de 30 minutos a temperatura ambiente, y se eliminó después mediante 

lavados con PBS. Posteriormente se marcaron las células con 4,6- diclorhidrato de 

diamidino-2-fenilindol (DAPI) (ThermoFisher Scientific) añadiendo 500 µl de DAPI 

(dilución 1/500 en PBS, 20µl de stock en 10ml de PBS) durante un total de 5 minutos, 

para después lavar los pocillos con PBS. El DAPI se encontraba en una dilución de 

1/500 en PBS, 20µl stock en 10ml de PBS. 

Las placas se observaron en el microscopio de contraste de fases con fluorescencia 

(Leica, Wetzlar, Alemania). 

3.5.5. ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR 

Para analizar las posibles alteraciones en las diferentes fases del ciclo celular de las 

DPSCs tras aplicar los diferentes materiales se llevó a cabo la medición del ciclo 

celular mediante el ensayo de citometría de flujo. Este ensayo se basa en el análisis 

del contenido del ADN mediante la tinción de las células con yoduro de propidio (IP) 

(ThermoFisher Scientific), el cual es un fluorocromo que se unen a los ácidos nucleicos 

por lo que la emisión de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de 

ADN nuclear[134].  

Por lo tanto, la medición de su intensidad de fluorescencia permite la identificación 

de las distintas fases del ciclo celular, G0/G1, S y G2/M, que difieren entre sí por su 

contenido de ADN[135].  

A la hora de interpretar los resultados han de tenerse en cuenta los cambios que se 

producen en cada fase, siendo la G0 una fase de reposo celular, mientras que en la 

fase G1 las células se preparan para sintetizar ADN, y la fase S es el período de síntesis 

de ADN, preparándose la célula para la división celular en la fase G2, y siendo 

finalmente en la fase M donde se produce la división celular[136]. Por tanto, las células 
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de las fases G1 y G0 tienen la mitad del contenido de ADN en comparación con las 

células de las fases G2 y M[135,136]. 

Para este experimento se sembraron células en frascos de 25cm2. Se aplicó el 

tratamiento para cada material al 2%, 0,1% y 0,01% junto con un control sin 

tratamiento, con un tiempo total de exposición de 72 horas. El protocolo del 

experimento fue el siguiente: 

1. Se preparó una suspensión celular en 200 µl de PBS (Gibco). 

2. Se fijaron las células con etanol añadiendo 2 ml de una mezcla etanol-PBS 

(70%-30%). 

3. Se incubaron a 4 °C durante 30 minutos. 

4. Se centrifugó a 1000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. 

5. Se resuspendió la suspensión celular en 800 µl de PBS. 

6. Se observaron las muestras al microscopio para verificar la ausencia de células 

agregadas. En el caso de que las hubiera, se pasaron por una jeringuilla con 

aguja de calibre 25. 

7. Se añadieron 100 µl de RNasa (1mg/ml) y 100 µl de IP (400 µl/ml). 

8. La suspensión celular se incubó a 37 °C durante 30 minutos 

9. Se realizó el análisis del ciclo celular en el citómetro de flujo BD LSRFortessa™ 

X-20 (Figura 10) utilizando el software ModFit LT V5.0.9 (Verity Software 

House, Cytonome Verity, Oak Park Drive, Bedford). 
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Figura 10: Citómetro de flujo BD LSRFortessa™ X-20. 

3.5.6. MEDICIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DEL OXÍGENO 

INTRACELULAR 

Las especies reactivas del oxígeno (ROS) son moléculas químicamente activas 

derivadas del oxígeno (incluyen superóxido, peróxido de hidrógeno, radical hidroxilo, 

así como ion hidroxilo), las cuales son capaces de oxidar otras moléculas[137,138]. 

En condiciones fisiológicas, la producción de pequeñas cantidades de ROS forma 

parte del metabolismo celular que actúa como regulador de procesos activados por 

hormonas, factores de crecimiento, citoquinas y otros estímulos. Sin embargo, 

cuando las células se exponen a estímulos patológicos se genera continuamente un 

exceso de ROS como subproducto natural de las reacciones metabólicas aeróbicas en 

las mitocondrias. Como consecuencia, la producción incontrolada de ROS altera o 

destruye componentes celulares y modifica la expresión de genes[138–141]. 

Por tanto, la medición de los niveles de ROS tiene como objetivo determinar la 

producción de especies reactivas del oxígeno generadas bajo distintas condiciones.  

Para este experimento se sembraron células en placas de 6 pocillos (Figura 11), con 

el objetivo de obtener unas 100.000 células por pocillo, en un volumen de 2 ml. Las 
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placas se introdujeron en la estufa a 37 °C y 8.5 CO2 durante 24 horas para permitir 

el crecimiento y la adhesión celular. 

 

Figura 11. Siembra de células en placas de 6 pocillos. 

A las células se les aplicaron los diferentes tratamientos al 2%, 0,1%, 0,01% y se 

cultivaron durante 72 horas a 37 °C. 

Los niveles de ROS intracelulares en las células de pulpa dental a las que se les 

aplicaron los diferentes tratamientos, y en un control sin tratamiento, se 

cuantificaron mediante citometría de flujo utilizando el indicador de estrés oxidativo 

general 5-(y-6)-clorometil-2′,7′ diclorodihidrofluoresceína diacetato (CM -H2DCFDA) 

(Molecular Probes, Eugene, OR, EE. UU.).  

Las células se separaron con el reactivo de disociación TrypLE Express (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), se lavaron dos veces con PBS 

(Gibco) y se tiñeron con 5 μmol/L de CM-H2DCFDA en condiciones de oscuridad 

durante 30 minutos a 37 °C. A continuación, se cuantificó la fluorescencia intracelular 

utilizando un citómetro de flujo LSR Fortessa X-20 (Becton Dickinson, Franklin Lakes, 

NJ, EE. UU.) a una excitación de 492 nm y una emisión de 517 nm. Finalmente, las 

células positivas para CM-H2DCFDA se analizaron con el software FlowJo (FlowJo LLC, 

Ashland, OR, EE. UU.). Todas las condiciones experimentales se analizaron de manera 

independientemente por triplicado. 
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3.5.7. MEDICIÓN DE APOPTOSIS/NECROSIS 

Para determinar el porcentaje de células de pulpa dental vivas, apoptóticas 

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

remoción química de caries se realizó el ensayo de apoptosis/necrosis.  

Este ensayo mide en tiempo real la exposición de Fosfatidilserina (PS) en la superficie 

de las membranas celulares durante el proceso apoptótico. La fosfatidilserina es un 

fosfolípido que constituye el componente principal de la membrana plasmática que, 

en las células sanas, se encuentra en la hemicapa interna de la misma. Durante la 

apoptosis, la PS se desplaza a la lámina externa de la membrana plasmática, donde 

suele medirse mediante conjugados de anexina V marcados con fluorescencia, 

permitiendo esto identificar a las células en sus diferentes estadíos[142–144]. 

La anexina es un biomarcador efectivo en células apoptóticas ya que se une 

preferentemente a fosfolípidos cargados negativamente como la PS, lo que 

permite medir la exposición a fosfatidilserina en la membrana de dichas células 

apoptóticas[145]. 

Los números dentro de los gráficos de densidad representan porcentajes de células 

vivas (Q4), apoptóticas tempranas (Q3) y necróticas apoptóticas tardías (Q1 y Q2) en 

diferentes concentraciones (2%, 0,1 % y 0,01 %) y son representativos de tres 

experimentos independientes realizados por triplicado para cada material. 

Para este experimento se cultivaron placas de 6 pocillos de manera idéntica a la 

descrita en el anterior experimento. Las células se cultivaron, por un lado, 

únicamente en medio de cultivo completo (control) y, por otro lado, en medio 

completo que contenía los diferentes tratamientos de remoción química de caries a 

concentraciones del 2%, 0,1 % y 0,01 % durante 72 horas a 37 °C. Posteriormente, las 

células se lavaron y tiñeron con anexina-V marcada con FITC y 7-AAD (Immunostep, 

Salamanca, España) durante 15 minutos a temperatura ambiente siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. 

Finalmente, las células se introdujeron en un citómetro de flujo BD FACS CantoTM 

(BD Biosciences, San José, CA, EE. UU.), y los porcentajes de células vivas y 
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apoptóticas/necróticas o células marcadas se analizaron con el software FlowJo 

(FlowJo LLC, Ashland, O, EE. UU.). Todas las condiciones experimentales se replicaron 

independientemente por triplicado y se analizaron en tres experimentos separados. 

3.6. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Todos los datos presentados son de experimentos realizados al menos 3 veces. Para 

la cuantificación, los datos se calcularon como medias y desviaciones estándar (DE). 

La normalidad en la distribución de los datos se confirmó previamente mediante un 

gráfico Q-Q. La significación estadística se probó usando ANOVA de una vía y la 

prueba post hoc de Tukey usando Graph-Pad Prism v8.1.0 (GraphPad Software). Cada 

dilución se consideró un tratamiento independiente, en las representaciones gráficas 

* indica un valor P inferior a 0,05, ** indica un valor P inferior a 0,01 y *** indica un 

valor P inferior a 0,001. 
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4. RESULTADOS 
 

4.1. RESULTADOS DEL EXPERIMENTO DE IC 50 

 

Figura 12. Concentración de inhibición media de Papacárie Duo®. 

Con una concentración del 0,0524% de Papacárie Duo® se observa un 50% de 

actividad metabólica. A medida que aumentó la concentración del material, la 

viabilidad celular no disminuyó de manera proporcional, sino que se mantuvo en 

valores estables (Figura 12). 
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Figura 13. Concentración de inhibición media de BRIX3000®. 

El material de remoción de caries BRIX3000® redujo al 50% la actividad metabólica 

celular a una concentración del 0,596%. Esta actividad metabólica disminuyó de 

manera proporcional al aumento de la concentración del material (Figura 13). 
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Figura 14. Concentración de inhibición media de NATURAL-CARE. 

Como puede observarse en la Figura 14, NATURAL-CARE a una concentración del 

1,034% disminuyó al 50% la actividad metabólica celular, disminuyendo ésta de 

manera progresiva según aumentó la concentración del material sin descender 

drásticamente, permitiendo a una concentración del 5% una actividad metabólica 

cercana al 30%. 
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Figura 15. Concentración de inhibición media de Cariesolut. 

En la Figura 15 se evidencia como la disminución de la actividad metabólica celular al 

50% con el material de remoción de caries Cariesolut se produjo a una concentración 

del 0,020%. Esta actividad metabólica disminuyó de manera proporcional al aumento 

de la concentración del material. 
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4.2. ENSAYO DE VIABILIDAD (MTT) 

La actividad metabólica de las células de pulpa dental de dientes permanentes se 

analizó a las 24, 48 y 72 horas de cultivo tras aplicar cada tratamiento al 2%, 0,1% y 

0,01%. 

 

Figura 16. Proliferación celular con los diferentes materiales aplicados al 2%. 

Los cuatro tratamientos a una concentración del 2% presentaron diferencias 

estadísticamente significativas con respecto al control (***p<0,001). En las células 

expuestas a Cariesolut no se observó actividad metabólica a las 24, 48 y 72 horas 

(Figura 16). En el caso de BRIX3000® y NATURAL-CARE se observó una acentuada 

disminución de la proliferación celular, progresiva en cada período de tiempo 

analizado. Papacárie Duo® presentó una disminución de la proliferación celular en 

comparación con el control, la cual se mantuvo prácticamente estática para los tres 

períodos de tiempo. 

 

TIEMPO (H) 
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Figura 17. Proliferación celular con los diferentes materiales aplicados al 0,1%. 

En la Figura 17 se muestra como una concentración del 0,1% el material de remoción 

química de caries BRIX3000® permitió una proliferación celular equiparable a la 

observada en el grupo control a las 24, 48 y 72 horas, no presentando diferencias 

estadísticamente significativas. El resto de los productos sí presentó diferencias 

estadísticamente significativas con respecto al control (***p<0,001). 

Cariesolut a una concentración del 0,1% evidenció muerte celular o bajada de la 

actividad metabólica casi total manteniéndose los mismos niveles de absorbancia 

desde las 24 hasta las 72 horas (***p<0,001). 

Papacárie Duo® al 0,1% entre las 24 y 48 horas el cultivo celular no presentó cambios 

en el crecimiento celular, sin embargo, a las 72 horas si se observó cierto crecimiento, 

existiendo células vivas que crecieron en menor medida que las células del control 

(***p<0,001). 

Para el tratamiento NATURAL-CARE al 0,1% se produjo una proliferación celular 

progresiva a las 24, 48 y 72 horas, pero siempre menor que la observada en las células 

del control, con diferencias estadísticamente significativas a las 48 y 72 horas 

(***p<0,001). 

 

TIEMPO (H) 
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Figura 18. Proliferación celular con los diferentes materiales aplicados al 0,01%. 

A una concentración del 0,01% de Cariesolut se observaron células vivas a las 24 y 48 

horas, con cierta actividad metabólica la cual fue menor que la descrita en las células 

control (sin tratamiento), observándose una reducción de la viabilidad celular a las 

72 horas del cultivo, la cual pudo indicar una muerte celular en mayor o menor 

medida o un descenso en la actividad metabólica(***p<0,001). 

A las 24 horas, Papacárie Duo® al 0,01% permitió una proliferación celular muy similar 

a la observada en el grupo control, no mostrando diferencias estadísticamente 

significativas (Figura 18). A las 48 horas permitió la proliferación celular (**p<0,001), 

produciendo una mejora en la viabilidad celular a las 72 horas del cultivo 

(***p<0,001), la cual permaneció en ambos casos inferior a la viabilidad celular 

observada en el control. 

NATURAL-CARE al 0,01 % evidenció una actividad metabólica muy próxima a la 

observada en el grupo control, y no presentó diferencias estadísticamente 

significativas ni a las 24 ni a las 48 horas de cultivo. A las 72 horas de cultivo permitió 

una buena proliferación celular compatible con una viabilidad celular aceptable y 

semejante a la que se observó en el control (***p<0,001). 

TIEMPO (H) 
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Finalmente, el material de remoción química de caries BRIX3000® al 0,01% no mostró 

diferencias estadísticamente significativas de las 24 a las 72 horas de cultivo, 

permitiendo una proliferación celular equiparable a la del grupo control en los tres 

tiempos evaluados. 

4.3. ENSAYO DE MIGRACIÓN CELULAR 

 

Figura 19. Resultados del ensayo de cicatrización de heridas. El porcentaje de área de 

herida abierta se muestra gráficamente en tres momentos diferentes (24, 48 y 72 h) para 

cada uno de los eluatos de solventes probados (2 %, 0,1 % y 0,01 %) en relación con el 

porcentaje de área de herida abierta en 0 h. ** p < 0,01, *** p < 0,001. También se 

muestran imágenes del área abierta de la herida (barra de escala de 100 μm). 

La velocidad de migración en el cultivo de Papacárie Duo® al 2% fue más lenta que en 

el grupo control (Figura 19), encontrándose a las 72 horas una herida que no se ha 

cerrado del todo, más abierta que la del control, presentando diferencias 

estadísticamente significativas únicamente en este período de tiempo (**p<0,01). 

Se observó una mejora en la velocidad de migración y por tanto en el cierre de la 

herida en el cultivo de Papacárie Duo® al 0,1%, sin que ésta llegara a cerrarse 

completamente como en el control pasadas las 72 horas. La herida tuvo un área 

abierta menor que la observada para este mismo tratamiento al 2%, con una 
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diferencia estadísticamente significativa respecto al control únicamente a las 24 

horas (**p<0,01). 

En el cultivo de Papacárie Duo® al 0,01% mostró pasadas las 72 horas un cierre total 

de la herida y por lo tanto una velocidad de migración equiparable a la del control, 

sin diferencias estadísticamente significativas en ninguno de los períodos de tiempo. 

En el ensayo realizado con el material BRIX3000® al 2% no se produjo migración 

celular en ningún período de tiempo, con diferencias estadísticamente significativas 

tanto a las 24 horas (**p<0,01) como a las 48 y 72 horas (***p<0,01). En los cultivos 

de BRIX3000® al 0.1% y 0,01% se observó una velocidad de migración similar a la del 

grupo control a las 48 y 72 horas, sin obtener diferencias estadísticamente 

significativas para estos tratamientos en ningún período de tiempo. 

No se obtuvo cierre alguno de la herida en el cultivo de Cariesolut al 2% en ningún 

período de tiempo (***p<0,01), existiendo un área de herida abierta mayor al 90% 

en el cultivo de Cariesolut al 0,1% a las 24 horas (**p<0,01), y mayor al 70% a las 48 

y 72 horas (***p<0,01). La velocidad de migración en el cultivo de Cariesolut al 0,01% 

a las 48 y a las 72 horas fue similar a la observada en el control, sin diferencias 

estadísticamente significativas. 

Finalmente, en los cultivos de NATURAL-CARE tanto al 2% como al 0,1% y 0,01% se 

obtuvieron una velocidad de migración equiparable a la del control a las 48 y 72 

horas, con un cierre de la herida favorable existiendo un área de herida abierta menor 

al 10% para las diluciones de 0,1% y 0,01% en ambos períodos de tiempo, sin 

diferencias estadísticamente significativas.  
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4.4. RESULTADOS DEL EXPERIMENTO DE FLUORESCENCIA 

 

Figura 20. Morfología del citoesqueleto y núcleo de las células de pulpa dental de diente 

permanente a las 72 horas de cultivo en los cuatro tipos de materiales observada en 

microscopio de fluorescencia. 

En la Figura 20 se observan las imágenes de las muestras analizadas donde aparecen 

los núcleos celulares teñidos en color azul, y los citoesqueletos en color rojo. 

En las imágenes de los materiales de remoción química de caries BRIX3000® y 

Cariesolut al 2% se observó algún resto celular únicamente, tal y como indica la flecha 

de la Figura 20. A una concentración del 0,1% BRIX3000® permitió un crecimiento 

celular favorable y semejante al del control, evidenciándose además una morfología 
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celular adecuada. Esto se percibió también en BRIX3000® al 0,01%, con unos 

resultados equiparables a los del control. Por el contrario, en el cultivo de 

CARIESOLUT al 0,1% se obtuvo una baja densidad de células viables, las cuales se 

apreciaron fusiformes y pequeñas, pareciendo estar levantadas de la placa por los 

extremos, presentando a esta concentración restos celulares mayoritariamente. Las 

células cultivadas en presencia de Cariesolut al 0,01% mostraron un crecimiento 

celular favorable y una morfología adecuada, con unos resultados que, si bien se 

acercaron en gran medida a los del control, evidenciaron una densidad celular menor 

que la observada para BRIX3000® y NATURAL-CARE a esta misma concentración. 

A una concentración del 2%, son las células a las que se les aplicó NATURAL-CARE las 

que presentaron mayor densidad celular en comparación con el resto de los 

materiales. Además, se produjo una expansión celular, que indicó un crecimiento 

celular ligeramente menor al del control, acompañado de una morfología celular 

adecuada. Esto se observa también al 0.1% y 0,01%, con unos resultados 

equiparables a los del control. 

En el cultivo de Papacárie Duo® al 2% se hallaron células muy fusiformes en 

comparación con las del control, presentando además una baja confluencia ya que 

no se expandieron y no fueron capaces de cubrir la placa. Al 0,1% también se 

observaron células muy fusiformes las cuales no se expandieron en comparación con 

el control donde vemos células de mayor tamaño, existiendo por tanto también a 

esta concentración una baja confluencia. A una concentración del 0,01% pudimos 

observar para este tratamiento una mejora en la proliferación celular, con una 

morfología celular adecuada, y densidad celular muy similar a la que se observó en el 

control. 

4.5. RESULTADOS DEL ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR 

Mediante el ensayo de citometría de flujo se monitorizaron las posibles alteraciones 

en las diferentes fases del ciclo celular de las DPSCs tras aplicar 72 horas los diferentes 

materiales de remoción química de caries al 2%, 0,1% y 0,01% (Figura 21). 
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Figura 21. Resultados del análisis del ciclo celular. 

Papacárie Duo® a una concentración del 2% dio lugar a un porcentaje de células en 

las fases G0/G1 y G2/M similar al observado en el control, con un porcentaje de 

debris o fragmentos de ADN por la existencia de células dañadas del 61,10%. Mostró 

además una detención del ciclo celular en la fase G2, ya que las células que estaban 

en S antes del tratamiento han avanzado hasta G2 y aparecen estancadas en esta 

fase. Papacárie Duo® al 0,1% permitió la división celular y la síntesis de ADN, 

mostrando un 31,48% de debris. Con este mismo material a una concentración del 

0,01%, las DPSCs presentaron una distribución de las fases del ciclo celular 
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equiparables a las del grupo control pero con mayor porcentaje de fragmentos de 

ADN. 

En el caso de BRIX3000® al 2% no se observan células. Las células tratadas con 

BRIX3000® al 0,1% y 0,01% presentaron unas distribuciones de ciclo celular muy 

similares a las obtenidas en el control, así como un porcentaje de debris o núcleos 

fragmentados inferior al 7% en ambos casos. 

A una concentración del 2% del material NATURAL-CARE se observa un menor 

número de células en comparación con el control. La mayoría de estas células se 

encontraron en la fase G0/G1 (70,19%), con un porcentaje de células en la fase S 

mayor que el observado en el control (19,16% y 9,64% respectivamente) que muestra 

la presencia de síntesis de ADN pero de manera más ralentizada al permanecer las 

células en esta fase un mayor tiempo. Así mismo, muestran un porcentaje de células 

en fase G2/M equiparable al del control (10,64% y 10,55% respectivamente), 

presentando un porcentaje de núcleos fragmentados del 61,45%. Este porcentaje de 

núcleos fragmentados o debris disminuyó progresivamente según aumentaba la 

dilución del material, dando lugar en una concentración del 0,01% a un porcentaje 

de debris muy similar al del grupo control (6,17% y 6,24% respectivamente). 

Por último, con Cariesolut al 2% no se observan células, observando a una 

concentración del 0,1% que la totalidad de las células estaban en la fase G0/G1. 

Cariesolut al 0,01% pareció no afectar a las diferentes fases del ciclo celular de las 

DPSCs. 

4.6. RESULTADOS DEL ENSAYO DE APOPTOSIS/NECROSIS 

Como se muestra en la Figura 22, BRIX3000® presentó tanto al 0,1% como al 0,01% 

un porcentaje de células vivas superior al 99%, observando al 2% un 68,4% de células 

vivas, un 3,69% de células apoptóticas tempranas y un 27,9% de células apoptóticas 

tardías.  

El resto de los materiales si mostraron incluso a bajas concentraciones células 

apoptóticas en mayor o menor porcentaje. Las muestras de Pacárie Duo al 0,01% y 

0,1% presentaron un 92,8% y un 91,2% de células vivas respectivamente, existiendo 



 

84 
TESIS DOCTORAL- NURIA PÉREZ GUZMÁN 

un porcentaje de células apoptóticas tempranas (2,76% y 2,62% respectivamente), 

apoptóticas tardías y necróticas muy similar en ambas concentraciones (4,46% y 

6,18% respectivamente).  

 

Figura 22. Análisis de citometría de flujo de la apoptosis celular y necrosis inducida por 

los cuatro materiales de remoción química de caries en SHED por tinción con Anexina-

V-FITC y 7-AAD. 
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El porcentaje de células vivas en la dilución de Cariesolut al 0,01%, fue de un 93,6%. 

Este porcentaje descendió drásticamente al aumentar la concentración del material. 

Cariesolut reveló tanto al 2% como al 0,1% un porcentaje aproximadamente similar 

tanto de células vivas como de células apoptóticas tardías y necróticas, presentando 

al 2% un 47% de células vivas y un 49,5% de células apoptóticas tardías y necróticas, 

y a una concentración del 0,1% un 56,2% de células vivas y un 39,83% de células 

apoptóticas tardías y necróticas. 

El material de remoción química de caries NATURAL CARE mostró al 0,01% un 

porcentaje de células vivas del 89,8%, el cual descendió levemente según aumentó la 

concentración del material, sin que existiera una reducción severa de este 

porcentaje, presentando al 0,1% un 85% de células vivas e incluso al 2% y un 71% de 

células vivas. 

4.7. RESULTADOS DE LA LIBERACIÓN DE ROS 

Los niveles intracelulares de ROS se midieron en cultivos de las DPSCs en presencia 

de BRIX3000®, Papacárie Duo®, NATURAL-CARE y Cariesolut en diferentes 

concentraciones (2%, 0,1 % y 0,01%), tal y como muestra la Figura 23. Cuando se 

cultivaron las DPSCs con BRIX3000® al 0,1 % y 0,01 los niveles de ROS fueron iguales 

a los observados en las células del grupo control, sin diferencias estadísticamente 

significativas. BRIX3000® solo incrementó los niveles de ROS en la concentración más 

alta (*** p < 0,001). 

Los niveles de ROS en las DPSCs expuestas a Cariesolut a una concentración del 2% y 

del 0,1 % fueron muy altos en comparación con las células del control (*** p < 0,001). 

La liberación de ROS intracelular con Cariesolut mejoró considerablemente en su 

concentración más diluida, al 0,01%, doblando aun así los niveles de ROS en 

comparación con el grupo control (** p < 0,01). 

NATURAL-CARE fue el material que menores niveles de ROS intracelular produjo a 

una concentración del 2% (*** p < 0,001). Dichos niveles de ROS disminuyeron en las 

DPSCs tratadas con NATURAL-CARE al 0,1% y 0,01%, y fueron más elevados que los 

observados en las células del control (** p <0,01¸* p <0,05). 
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Finalmente, las DPSCs tratadas con Papacárie Duo® al 2% mostraron un aumento 

significativo en la producción de ROS en comparación con las células de control (*** 

p <0,001). La liberación de ROS intracelular mejoró considerablemente con Papacárie 

Duo® al 0,1% y 0,01%, sin alcanzar en ningún caso los niveles de ROS observados en 

las células del control (** p <0,01¸* p <0,05). 

 

Figura 23. Resultados de liberación de ROS sobre el porcentaje de células positivas para 

CM-H2DCFDA. *p<0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001. 
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5. DISCUSIÓN 

5.1. REMOCIÓN QUÍMICA DE CARIES EN PACIENTES 

ESPECIALES 

En la práctica odontológica con pacientes con necesidades especiales se prioriza un 

enfoque centrado en el paciente, buscando minimizar los procedimientos invasivos. 

Se ha demostrado que la principal fuente de miedo y ansiedad para los pacientes 

tiene su origen en las presiones y vibraciones mecánicas y el ruido asociados a estos 

métodos, ya que todos estos factores están altamente relacionados con la 

experiencia de dolor o con la posibilidad de su ocurrencia, así como con la 

incomodidad y molestias que el paciente pueda percibir durante el 

tratamiento[146,147]. 

En este contexto la remoción química de caries juega un papel fundamental dentro 

de la OMI, ya que supone una alternativa para la remoción de la caries más 

respetuosa tanto con la conservación del tejido dentario como con el manejo del 

estrés del paciente. 

La aceptación del tratamiento por parte del paciente resulta más favorable al utilizar 

materiales de remoción química de caries que consiguen una dentina cariada más 

blanda, ya que permiten la remoción de la misma mediante la utilización de 

instrumentos manuales sin aplicar una gran presión, lo que se traduce en una menor 

percepción de molestia o dolor por parte del paciente. De esta manera, numerosos 

estudios evidencian como con la utilización de estos materiales se logra reducir o 

incluso eliminar la ansiedad que comúnmente acompaña al tratamiento dental, 

aunque su aplicación conlleve un mayor tiempo de tratamiento[146,148–150]. 

De la mayor aceptabilidad de estos procedimientos por parte de los pacientes surge 

la necesidad de conocer el comportamiento de los materiales de remoción química 

de caries sobre las células de la pulpa dental para así seleccionar en la práctica clínica 

diaria de entre todos ellos el que mayor beneficio/riesgo aporte. 
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5.2. DISCUSIÓN DEL MÉTODO IN VITRO 

La característica esencial que distingue a un biomaterial de cualquier otro material es 

su capacidad para subsistir en contacto con los tejidos del cuerpo humano sin causar 

un grado inaceptable de daño a ese huésped[151]. 

La biocompatibilidad se define como la capacidad de un biomaterial para realizar una 

determinada función de acuerdo con un tratamiento médico, sin producir ningún 

efecto adverso, ocasionando a la vez la respuesta biológica más favorable en esa 

situación en concreto. Además, el potencial de citotoxicidad es definido como la 

capacidad de un material para dar lugar a variaciones negativas en la viabilidad 

celular. De esta manera, las pruebas de citotoxicidad se corresponden con ensayos 

de biocompatibilidad que comprueban los efectos nocivos de los materiales sobre las 

células, como la lisis y la inhibición del crecimiento celular. Por consiguiente, la 

biocompatibilidad debe ser analizada previamente a la incorporación de un nuevo 

material en el mercado, ya que un biomaterial no es una sustancia inerte y cuando 

entra en contacto con los tejidos vivos se desencadenan interacciones y respuestas 

biológicas. Dichas respuestas están condicionadas por diversos factores como son el 

tipo de material y las funciones que ejerce, así como el tipo del tejido del huésped 

[152–154]. 

Los materiales con buena biocompatibilidad no deberían inducir efectos tóxicos 

notables y continuos en las células y tejidos circundantes. Dado que el tejido pulpar 

y la dentina están íntimamente relacionados, los CMCR deben ser biocompatibles. La 

mayoría de los materiales dentales son biocompatibles con el complejo dentina-

pulpa cuando se usan en cavidades de tamaño pequeño a mediano, pero cuando se 

aplican en cavidades más profundas, pueden lesionar el tejido pulpar o dificultar el 

proceso de cicatrización[155–157].  

Las pruebas in vitro resultan muy útiles para evaluar los efectos biológicos de los 

materiales. Para ello, los materiales se exponen a cultivos celulares en un laboratorio, 

pudiendo así analizar: morfología celular, alteración en la síntesis de proteínas, 

respiración mitocondrial y diversas actividades metabólicas y enzimáticas. Las 

pruebas in vitro presentan múltiples ventajas, entre las que destacan su relativa 
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rapidez de ejecución, su bajo coste y su fácil estandarización. Además, reducen las 

tasas de fracaso en pruebas in vivo, las cuales pueden resultar de mayor coste, y no 

es necesaria la utilización de animales [158,159]. 

En las últimas décadas, los cultivos celulares in vitro han tenido un papel fundamental 

en la investigación, siendo la técnica de elección para el estudio de la toxicidad de la 

mayoría de los materiales de manera previa a la realización de estudios in vivo. Si bien 

es cierto que el uso de animales es aún indispensable para algunos tipos de 

experimentación en el área biomédica, hay múltiples situaciones en las que la 

tecnología in vitro pueden sustituir de manera eficiente los estudios in vivo[160].  

El mayor inconveniente de los test in vitro radica en que las condiciones que se 

reproducen no son exactamente todas las que se pueden reproducir in vivo, y por 

tanto las respuestas de estas pruebas no son extrapolables del todo a las reacciones 

in vivo. No obstante, se han realizado trabajos de validación que han demostrado que 

existe una alta correlación (97 %) entre los ensayos de toxicidad in vitro e in vivo [159–

161]. Esta correlación entre estudios in vivo y ex vivo queda evidenciada en el trabajo 

de Pedano y cols. [162], donde observaron la misma capacidad de remineralización de 

dos materiales biocerámicos tanto para la muestra de dientes in vivo como para el 

estudio de animales in vivo que realizaron. 

En nuestro estudio se siguió estrictamente la normativa internacional anteriormente 

explicada (ISO 10993:2009) sobre la evaluación de la biocompatibilidad de los 

productos sanitarios utilizados en odontología[120,121]. Realizamos en base a esta 

normativa ISO test in vitro de citotoxicidad de los materiales con cultivos de células 

de origen humano, con el objetivo de simular una situación clínica y confirmar su 

utilización de manera segura en la práctica diaria, método que es comúnmente 

utilizado en los estudios de citotoxicidad[163]. 

5.3. MATERIALES DE REMOCIÓN QUÍMICA DE CARIES 

La mayoría de los artículos disponibles en la literatura que estudian los materiales de 

remoción química de caries se centran en su comportamiento y su eficacia 

terapéutica, siendo muy limitados los estudios que analizan su biocompatibilidad. Por 

ello, el presente estudio evaluó la biocompatibilidad de diferentes materiales a través 
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del análisis de la viabilidad y proliferación celular, migración celular, morfología 

celular, análisis del ciclo celular y por último análisis de apoptosis y necrosis celular y 

producción de especies reactivas de oxígeno.  

Además, la literatura actual se ha centrado únicamente en el estudio de tres 

materiales: Carisolv, BRIX3000® y Papacárie Duo®, siendo el material más antiguo y 

por tanto más estudiado el primero de ellos[164].  

En la literatura existe unanimidad respecto a la biocompatibilidad aceptable de 

Carisolv[163,165–167]. Únicamente Sepet et al[168] defienden que,  aunque Carisolv no 

afecta a la viabilidad celular,  tuvo un efecto reductor del crecimiento celular. Esto 

puede deberse a que este estudio está realizado en células de carcinoma mamario 

de ratón, mientras que el resto de los estudios que analizan Carisolv aplican el 

tratamiento a células de pulpa dental humana o de ligamento periodontal humano. 

Por otro lado, este material de remoción química de caries entró en desuso por las 

limitaciones que presentaba su compuesto reactivo, entre las que destacan su corta 

vida útil, su alta corrosividad y su alto costo[169]. En base a esto, se han seleccionado 

para este estudio cuatro materiales de remoción de caries diferentes a Carisolv. 

5.4. SOBRE EL USO DE CÉLULAS MADRE DE PULPA DENTAL 

Este estudio fue realizado sobre las DPSCs, ya que son de fácil acceso, presentan 

escasa morbilidad, su extracción es altamente eficiente, tienen una gran capacidad 

de diferenciación, y su demostrada interacción con biomateriales las hace ideales 

para la regeneración tisular[170]. Además, bajo condiciones de diferenciación óptimas 

tanto in vitro como in vivo, las DPSCs son capaces de diferenciarse en progenies de 

múltiples linajes, incluidos odontoblastos, osteoblastos, condrocitos, adipocitos, 

miocitos, melanocitos, células neurogliales, epiteliocitos, hepatocitos, endoteliocitos 

y células pancreáticas[42–44]. 

La capacidad de diferenciación de las DPSCs ha sido evidenciada en estudios 

experimentales realizados en ratas, en los cuales se pudo demostrar su potencial 

terapéutico para la reparación de un infarto de miocardio inducido mediante la 

ligadura de las arterias coronarias. Tras una semana, a las ratas se les inyectó estas 
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células intramiocárdicamente, manifestando a las cuatro semanas una mejoría en su 

función cardiaca[171]. 

En nuestro caso, al someter a estudio materiales que se van a aplicar en la práctica 

clínica sobre dentina cariada, debemos tener en cuenta que las preparaciones 

cavitarias profundas o las lesiones por caries pueden producir la destrucción de los 

odontoblastos. Es por ello que de nuevo las DPSCs son las más indicadas para la 

realización de este estudio, ya que la secreción de dentina de reparación es un 

proceso complejo que requiere la presencia de células progenitoras. Además, los 

factores de crecimiento liberados bajo el estímulo de lesiones de caries (TGF-B1, FGF-

2 y el BMP-2 y BMP-4) desempeñan un papel fundamental en la secreción de dentina 

de reparación y parecen estar involucrados en la proliferación y diferenciación de las 

DPSCs ante esta situación[172]. 

En concordancia con nuestros criterios de inclusión, la mayor parte de los estudios 

que han utilizado las DPSCs se han llevado a cabo con una muestra obtenida a partir 

de dientes permanentes con ausencia de caries, siendo éstos terceros molares con 

indicación de extracción por parte del odontólogo o bien premolares con indicación 

de extracción ortodóncica, teniendo siempre un diagnóstico pulpar de pulpa sana[173]. 

5.5. SOBRE LA CONCENTRACIÓN DE INHIBICIÓN MEDIA (IC50) 

Para la evaluación de la citotoxicidad se llevó a cabo el experimento de IC50, con el 

objetivo de conocer la concentración de cada material que inhibía al 50% la actividad 

metabólica de las DPSCs. En la misma línea, otros autores han utilizado el 

experimento de IC50 para evaluar la citotoxicidad de materiales aplicados sobre 

dentina[174]. En nuestro estudio, en el análisis de medición de la concentración de 

inhibición media, NATURAL-CARE presentó un IC50 de 1,034%, siendo el material que 

menos hubo que diluir para producir la inhibición del crecimiento celular al 50%. 

BRIX3000® también obtuvo resultados favorables con un IC50 de 0,596%. Sin 

embargo, a medida que aumentó la concentración de BRIX3000® la actividad 

metabólica disminuyó de manera gradual hasta alcanzar valor 0 al 5%, mientras que 

con el aumento de la concentración de NATURAL-CARE la actividad metabólica 

descendió hasta el 30% manteniéndose en esos valores, aunque la concentración del 
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material continuara aumentando. Papacárie Duo® y Cariesolut obtuvieron los 

resultados más desfavorables para IC50, considerando a Cariesolut el material con 

mayor citotoxicidad de acuerdo al experimento de IC50, ya que reduce al 30% la 

actividad metabólica con tan solo un 0,2% de concentración, y  según las 

recomendaciones de seguridad de la ISO 10993-5: 1999 (E), para ser considerado 

citotóxico, debe haber una reducción de al menos un 30% de células viables[121]. 

La información sobre la citotoxicidad pulpar por la aplicación de materiales de 

remoción química de caries es escasa, especialmente cuando los materiales se 

aplican en cavidades profundas que presentan riesgo de exposición pulpar[175]. Es por 

ello que este estudio realizó el resto de experimentos aplicando los materiales a 

diferentes concentraciones directamente a las células pulpares, para simular que a 

mayor profundidad de la lesión de caries, mayor concentración del producto va a 

llegar a la pulpa dental[151]. La elección de las concentraciones para llevar a cabo los 

siguientes experimentos se realizó en concordancia con los resultados de IC50, 

observando en qué concentraciones se producían mayores diferencias entre los 

diferentes materiales. 

5.6. ANÁLISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR 

El ensayo MTT se basa en la idea de que la mayoría de las células vivas tienen una 

actividad mitocondrial estable, por lo que el aumento o disminución del porcentaje 

de células vivas es proporcional a la acción mitocondrial. La conversión de la sal de 

tetrazolio MTT en cristales de formazán, que pueden solubilizarse para un cálculo 

homogéneo, representa la función mitocondrial de las células[176]. Las células 

expuestas a fármacos durante un máximo de 72 horas se evalúan para determinar la 

potencia y eficacia máximas del fármaco[177]. Por lo tanto, el presente estudio evaluó 

el ensayo MTT a intervalos de 24, 48 y 72 horas. 

Nuestro análisis de MTT reveló como a altas concentraciones (2%) los cuatro 

materiales presentaban una alta citotoxicidad con diferencias estadísticamente 

significativas con respecto al control (***p<0,001). BRIX3000® al 0,1% y 0,01% fue el 

único que permitió una mejora drástica de la proliferación celular, alcanzando unos 

valores equiparables a los observados en el grupo control y permitiendo una buena 
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viabilidad celular para todos los períodos de tiempo analizados. Esta mejora radical 

de los resultados podría suponer que BRIX3000 a altas concentraciones podría 

favorecer la pérdida de adhesión celular sin llegar a producirse apoptosis, hipótesis 

que se argumentará con los resultados de los sucesivos experimentos. 

Papácarie Duo® mejoró su citotoxicidad al 0,1 y 0,01% sin permitir en ningún caso la 

proliferación celular observada en el grupo control.  El comportamiento observado 

para BRIX3000® difiere con lo observado en el estudio de Guedes y cols. [175] , quienes 

probaron dos agentes químico-mecánicos para la eliminación de la caries (Papácarie 

Duo® y BRIX3000®) en células de pulpa dental de diente temporal. En este estudio, 

teniendo en cuenta que aplican los tratamientos a una dilución exacta a la nuestra 

(0,01%) e incluso a una mayor dilución (0,001%), afirman que BRIX3000®® reducía el 

metabolismo celular y la viabilidad celular incluso a bajas concentraciones. Esta 

discrepancia puede deberse a que en dicho estudio se realizó el experimento de MTT 

únicamente en un período de tiempo, a las 24 horas, no permitiendo un tiempo de 

exposición amplio para observar la respuesta celular ante dicho tratamiento. Aun así, 

en concordancia con el estudio de Guedes y cols. [175], los resultados de BRIX3000® 

fueron más favorables que los obtenidos para Papacárie Duo® para todas las 

diluciones. Los hallazgos de nuestro estudio para Papacárie Duo® concuerdan con los 

observados en el estudio de García-Contreras y cols.[165] y con el estudio de Lima 

Santos y cols.[178], quienes afirman que este material a altas concentraciones muestra 

una alta citotoxicidad y reduce significativamente el número de células viables, 

mejorando los valores de citotoxicidad según aumenta la dilución del material, sin 

alcanzar en ningún caso los valores observados en el grupo control. Bastos y cols.[179] 

también afirma que Papacárie Duo® reduce la viabilidad celular de forma 

dependiente de la dosis (p>0,05). Papacárie Duo® al 5% muestra en el estudio de 

Bastos y cols.[179] una gran toxicidad y una baja viabilidad celular, estos resultados los 

observamos también en nuestro estudio a concentraciones del 2% y 0,1%. En el 

estudio de Bastos y cols.[179] se evidencia una mejoría en la citotoxicidad y viabilidad 

celular con Papacárie Duo® al 0,5% (p>0,05). Sin embargo, en nuestro estudio 

observamos una mejora de estos parámetros a concentraciones más diluidas 

(0,01%). Estas diferencias pueden deberse a las limitaciones del estudio de Bastos y 
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cols.[179], el cual está realizado con células de pulpa dental de ratón, además evalúa 

Papacárie Duo® al 5% y 0,5% únicamente, y realiza el experimento de MTT solo a las 

24 horas. En contraposición, Maru y cols.[163] afirman en su estudio que Papacárie 

Duo® tanto al 5% como al 0,5% no es citotóxico. Además, en el experimento de 

migración celular de este estudio Papacárie Duo® al 0,5% presenta un porcentaje de 

herida abierta a las 72 horas de seguimiento similar al observado en nuestro estudio 

a una dilución mayor, al 0,1%, para el mismo período de tiempo.   Estos resultados 

favorables para Papacárie Duo® no han sido registrados en ningún otro estudio hasta 

el momento. 

NATURAL-CARE presentó el mismo comportamiento que Papacárie Duo® en el 

experimento de MTT, el cual reveló que NATURAL-CARE resulta citotóxico al 2%, 

mejorando la proliferación celular según aumenta la dilución del material, 

observando al 0,01% tras 72 horas de seguimiento una proliferación equiparable a la 

del control. Por tanto, NATURAL-CARE mostró una mayor citotoxicidad en 

comparación con BRIX3000®, siendo sus resultados equiparables a los observados 

para Papacárie Duo®, ya que ambos resultaron citotóxicos a altas concentraciones y 

mejoraron considerablemente su biocompatibilidad al aumentar su dilución. Por 

último, Cariesolut evidenció una gran citotoxicidad incluso a bajas concentraciones. 

Estos resultados sugieren que el uso de este tipo de materiales en cavidades 

profundas podría comprometer a la vitalidad pulpar, con lo que el espesor dentinario 

será clave. Así, numerosas investigaciones han demostrado que la dentina puede 

actuar como una barrera protectora contra los efectos citotóxicos de los materiales 

dentales[151]. 

En la tabla 2 se describen diversos estudios que analizan la viabilidad celular tras la 

aplicación del tratamiento con diferentes materiales de remoción química de caries, 

en concreto de Carisolv, BRIX3000® y Papacárie Duo®, mediante la realización de 

ensayos de MTT, lo que avala la utilización de este experimento para el estudio de la 

citotoxicidad de dichos materiales. 

 



 

97 
TESIS DOCTORAL- NURIA PÉREZ GUZMÁN 

Tabla 2: Resumen de los estudios cuyo objetivo fue evaluar la citotoxicidad de 

diferentes materiales de remoción química de caries mediante el ensayo de MTT. 

Autor y 
Año 

Título Línea 
Celular 

Materiales 
estudiados 

Resultados Conclusiones 

Guedes 
y 

cols.[175] 
 

2021 
 

Cytotoxicity 
and dentin 

composition 
alterations 

promoted by 
different 

chemomechani
cal caries 
removal 
agents: A 

preliminary in 
vitro study 

SHEDs BRIX3000® 
 

Papacárie 
Duo® 

Se observaron 
disminuciones en la 
viabilidad celular y 
en el número de 

células viables para 
ambos materiales, 

en todas las 
diluciones, en 

comparación con el 
grupo de control 

(p<0,05). 

Ambos materiales 
mostraron 

citotoxicidad en 
contacto directo con 

las SHEDs. 
BRIX3000® presentó 
menor citotoxicidad 
que Papacárie Duo® 

García-
Contrer

as y 
cols.[165] 

 
2014 

Cytotoxicity 
and pro-

inflammatory 
action of 
chemo-

mechanical 
caries-removal 
agents against 

oral cells 

Células 
de 

carcino
ma de 
células 
escamo

sas 
orales 

humana
s 
 

GMSCs 
 

DPSCs 
 

PDLSCs 

Carisolv 
 

Papacárie 
Duo® 

Carisolv no mostró 
citotoxicidad ni 

estimulación del 
crecimiento 
hormético. 

Papacárie Duo® 
redujo 

significativamente el 
número de células 
viables en 30 min. 

Papacárie Duo® 
estimuló las células 
HGF para producir 

PGE2 de forma 
sinérgica con la 
interleucina-1β. 

Carisolv presentó 
una 

biocompatibilidad 
aceptable con 
células orales 

normales y 
cancerosas. 

Papacárie Duo® 
tuvo una 

citotoxicidad rápida 
pero leve y una 

acción 
proinflamatoria 

contra las células 
orales. 

Santos 
y 

cols.[178] 
 

2020 

Comparison 
between 

conventional 
and 

chemomechani
cal approaches 

for the 
removal of 

carious dentin: 
an in vitro 

study 

DPSCs Papacárie 
Duo® 

 
BRIX3000® 

Papacárie Duo® 
mostró mayor 
citotoxicidad y 

menor capacidad 
celular en todas las 
diluciones (1:1, 1:2, 

1:4), (p < 0,05). 
BRIX3000® mostró 

una viabilidad celular 
superior al 60% para 
todas las diluciones, 

sin mostrar 
citotoxicidad. La 
eliminación del 

tejido cariado fue 
más rápida con 

BRIX3000®. 

Papacárie Duo® 
disminuyó la 

viabilidad celular en 
comparación con 

BRIX3000®. 
BRIX3000® puede 

ser una buena 
opción debido a su 
menor tiempo de 

eliminación y menor 
citotoxicidad en 

comparación con las 
otras opciones de 

tratamiento. 
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Tabla 2: Continuación 

Autor y 
Año 

Título Línea 
Celular 

Materiales 
estudiados 

Resultados Conclusiones 

Maru y 
cols.[163] 

 
2022 

Evaluation and 
comparison of 

cytotoxicity 
and bioactivity 

of 
chemomechani

cal caries 
removal agents 

on stem cells 
from human 

exfoliated 
deciduous 

teeth 

SHEDs Carisolv 
 

Papacárie 
Duo® 

Carisolv al 0,5 % 
mostró mayor 

proliferación celular 
y formación de 

matriz de calcio, 
mientras que 

Papacárie Duo® al 
0,5 % mostró mayor 

porcentaje de 
células vivas y de 
migración celular. 

Los agentes CMCR 
son biocompatibles 
y bioactivos cuando 

se cultivan en 
células madre 

derivadas de dientes 
primarios 

exfoliados. 

 

5.7. SOBRE LA MIGRACIÓN CELULAR 

Los resultados de citotoxicidad concordaron con los obtenidos en el experimento de 

migración celular. La migración celular y la curación de los tejidos heridos son 

indispensables para la homeostasis de los tejidos[180]. Por lo tanto, los agentes CMCR 

deben promover o no obstaculizar el movimiento de las células para restaurar o 

preservar la dentina[181].  

En el presente estudio BRIX3000® al 2% dio lugar a un área de herida abierta del 100% 

incluso a las 72 horas, pero al 0,1% dio lugar a un área abierta de la herida inferior al 

15%, observándose al 0,01% una velocidad de migración similar a la del grupo control 

a las 48 y 72 horas, lo que vuelve a sugerir que BRIX3000 a altas concentraciones 

podría favorecer la pérdida de adhesión celular sin llegar a producirse apoptosis, 

quedando las células en suspensión de manera que no se verían en las imágenes 

obtenidas.  

NATURAL-CARE y Papácarie Duo® permitieron una migración celular similar y muy 

escasa al 2% a las 24 horas. Sin embargo, la velocidad de migración de NATURAL-

CARE mejoró considerablemente a las 48 y 72 horas, con un área de herida abierta 

inferior al 10% tanto al 2% como al 0,1 y 0,01%, mientras que Papácarie Duo® alcanzó 

esa velocidad de migración únicamente al 0,01% y pasadas 72 horas, demostrando 



 

99 
TESIS DOCTORAL- NURIA PÉREZ GUZMÁN 

una velocidad de migración inferior. Cariesolut al 2% y 0,1% no permitió la migración 

celular, observando únicamente un cierre de la herida favorable al 0,01% tras 72 

horas. Ningún otro autor ha estudiado la velocidad de migración de estos materiales 

hasta el momento. 

Por otro lado, numerosos autores también han utilizado el ensayo de migración 

celular sobre las DPSCs para evaluar la citotoxicidad de otros materiales que se 

aplican en contacto directo con la pulpa dental, mayoritariamente de materiales de 

recubrimiento pulpar[182–184]. Gracias a la aplicación de este experimento Manaspon 

y cols. [184] demuestran en su estudio la biocompatibilidad in vitro favorable de 

ProRoot ® MTA y Biodentine ™ en las DPSCs, en comparación con DyCal ® y TheraCal 

™, ya que la migración celular se vio comprometida en estos dos últimos materiales. 

Cabe destacar el hecho de que nuestro estudio analiza la velocidad de migración 

celular abarcando un intervalo de tiempo más amplio que el comúnmente utilizado 

por otros autores, ya que mientras que nosotros realizamos el registro de las 

imágenes a las 24, 48 y 72 horas, el resto de los autores, hasta el momento, registra 

imágenes de este ensayo a las 24 horas únicamente[182–184]. 

5.8. SOBRE LA MORFOLOGÍA DEL CITOESQUELETO Y NÚCLEO 

DE LAS CÉLULAS 

En el estudio actual, se utilizó un análisis morfológico por inmunofluorescencia para 

el análisis inicial de biocompatibilidad in vitro, ya que con los sistemas fluorescentes 

se obtiene una resolución de imagen superior en comparación con otros sistemas de 

marcaje inmunocitoquímico[185]. 

El citoesqueleto es el centro integrador y organizador de la mayoría de estructuras y 

funciones celulares ya que relaciona entre sí los diferentes compartimientos 

citoplasmáticos y relaciona a la célula con su entorno, por lo que a partir de las 

imágenes obtenidas con el citoesqueleto y núcleo teñidos se puede analizar la 

interacción de las células con los diferentes eluatos de los materiales estudiados, 

mediante la observación de la distribución y dinámica del citoesqueleto celular[185]. 
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La tinción con DAPI es ampliamente utilizada para estudiar los efectos de los 

diferentes materiales sobre los núcleos celulares. [132,133,186]. 

Del mismo modo, la faloidina supone el fluorocromo de elección para el estudio del 

citoesqueleto celular para numerosos autores[132,133,187]. 

La relevancia de este experimento radica en que los componentes citotóxicos de los 

materiales dentales inducen pérdida de integridad celular, núcleos picnóticos y 

alteración de la organización del citoesqueleto[188].  

Este fenómeno se evidenció con Cariesolut especialmente al 2% de concentración, 

que mejoró proporcionalmente con el aumento de la dilución de los materiales. En 

BRIX3000® al 2%, solo se observaron algunos residuos celulares como con Cariesolut, 

pero a diferencia de Cariesolut, BRIX3000® mejoró el crecimiento celular a 

concentraciones de 0,1 % y 0,01 % con resultados similares al control. Esto continúa 

argumentando la hipótesis de que BRIX3000® a altas concentraciones podría 

favorecer la pérdida de adhesión celular sin llegar a producirse apoptosis, dando 

como consecuencia resultados desfavorables en aquellos experimentos cuyo 

protocolo incluía la retirada de la suspensión celular. 

El comportamiento de NATURAL-CARE y Papacárie Duo® en el experimento de 

inmunofluorescencia confirmó lo observado tanto en nuestro experimento de MTT 

como en los estudios que apoyaban nuestros resultados, existiendo una baja 

confluencia celular al 2% en ambos casos, la cual mejoró de manera proporcional al 

aumento de la dilución de los materiales.  

Como ya se ha mencionado, la tinción del citoesqueleto celular es un experimento 

utilizado por diversos autores para evaluar las variaciones en la morfología y 

estructura del citoesqueleto de actina de las DPSCs que se puedan producir al 

exponerlas a materiales dentales a distintas concentraciones[187,189]. San y cols. [187] 

observaron en su estudio sobre las DPSCs como Theracal LC daba lugar a una baja 

confluencia de células con, además, morfología aberrante, a diferencia de Theracal 

PT para las mismas diluciones, lo que avala el uso de esta técnica en estudios in vitro. 
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5.9. SOBRE EL ANÁLISIS DEL CICLO CELULAR 

La hipótesis de que BRIX3000® a altas concentraciones podría favorecer la pérdida de 

adhesión celular sin llegar a producirse apoptosis se reafirma con los resultados 

obtenidos en el análisis del ciclo celular, ya que con BRIX3000® al 2% no se 

observaban células, pero al 0,1% y 0,01% permitió un porcentaje de núcleos 

fragmentados inferior al 7% y una mejora radical en las distribuciones de ciclo celular 

equiparables a la del grupo control.  

Este experimento corrobora el comportamiento observado para Cariesolut hasta el 

momento, ya que debido a su alta citotoxicidad al 2% no se observaban células al 

haberse producido apoptosis, siendo las células incapaces de dividirse al aplicar el 

tratamiento al 0,1%, observándose todas las células detenidas en la fase G1, con 

desaparición de las fases S y G2 como consecuencia. Además, aunque se diluya al 

0,01% las fases G0/G1 se muestran ralentizadas, existiendo en consecuencia menor 

síntesis de nuevo ADN al haber menos células en la fase S de síntesis, siendo por tanto 

el material que más afectó al ciclo de las células. A pesar de la falta en la literatura de 

estudios similares realizados con agentes de eliminación de caries químico-

mecánicos, es de suma importancia que estas pruebas se realicen en combinación 

porque hacen que los resultados relacionados con la citotoxicidad sean más reales y 

representativos. 

NATURAL-CARE y Papacárie Duo® afectaron al ciclo celular de manera similar, 

produciendo al 2% un alto porcentaje de fragmentos celulares, superior al 60%, con 

la salvedad de NATURAL-CARE no afecta a la fase G2, permitiendo la fase S pero de 

manera ralentizada, pues las células sintetizan ADN pero les lleva mayor tiempo 

permaneciendo más en esta fase. Por el contrario, Papacárie Duo® produce 

directamente la completa detención de la fase G2 que sugiere que las células estaban 

dividiéndose antes de aplicar el tratamiento y se detienen todas en esta fase, lo que 

explica que no se observe nueva síntesis de ADN, produciendo como consecuencia la 

desaparición de la fase S en el análisis del ciclo celular. En concordancia con los 

resultados de los anteriores experimentos, al disminuir la concentración de ambos 

materiales al 0,1% y 0,01% mejoró de manera proporcional la distribución de fases 
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del ciclo celular y por tanto su biocompatibilidad. NATURAL-CARE y Papacárie Duo® 

se comportaron de manera similar, sin embargo, cabe destacar que NATURAL-CARE 

produjo un menor porcentaje de fragmentos celulares para ambas diluciones. 

El análisis de las distribuciones del ciclo células de las DPSCs mediante la tinción con 

yoduro de propidio ha sido realizado anteriormente por otros autores para analizar 

el efecto biológico que diferentes materiales puedan tener sobre las mismas[190,191].  

Es el caso del estudio de Chang y cols. [192], donde analizaron la biocompatibilidad del 

metacrilato de bisfenol-glicidil (BisGMA) sobre las DPSCs mediante el análisis del ciclo 

celular de las mismas, encontrando que la exposición de las células a BisGMA 

producía la detención de las fases G2/M, y concluyendo por tanto que es importante 

proteger la pulpa dental contra la toxicidad de los monómeros presentes en la resinas 

compuestas y los agentes adhesivos. 

Así mismo, la evaluación del ciclo celular mediante citometría de flujo ha sido 

ampliamente utilizada para analizar la biocompatibilidad de diversos materiales 

bioactivos de recubrimiento pulpar, ya que la biocompatibilidad de los materiales de 

protección pulpar es el factor más importante cuando éstos tienen contacto directo 

o indirecto con la pulpa. Gracias a este ensayo numerosos autores observaron el 

mismo efecto de Theracal LC sobre el ciclo celular de diferentes líneas celulares 

(células de sangre periférica, células de la pulpa dental humana y DPSCs) encontraron 

que Theracal LC inducía un aumento significativo de las fases G0/G1, indicando la 

presencia de un mayor número de células muertas en comparación con el resto de 

materiales que estudiaban[157,184,187,193]. Esto se debe a que la citometría de flujo es la 

técnica de referencia para analizar las células en las fases G0/G1, S y G2/M de forma 

rápida y reproducible[194]. 

5.10. SOBRE LA APOPTOSIS CELULAR 

En nuestro ensayo de apoptosis/necrosis celular,  BRIX3000® al 2% presentó un 68,4% 

de células vivas, estos resultados sugieren que a altas concentraciones este material 

podría favorecer la pérdida de adhesión celular sin llegar a producirse apoptosis, ya 

que para el ensayo de apoptosis/necrosis se utilizó la totalidad de la suspensión 
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celular, mientras que para los anteriores se trabajó únicamente con células adheridas 

a las diferentes superficies de las placas utilizadas, desechando la suspensión restante 

donde estarían aquellas células que BRIX3000® despegó del fondo sin llegar a 

producir su apoptosis. Los resultados de este experimento confirmarían la hipótesis 

que se fundó al interpretar los resultados de inmunofluorescencia sobre BRIX3000® 

al 2%, ya que los resultados del experimento de apoptosis celular demuestran que al 

2% BRIX3000® produce levantamiento celular y no una muerte celular masiva; esto 

explicaría por qué en el experimento de inmunofluorescencia no vemos células al 2% 

al encontrarse despegadas. 

En este ensayo se evidenció como a una concentración del 0,01% NATURAL-CARE 

presentó un porcentaje de células vivas equiparable al del control, el cual descendió 

al aumentar la concentración del material, pero nunca de manera drástica. En este 

sentido, tanto BRIX3000® como Papacárie Duo® y NATURAL-CARE se comportaron de 

manera similar, disminuyendo únicamente el porcentaje de células vivas a la mitad 

con Cariesolut al 2% e incluso al 0,1%.  

Este ensayo corrobora los resultados obtenidos en el análisis del ciclo celular para 

Cariesolut al 0,1%, donde produjo un 87,86% de debris, que concuerda con el alto 

porcentaje (39,83%) de células apoptóticas tardías y necróticas que produce a dicha 

concentración. 

El ensayo de apoptosis celular ha sido comúnmente utilizado en los estudios 

presentes en la literatura para el análisis in vitro de la biocompatibilidad de 

materiales dentales como resinas compuestas y adhesivos dentales sobre todo[195–

198].  

Kunert y cols. [193] utilizaron este ensayo para evaluar la citotoxicidad de diferentes 

materiales bioactivos de recubrimiento pulpar (Theracal LC, ProRoot MTA, MTA 

Angelus, Biodentine, ACTIVA BioACTIVE y Predicta Bioactive) encontrando que 

únicamente Theracal LC aumentó significativamente el porcentaje de células en las 

etapas tempranas y tardías de la apoptosis. De nuevo, el uso de esta técnica mediante 

citometría de flujo está avalada para estudios de citotoxicidad. 
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5.11. SOBRE LA LIBERACIÓN DE ROS 

Aunque a una concentración del 0,01% Cariesolut mostró un porcentaje de células 

vivas similar al del control, los niveles de ROS intracelular que presentan las células a 

las que se les aplicó este tratamiento son el doble de lo observado en el grupo control. 

BRIX3000® fue el único material que produjo unos niveles de ROS intracelular al 0,1% 

y 0,01% equiparables a los del grupo control.  

En concordancia con el resto de los experimentos, NATURAL-CARE a bajas 

concentraciones mostro una biocompatibilidad muy favorable, la cual fue menor que 

la observada para BRIX3000®, pero resultó equiparable a la que presentó Papacárie 

Duo®, un material de remoción química de caries más comúnmente conocido y 

estudiado. 

Del mismo modo, otros autores también han utilizado la medición de ROS intracelular 

con el objetivo de comparar las características químicas y biológicas de diferentes 

compuestos dentales[174,199,200]. Es el caso del estudio de Chen y cols. [201] donde 

gracias a la medición de ROS intracelular concluyeron que los geles blanqueadores 

inducían citotoxicidad y conducción del dolor en las células madre de la pulpa dental. 

Para el estudio de la biocompatibilidad de estos cuatro materiales para la remoción 

química de caries la citometría de flujo ha desempeñado un papel primordial. En la 

literatura más reciente además de las pruebas de citotoxicidad se ha utilizado 

ampliamente la citometría de flujo para el estudio de la biocompatibilidad de los 

materiales dentales, ya que permite analizar la apoptosis, la necrosis y la progresión 

del ciclo celular[196,202–204]. Además la citometría de flujo ha demostrado ser una 

técnica rápida (con una duración media de una a dos horas), de gran precisión, y que 

permite realizar mediciones cuantitativas simultáneas de la generación de 

superóxido mitocondrial preservando al máximo las funciones celulares[140]. 

5.12. PAPAÍNA COMO PRINCIPIO ACTIVO 

Es un dato reseñable, y consideramos oportuno discutir que BRIX3000®, Papacárie 

Duo® y NATURAL-CARE comparten el mismo principio activo, la papaína. Sin 

embargo, mientras que BRIX3000® no produjo la muerte celular por completo a altas 
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concentraciones, Papacárie Duo® y NATURAL-CARE si lo hicieron. Esto puede deberse 

al hecho de que la papaína que contenga BRIX3000® sea una enzima proteolítica más 

estable la cual produce el levantamiento de las células de la placa de cultivo sin llegar 

a producir su apoptosis. También podría explicarse por el hecho de que en la 

composición de Papacárie Duo® y NATURAL-CARE podemos encontrar cloramina-T, 

mientras que BRIX3000® no contiene dicho excipiente. La cloramina es un compuesto 

formado por cloro y amonio con propiedades bactericida y desinfectante, y se utiliza 

para ablandar químicamente la dentina cariada. La utilización de la cloramina da 

como resultado túbulos dentinarios abiertos en la capa externa de la dentina 

cariada[116,148]. La ausencia de este excipiente en BRIX3000® podría explicar por tanto 

la biocompatibilidad más favorable observada en este material. 

5.13. LIMITACIONES DEL ESTUDIO 

En lo que a las limitaciones del estudio se refiere, cabe destacar el hecho de que se 

trata de un estudio in vitro, con los condicionamientos inherentes que conllevan este 

tipo de método científico. Debemos tener en cuenta que las condiciones simuladas 

en el laboratorio no reproducen de manera exacta las condiciones del medio oral, lo 

que dificulta la extrapolación de las conclusiones obtenidas. En concreto, la 

concentración del material que pueda llegar a la pulpa depende del espesor de 

dentina presente, y aunque se analizó la biocompatibilidad de los cuatro materiales 

a diferentes concentraciones para simular distintos espesores de dentina, se hace 

complejo dilucidar de manera precisa la cantidad de producto que llegaría a la pulpa 

dental de acuerdo con la profundidad de la cavidad, lo que obliga a interpretar los 

resultados a grandes rasgos, y deja al descubierto la necesidad de estudios en 

animales para que los resultados del presente estudio obtengan mayor repercusión 

científica. 

Por otro lado, este estudio analiza únicamente propiedades biológicas, por lo que se 

requerirán estudios futuros que abarquen otros aspectos como son la eficacia 

terapéutica, el posible efecto de estos materiales sobre la adhesión de la posterior 

restauración, o la medición de la reducción de la ansiedad por parte del paciente con 

la utilización de estos materiales.  
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Otra limitación del presente estudio fue la dificultad de comparar nuestros resultados 

con los de otros estudios realizados previamente en la mayoría de los experimentos. 

Ningún autor hasta el momento ha realizado experimentos de velocidad de migración 

celular, de inmunofluorescencia, de análisis del ciclo celular, de apoptosis celular, ni 

de liberación de ROS para estudiar la biocompatibilidad de estos cuatro materiales 

para la remoción química de la caries dental.  

Además, hasta donde es conocido, este es el primer estudio que analiza las 

propiedades biológicas tanto de NATURAL-CARE como de Cariesolut en condiciones 

controladas de laboratorio.  

5.14. PERSPECTIVAS FUTURAS 

De las limitaciones del presente estudio surge la necesidad de llevar a cabo futuros 

estudios in vivo de experimentación animal que validen los resultados obtenidos 

hasta el momento. En concreto, el diseño de un estudio realizado con ratas sería la 

progresión más lógica ya que la rata, después del ratón, es el animal de 

experimentación más utilizado en investigaciones biomédicas. Sería la rata el animal 

de elección por su mayor tamaño, mejor manipulación y visualización dentaria[205,206]. 
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6. CONCLUSIONES 

El presente estudio reveló que el material más adecuado para la eliminación química 

de la caries dental es BRIX3000® porque presentó resultados de biocompatibilidad in 

vitro más favorables en las DPSCs. La biocompatibilidad observada para Papacárie 

Duo® y NATURAL-CARE hace que éstas sean opciones menos preferentes, pero 

también aceptables, mejorando dicha biocompatibilidad de manera proporcional al 

aumento de la dilución del material. Los resultados de biocompatibilidad derivados 

de ese trabajo desaconsejaron el uso de Cariesolut como material para la remoción 

químico-mecánica de caries. En base a los resultados obtenidos en este estudio 

podemos deducir las siguientes conclusiones específicas: 

• La concentración de inhibición media (IC50) fue mayor para BRIX3000®, 

seguido de NATURAL-CARE, Papacárie Duo® y Cariesolut. 

• La viabilidad celular fue mayor en presencia de BRIX3000® al 0,1 y 0,01%, 

seguido de NATURAL CARE, Papacárie Duo® y Cariesolut. 

• La velocidad de migración celular fue favorable en presencia de BRIX3000® a 

bajas concentraciones, seguido de NATURAL-CARE, Pacárie Duo y Cariesolut. 

• La morfología del citoesqueleto se vio más alterada con BRIX3000® y 

Cariesolut al 2%, mejorando únicamente en el caso de BRIX3000® al diluir los 

materiales. A bajas concentraciones la mejor confluencia de células se 

observa en BRIX3000®, seguido de NATURAL-CARE, Papacárie Duo®, y 

Cariesolut en último lugar. 

• Los niveles de especies reactivas de oxígeno fueron considerablemente 

mayores en presencia de Cariesolut en comparación con Papacárie Duo®, 

NATURAL-CARE y BRIX3000®. 

• Las fases del ciclo celular de las DPSCs se vieron menos afectadas en presencia 

de BRIX3000®, seguido de NATURAL-CARE y Papacárie Duo®. Cariesolut fue el 

material que más afectó al ciclo de las células. 

• BRIX3000® a bajas concentraciones fue el material que menos indujo la 

apoptosis celular, seguido de NATURAL-CARE, Papacárie Duo® y Cariesolut. 
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• Los resultados sugieren que BRIX3000® produce a altas concentraciones 

pérdida de adhesión celular sin llegar a producirse apoptosis. 
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ANEXO II 

INFORME DE LA COMISIÓN DE ÉTICA DE INVESTIGACIÓN DE LA UNIVERSIDAD DE 

MURCIA 

 

 

 



 

141 
TESIS DOCTORAL- NURIA PÉREZ GUZMÁN 

ANEXO III 

HOJA DE INFORMACIÓN PARA PARTICIPANTES 

 



 

142 
TESIS DOCTORAL- NURIA PÉREZ GUZMÁN 

 

  



 

143 
TESIS DOCTORAL- NURIA PÉREZ GUZMÁN 

ANEXO IV 

DECLARACIÓN DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

144 
TESIS DOCTORAL- NURIA PÉREZ GUZMÁN 

ANEXO V 

PÓSTER VIII JORNADAS DOCTORALES  

 

 

 

 



 

145 
TESIS DOCTORAL- NURIA PÉREZ GUZMÁN 

ANEXO IV 

PÓSTER XVI CONGRESO NACIONAL III INTERNACIONAL SEOENE  

 


