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RESUMEN

Introduccion: La caries dental en la denticién permanente es la afeccién mas
prevalente entre todas las enfermedades humanas y afecta a mas de 2500 millones
de personas. Una de las técnicas aplicadas en la odontologia minimamente invasiva
incluye la remocién quimico-mecanica de la caries. La utilizacion de los materiales de
remocidén quimica 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 o0 médicamente comprometidos.

Objetivo: El objetivo de este estudio fue comparar las caracteristicas bioldgicas de
cuatro materiales de remocion quimico-mecdnica de caries para evaluar su

biocompatibilidad usando células madre de pulpa de diente permanente.

Material y Métodos: Los materiales analizados fueron Papacarie 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 Il se realizaron un total de
siete experimentos: medicidon de la concentracidn inhibitoria media (IC50), medicidn
de la actividad metabdlica celular (MTT) (24, 48, 72 horas), experimento de migracion
celular (24, 48, 72 horas), experimento de inmunofluorescencia (72 horas), analisis
de apoptosis y necrosis celular, andlisis de produccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y analisis del ciclo celular. Los analisis estadisticos se realizaron

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

Resultados: En nuestros resultados se obtuvo que BRIX3000® mostré al 0,1% vy 0,01%
una citocompatibilidad equiparable a la del grupo control para todos los periodos de
tiempo analizados. Papacdrie Duo® presentd una citotoxicidad concentracién-
dependiente, mostrando una baja biocompatibilidad y viabilidad celular a altas
concentraciones la cual mejoraba al diluir el material. NATURAL-CARE presentd un
comportamiento similar al observado en Papacarie Duo®, llegando a alcanzar a bajas
concentraciones (0,01%) resultados mas favorables en los experimentos de
migracion celular y de inmunofluorescencia con respecto a dicho material vy

semejantes a los del control. Cariesolut fue el material que mayor citotoxicidad
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demostré 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; Papacdrie Duo® y NATURAL-CARE si llegan a producir muerte
celular a altas concentraciones, mejorando su biocompatibilidad al disminuir su

concentracion.

Conclusiones: Nuestros hallazgos sugieren que BRIX3000® seria el material mas
adecuado para realizar una remocién quimica de caries, siendo buenas opciones
también Papacarie Duo® y NATURAL-CARE, y desaconsejando la utilizacién de
Cariesolut debido a su baja biocompatibilidad sobre células de pulpa dental de diente

permanente.

PALABRAS CLAVE

Cultivo celular, remocién quimico-mecanica, citotoxicidad, pulpa dental, papacarie,

biocompatibilidad, caries, remocién, papaina, 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 Papacarie 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 Il 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. Papacarie 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 Papacarie 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; Papacarie 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 Papacarie 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, papacarie,

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

ADN: acido desoxirribonucleico.

ART: Técnica de Restauracion Atraumatica.

BisGMA: Metacrilato de Bisfenol-Glicidil.

BMP-2: Proteina Morfogénica Osea 2.

BMP-7: Proteina Morfogénica Osea 7.

BMSC: Células Madre Mesenquimales de Médula Osea Humanas.

CMRC: Agentes para la Eliminacién Quimico-Mecanica de Caries.

CMs: Células Madre.

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

DFSCs: Células Madre Procedentes del Foliculo Dental.

DMSO: dimetilsulfoxido.

DPSCs: Células Madre procedentes de Pulpa Dental.

DE: Desviacion Estandar.

GIC: Cemento de iondmero 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: Odontologia Minimamente Invasiva.

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

OMSCs: Células Madre procedentes de Médula Osea de Mandibula.

PDLSCs: Células Madre Procedentes del Ligamento Periodontal.

PBS: tampdn fosfato salino.

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

Infecciones Odontdgenas.

PS: Fosfatidilserina.

ROS: Especies Reactivas de Oxigeno.

SCAPs: Células Madre Procedentes de la Papila Apical.

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

1.1. HISTOLOGIA DEL COMPLEJO DENTINOPULPAR

La dentina y la pulpa constituyen una unidad a nivel funcional e histoldgico,
considerandose 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 [,

Para simplificar la comprensién, la histologia de la dentina y la de la pulpa se

analizaran por separado.

Figura 1: A, esquema de un canino inferior donde se observa la relacién de la pulpa con la
dentina circundante y con los tejidos periapicales. B, microfotografia del complejo dentina

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

1.1.1. HISTOLOGIA DE LA DENTINA

La dentina es el tejido que conforma la gran mayoria del volumen del diente, siendo
la que le otorga la forma y rigidez necesarias durante la masticacién. Es por tanto un
tejido mineralizado, recubierto por esmalte en la zona coronal y por cemento en la
zona de la raiz. La dentina delimita la cavidad que ocupa la pulpa dental, teniendo

ambas un origen mesodérmico a partir de la papila dental™3],
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1.1.1.1. COMPOSICION QUIMICA

La dentina es un tejido conjuntivo duro, cuyo peso se compone de materia orgdanica
en un 70%, de materia inorgdnica en un 18% y de agua en un 12%. La materia
inorgdnica esta formada mayormente por cristales de hidroxiapatita los cuales
presentan un tamafo inferior que los existentes en el esmalte. La materia orgdnica
se conforma de coldgeno tipo | y de proteinas similares a las del hueso. En volumen,
la dentina estd compuesta por material inorganico en un 45 %, en un 33% por

material organico, y en un 22% por agua 131,

1.1.1.2. COMPONENTES ESTRUCTURALES DE LA DENTINA

La dentina presenta una estructura tubular, la cual esta conformada por una serie de
tubulos que la atraviesan y que constituyen la dentina intratubular, con pocas fibras

coldgenas, y por una matriz o dentina intertubular3l.
A. TUBULOS DENTINARIOS

Son conductos huecos que van desde la pulpa hasta el limite amelodentinario,
delimitados por la dentina peritubular, la cual es rica en fibras colagenas 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!3l.

Los tubulos describen un trayecto en forma de «S» itdlica, siendo esta curva mas
acentuada en la porcidn coronaria de la dentina. A nivel de la dentina radicular los
tubulos exhiben una curvatura poco pronunciada, y a la altura de los bordes incisales
o cuspides los tubulos pueden llegar a describir una trayectoria rectilineall. Todas
estas trayectorias se originan como consecuencia de la restriccién gradual del espacio
de los odontoblastos durante la formacion de la dentina. Como resultado de esa
aglomeracion, existe un mayor numero de tubulos dentinarios por unidad de
superficie en las capas de dentina cercanas a la pulpa en comparacién con las zonas

mas externas de la dentinal*>l.

En el interior de los tubulos 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 tubulos secundarios, contactan con las prolongaciones

de los tubulos adyacentesBl.

El espacio peridentinoblastico es el espacio que se encuentra entre el citoplasma
celular y la pared del tubulo. En este espacio podemos encontrar el llamado fluido
dentinario o linfa, asi como fibras nerviosas amielinicas, fibras colagenas y algunos

cristales de hidroxiapatita®®.

B. DENTINA INTERTUBULAR, PERITUBULAR E INTERGLOBULAR

Los tubulos estan rodeados por una pared que se denomina dentina peritubular o
intratubular, de manera que esta dentina se forma en la luz de los propios tubulos.
La formacién de dentina peritubular es un proceso continuo en el cual intervienen
factores ambientales o patoldgicos, debido a lo cual se va reduciendo la luz de los

tubulos pudiendo incluso llegar a obliterarse [+7],

La dentina intertubular conforma la mayor parte de la dentina y se localiza entre la
dentina peritubular. Esta constituida por una red tridimensional de fibras coldgenas
con un didmetro de entre 50 y 200 nm y sobre las que se depositan los cristales de

hidroxiapatita (131,

La estructura y composicidon de ambos tipos de dentina son distintas: mientras que el
coldgeno tipo | es la proteina principal de la dentina intertubular (90%), en la dentina

peritubular no se advierten fibrillas de colageno!®?l.

Los llamados espacios de Czermack se corresponden con la dentina interglobular, la
cual esta constituida por matriz organica no mineralizada o hipomineralizada que se

origina en el limite de la zona amelodentinarial*%,
C. OTROS ELEMENTOS ESTRUCTURALES

En la dentina también se pueden observar lineas incrementales o de crecimiento: por
un lado encontramos las lineas mayores o lineas de contorno de Owen, y por otro

lado las lineas menores o lineas de Von Ebner B,

1.1.1.3. TIPOS DE DENTINA

Segun las caracteristicas de la formacién 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 oclusién estableciéndose
contactos entre cuspides antagonistas. La capa externa de esta dentina es la dentina
del manto, que es la primera que se forma y posee una matriz orgdnica compuesta
por sustancia fundamental y fibras colagenas. El resto de la dentina primaria es la
llamada dentina circumpulpar, rodea toda la camara pulpar y es mds mineralizada

que la dentina del manto!*3l,
B. DENTINA SECUNDARIA, SECUNDARIA FISIOLOGICA O REGULAR

La dentina secundaria es aquella secretada de forma fisioldgica por el odontoblasto
durante toda la vida del diente tras la completa formacidn de la raiz, produciéndose
su formacion a una velocidad mucho menor que la primaria. La dentina secundaria
se va depositando en el interior de la cdmara pulpar y los conductos radiculares,
condicionando un descenso gradual del volumen de ambos. Se singulariza por
presentar tubulos dentinarios paralelos y rectos. Se puede advertir una linea de

reposo entre la dentina primaria y la secundaria (311,
C. DENTINA ESCLEROTICA

Esta dentina puede ser fisioldgica o patoldgica. La fisioldgica se forma a lo largo de la
vida del diente en toda su dentina; la patolégica se forma en respuesta a agresiones
de baja intensidad, en cuyo caso queda circunscrita a la zona de dicha lesién. En
ambos casos, sobre la dentina ya formada se produce una disminucién gradual de la

luz de los tubulos dentinarios por aposicion de la dentina peritubular %121,
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 dependera de la duracion e
intensidad del estimulo, lo que condiciona el descenso irregular del volumen de la
camara pulpar. De forma caracteristica, esta dentina se localiza en aquellos lugares

de la cavidad pulpar contiguos al de la actuacién del estimulo nocivo. Si los estimulos

26
TESIS DOCTORAL- NURIA PEREZ GUZMAN



nocivos son de grado leve o moderado y durante un periodo de tiempo prolongado,
la dentina terciaria que se forma es mds organizada y tubular, y se le denomina
dentina terciaria reaccional. Sin embargo, a mayor grado de agresién y durante un
corto periodo de tiempo, la dentina terciaria se forma mas rdpido, siendo

desorganizada y menos tubular, y se le denomina dentina terciaria reparativa (%3131,

1.1.2. HISTOLOGIA DE LA PULPA DENTAL

La pulpa es un tejido conectivo laxo que se encuentra en el interior de la camara
pulpar y de los conductos radiculares, siendo el componente no mineralizado del

complejo dentinopulpar 31,

1.1.2.1. COMPOSICION

La pulpa dental estd compuesta por materia organica en un 25% y por agua en un
75%. La materia organica la conforman células (fundamentalmente fibroblastos y
células mesenquimatosas indiferenciadas), fibras coldgenas y reticulares, y sustancia

fundamental, ademds de vasos sanguineos y nervios!3!.

1.1.2.2. CELULAS

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

mantenimiento, defensa y capacidad de reparacién, y son muy heterogéneas!:
A. ODONTOBLASTOS

Los odontoblastos son las células mas caracteristicas del complejo dentino-pulpar,
siendo las encargadas de la formacién de la dentina tanto durante el desarrollo como
durante el envejecimiento dental. Durante la dentinogénesis dan lugar a los tubulos
dentinarios. Son células que se distribuyen en la periferia de la pulpa, emitiendo
prolongaciones citoplasmaticas de longitud variable entre 0,2 a 0,7mm que se alojan
en la dentina, de manera que su existencia dentro de los tubulos hace de la dentina
un tejido vital. Estas células sintetizan coldgeno tipo |, asi como proteoglucanos,

fosfoproteinas y fosfatasa alcalina, entre otros elementos!®3131,
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B. FIBROBLASTOS

Los fibroblastos son las células mds abundantes en la pulpa, siendo su funcion formar
y mantener la matriz pulpar mediante la sintesis de colageno | y lll, proteoglucanos y
mucopolisacdridos. Estas células se encuentras distribuidas por toda la pulpa,
localizdndose de manera mds 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 reticulo endoplasmico rugoso y en las vacuolas

secretoras!i3l,
C. MACROFAGOS O HISTIOCITOS

Los macréfagos son los monocitos que abandonan el torrente sanguineo, 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 sanguineos.
Su funcioén es la de participar en el proceso de iniciacién de la respuesta inmunoldgica
primaria, procesando antigenos y presentandolos a los linfocitos, ademas de tener

una gran actividad endocitica y fagocitarial®316l,
D. CELULAS DENDRITICAS

Las células dendriticas son elementos accesorios del sistema inmune. Dentro de este
grupo se encuentran los linfocitos, las células plasmaticas y en ocasiones, eosinéfilos
y mastocitos. Se hallan preferentemente en dos dreas: en la zona perivascular de la
pulpa central y en la zona subodontobldstica. Desempeifian la funcién de inducir la
inmunidad dependiente de las células T, ya que son células presentadoras de

antigenos(®3,
E. LINFOCITOS

Los linfocitos son células de defensa que participan en la inmunidad celular,
activdndose ante la presencia de antigenos, los cuales liberan linfoquinas que
provocan vasodilatacion pulpar. La pulpa sana Unicamente presenta linfocitos de tipo
T (fundamentalmente T8 supresores), encontrandose los linfocitos B normalmente

ausentes(3],

F. CELULAS MESENQUIMATICAS
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Las células mesenquimaticas son células a partir de las cuales se diferencian otras
células conjuntivas de la pulpa. Dependiendo de la estimulacién, pueden originar
odontoblastos, fibroblastos o macréfagos. Al aumentar la edad pulpar, su nimero

desciende dando lugar a una disminucién del potencial de regeneracién pulpartt17l,
G. MASTOCITOS

Son células que presentan en su citoplasma granulos con histamina, heparina y un
anticoagulante. Suelen localizarse en tejidos con inflamacidn crdénica, pero también

se hallan en pulpas normales B,

1.2. CELULAS MADRE

Las células madre (CMs) son células indiferenciadas que tienen una gran capacidad
clonogénica y de autorrenovacién, pudiendo diferenciarse en multiples linajes
celulares, entre los que se encuentran osteoblastos, adipocitos o condrocitos18-20],
Dependiendo de su origen, grado de diferenciacion o tejido en el que se encuentren,
las CMs pueden ser clasificadas de la siguiente manera21-24;

e (Células madre totipotentes: son células con la capacidad de generar un
embrién completo ya que pueden generar 200 tipos de tejido humano, y
ademas pueden generar tejidos extraembrionarios.

e (Células madre pluripotentes: pueden generar un embrién completo, pero no
tejido extraembrionario.

e (Células madre multipotentes: sélo pueden generar un subconjunto de tipos
celulares de acuerdo con su localizacién.

e (Células madre oligopotentes: son células capaces de generar un subconjunto
de tipos celulares, pero mucho mas limitado.

e (Células madre unipotentes: son células capaces de generar un Unico tipo

celular.

1.2.1. CELULAS MADRE DERIVADAS DE TEJIDOS OROFACIALES

Dentro de la cavidad oral existen diferentes tipos de CMs (Figura 2), que se pueden
dividir en nueve categorias!?3:2>26l;

e (Células madre procedentes del ligamento periodontal (PDLSCs).
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e (Células madre procedentes del foliculo dental (DFSCs).

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

e (Células madre procedentes del tejido gingival (GMSCs).

e (Células madre procedentes del tejido inflamatorio periapical procedente de
infecciones odontégenas (PL-MSCs).

e (Células madre procedentes de la lamina propia de la mucosa oral (OMLP-PCs).

e (Células madre procedentes de médula 6sea de mandibula (OMSCs).

e (Células madre procedentes de pulpa dental (DPSCs).

e (Células madre procedentes de dientes deciduos (SHEDs).

7

P TLIIIT T

PDLSC SCAP  DFPC

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

characteristics and potential. Histol Histopathol, Bojic, Sanja, y cols.?.,

1.2.2. CELULAS 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 neural28-32],
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Descubrieron inicialmente las DPSCs de terceros molares humanos impactados en el
afio 20001331, Tal descubrimiento abrié una nueva via de investigacion en las ciencias
orales. En las ultimas dos décadas hemos sido testigos de un tremendo avance en los
estudios de las DPSCs desde la caracterizacidn funcional e investigacién mecanicista
a los experimentos preclinicos y ensayos clinicos sobre regeneracién de la pulpa

dentall33-37],

Las DPSCs se obtienen de las exodoncias de terceros molares, pero también de
dientes extraidos por indicacién ortoddncica 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 diferenciacidén éptimas tanto in vitro como in vivo, las DPSCs son
capaces de diferenciarse en progenies de multiples linajes, incluidos odontoblastos,
osteoblastos, condrocitos, adipocitos, miocitos, melanocitos, células neurogliales,
epiteliocitos, hepatocitos, endoteliocitos y células pancreaticas. Ademas, las DPSCs
muestran una buena capacidad para la formacidn de neuroesferas, lo que enfatiza su

aplicacidn en enfermedades neuroldgicas!*244l,

Cuando estas células se trasplantan in vivo son capaces de formar tras cinco semanas
un complejo dentinario semejante al del diente. Conseguir la obtencion de la pulpa
es un proceso relativamente sencillo, basta con cortar y separar el cemento del
esmalte y a continuacion separar cuidadosamente la pulpa de la corona y la raiz. Los
marcadores celulares especificos que presentan son: CD9, CD10, CD13, CD29, CD44,
CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, CD166 Y CD271 siendo negativos para: CD3, CDS,
CD14, CD15, CD19, CD33, CD34, CD45, CD71, CD117 y HLA-DR[4345-51],

1.2.2.1. APLICACIONES TERAPEUTICAS

Las DPSCs se han utilizado ampliamente en la regeneracion de tejidos orofaciales y
de otros tipos, incluida la pulpa dental y el hueso largo. Se observa ademas que las
DPSCs se caracterizan por presentar potentes propiedades inmunomoduladoras, ya
gue 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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experimentall®>>4, Las DPSCs ejercen por tanto aplicaciones terapéuticas en

multiples niveles38!:

e Regeneracion del complejo pulpa-dentina
La aplicacion mas aparente y prometedora de las DPSCs es la regeneracion del
complejo dentino-pulpar. La pulpa vital, que actia como drgano de formacién 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 inorgdnicos, lo que culmina con un diente debilitado y desvitalizado, que
puede llevar a la fractura o incluso a la pérdida del mismo. La aparicién de la
endodoncia regenerativa se reconoce como un enfoque prospectivo para la
conservacion de los dientes. El propdsito final de la endodoncia regenerativa es, por
lo tanto, regenerar un complejo dentino-pulpar viable que histolégicamente se
asemeje al tejido original con funciones fisiolodgicas anticipadas, que incluyen
inervacién pulpar, inmunidad pulpar, perfusidon vascular y formaciéon de dentina

tubulart3835],

En los ultimos afos, se han llevado a cabo grandes esfuerzos de investigacion 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
exdgenas cargadas en andamios biocompatibles incorporados con moléculas de
sefalizacion bioldgica en los conductos radiculares. Para la endodoncia regenerativa
se propone en primer lugar la estrategia de trasplante celular y se han logrado

avances extraordinarios(®®!,

También se ha propuesto el trasplante de células para la regeneracién 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
agresion, estas células tienen la capacidad de diferenciarse a odontoblastos para
producir dentina terciaria. No se conocen con exactitud los factores que participan

en la diferenciacion odontobldstica, aun asi se cree que la BMP-2 (proteina
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morfogénica ésea 2) favorece la aparicién de marcadores como la sialoproteina

dentinaria, la cual es fundamental para la formacién de dentinal®7:8l,

Por otro lado, se encuentra la endodoncia regenerativa basada en la busqueda de
células. Para conseguir la regeneracién pulpar se aplica un tratamiento Unicamente
con citoquinas como el uso del factor de crecimiento de fibroblastos basico, el factor
de crecimiento del endotelio vascular, el factor de crecimiento derivado de
plaquetas, el factor de crecimiento nervioso y la BMP-7 (proteina morfogénica dsea
7), con la intencidn de inducir la migracidn autdloga de células madre. A diferencia
del trasplante de células, la estrategia de localizacion de células ejerce una capacidad
regenerativa que depende de senales bioactivas, que se incrustan en andamios libres
de células y se liberan posteriormente para reclutar células madre enddgenas
residentes. Sin embargo, aunque se forman tejidos conectivos con abundantes
células, la estrategia de solo citoquinas es dificil de interpretar porque se reclutan

células no identificadas con resultados impredecibles!>8-62],

e Estudio de patologias de enfermedades genéticas
Dada su multipotencia y antecedentes genéticos relacionados con la enfermedad, las
SHEDs y DPSCs derivadas de pacientes pueden ser Utiles como modelo celular para
dilucidar la patologia 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 patoldgicos 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 multiples funciones cerebrales, incluidas las
funciones motoras, cognitivas y de recompensa. La diferenciacion, el desarrollo y la
funcién alterados de las neuronas dopaminérgicas se han demostrado en muchos
trastornos neuropsiquiatricos, aunque los mecanismos exactos siguen sin conocerse.
Los defectos genéticos también pueden afectar al metabolismo éseo, dando como
resultado fenotipos esqueléticos especificos. La disponibilidad de las SHEDs y DPSCs
derivadas de pacientes con sindromes como el Sindrome de Rett o el Sindrome de
Leigh, con displasia metatrdpica, o con desérdenes de espectro autista pueden
ayudar a explicar la fisiopatologia de enfermedades causadas por variantes
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monogenéticas o mutaciones de acido desoxirribonucleico o ADN mitocondrial y

trastornos poligénicos del neurodesarrollo[®3-56l,

e Reparacion y regeneracion de tejidos extraorales
La caracterizacion funcional in vivo de las DPSCs esta estrechamente relacionada con
su origen y localizacion. Durante mucho tiempo se ha creido 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 ademds que las DPSCs se originan
a partir de la glia asociada a los nervios periféricos. Por lo tanto, las DPSCs poseen la
propiedad neural de diferenciarse en neuronas y glia e inducen potentemente la

neurogénesis(®7-6%,

Las DPSCs comparten por tanto caracteristicas similares con las células madre
mesenquimales de la médula ésea humana (BMSCs). Ademds, en comparacién con
las BMSCs, la recoleccidon de las DPSCs a partir de dientes humanos extraidos es
menos invasiva y mas factible. En consecuencia, las DPSCs pueden representar una
terapia prospectiva y un candidato atractivo para el trasplante de BMSCs para la

ingenieria de tejidos extraorales y la medicina regeneratival3®79,

Ademas, las DPSCs residen en un nicho perivascular en el tejido de la pulpa dental
posnatal y puede originarse a partir de pericitos, que estan reconocidas como células
perivasculares. Se ha documentado que las DPSCs contribuyen a la angiogénesis in

vivo, demostrando propiedades vasculares!’=74],

1.3. PATOLOGIA DE CARIES DENTAL

La caries dental en la denticidon permanente es la afeccidn mas prevalente entre todas
las enfermedades humanas y afecta a mas de 2500 millones de personas [7>7¢l, Asi
mismo, sigue siendo una de las enfermedades crdonicas mas frecuentes de la infancia

y afecta al 60-90% de los nifios en todo el mundo 771,

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 ademds un gran impacto econémico 78,

34
TESIS DOCTORAL- NURIA PEREZ GUZMAN



Los estudios publicados en las ultimas 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 7%,

Ademas, 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 73],

1.3.1. ETIOLOGIA

La caries es una enfermedad biofilm-azucar dependiente que se encuentra modulada
por multiples factores y siendo por tanto no erradicable pero si controlable 8% .pPor
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 exposicion frecuente a los
azucares el factor determinante. Ademas, también supondran factores de riesgo un

flujo de saliva reducido o una alteracién en la composicion de la mismal®1.

Los azucares dietéticos suponen el principal aporte de nutrientes. Entre ellos se
encuentra la sacarosa, la cual se considera el carbohidrato dietético mas cariogénico
ya que es fermentado a acidos por el biofilm bacteriano, pero también porque puede

metabolizarse a polisacaridos intracelulares y extracelulares!®?l,

Las bacterias obtienen energia mediante la metabolizacion de los hidratos de
carbono, de manera que ante la presencia de los mismos se produce un aumento del
metabolismo y crecimiento de bacterias aciduricas y acidogénicas. A partir de la
fermentacion de los azucares de la dieta estos microorganismos sacaroliticos y
acidogénicos generan acidos que inducen una reduccion en el pH, la cual promoverd

una pérdida de mineral de la estructura dental(&%82],
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Figura 3: Desmineralizacién del esmalte en presencia de fldor en el biofilm. Tomado de
Enamel remineralization: controlling the caries disease or treating early caries lesions?,

Jaime Cury [,

Cuando el pH del entorno oral cae por debajo de un valor critico de 5,5 para el
esmalte, los iones H* aumentados se acoplan con los iones de calcio y fosfato libres
para cambiar la ecuacidn a la desmineralizaciéon que provoca la disolucién del cristal
de hidroxiapatita y provoca la pérdida de calcio y fosfato de la estructura dental
(Figura 3). Si esta situacidn se mantiene durante cierto periodo de tiempo se genera

una lesion de caries incipiente!84-80],

1.4. TRATAMIENTO RESTAURADOR DE LA CARIES DENTAL

El tratamiento de las lesiones de caries dental puede ser mediante un abordaje
convencional de perforacion y obturacion, usando instrumental rotatorio, o bien
mediante un abordaje atraumatico, usando Unicamente instrumentos manuales. Se

pueden utilizar diferentes materiales de restauracién para estos dos enfoques (&7,

1.4.1. TRATAMIENTO RESTAURADOR CONVENCIONAL

El abordaje mas comun para el tratamiento de la caries en la clinica dental se
corresponde con el tratamiento convencional mediante la utilizacién de resinas

compuestas!®,
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Este enfoque convencional implica el uso de instrumental rotatorio, siendo el ruido
derivado del mismo un obstaculo para la relajacidon del paciente o incluso puede
inducir miedo o ansiedad en pacientes pedidtricos o con necesidades especiales [,
Suele ser necesaria la utilizaciéon de anestesia local para la realizacion del
procedimiento, con el objetivo de controlar la sensibilidad y el dolor asociado con la

preparacion de la cavidad 1820,

El material restaurador de eleccién suele ser la resina compuesta, por lo que la
utilizacidn de dique de goma es una condicion imprescindible para afianzar el éxito

de la restauracidn 9192,

Ademas, se ha demostrado que este enfoque tiene un mayor riesgo de exposicion
pulpar, sintomas pulpares posoperatorios y debilitamiento del diente como resultado

de una extraccién de caries mas invasiva 93!,

1.4.2. TRATAMIENTO RESTAURADOR MIMIMAMENTE INVASIVO

Los ultimos avances en Odontologia se han enfocado en la Odontologia
Minimamente Invasiva (OMI) como alternativa al tratamiento restaurador
convencional. La OMI aborda la caries desde el punto de vista bioldgico en vez de
quirargico, el cual se basa en conocer el proceso de formacidn de la caries y el
potencial de remineralizacién que posee el diente. La OMI tiene como objetivo
conservar al maximo el tejido dentario, ya que es la mejor forma de afianzar la vida

atil de un diente que va a ser restaurado en la cavidad oral [,

Las preparaciones cavitarias minimamente invasivas estan orientadas a la remocién
selectiva de la dentina cariada, preservando asi el esmalte y dentina sanos durante el
tratamiento. Esta técnica se basa en la remocion Unicamente de la dentina infectada,
preservando la dentina afectada, dadas las diferentes caracteristicas que presentan
respecto a carga bacteriana y desnaturalizacién del colageno. Esto permite limitar
por un lado el posible aumento de la temperatura durante la remocidn de la caries,
gue podria originar dafios irreversibles en la pulpa dental, y por otro lado limitar los

estimulos dolorosos que inciden negativamente en el nivel de estrés del pacientel®>~

98] .

37
TESIS DOCTORAL- NURIA PEREZ GUZMAN



La OMI adopta asi una filosofia 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 minima intervencién [#9,

Esta filosofia incluye técnicas como la abrasion por aire, la técnica de restauracion
atraumadtica (ART), la sono-abrasion, la eliminacidn de la caries mediante la utilizacidn
de laser y la eliminacion quimico-mecdnica de caries (CMRC). A continuacion

describiremos las técnicas mas frecuentemente empleadas en clinica 1%,
A. TECNICA DE RESTAURACION ATRAUMATICA

El tratamiento restaurador atraumadtico de la caries dental tiene como objetivo la
maxima conservacién del diente con el menor impacto psicolégico en el paciente (101,
Este abordaje minimamente invasivo de la caries se basa en la eliminacion del tejido
cariado de manera manual Unicamente, utilizando cucharillas de remocion de caries,
por lo general sin el uso de anestesia ni instrumental rotatorio, utilizando un material

adhesivo para restaurar la cavidad dental%2],

De acuerdo con este enfoque, en la eliminacién del tejido cariado con cucharillas de
remocion de caries se busca la eliminacion de la dentina infectada, preservando la

dentina afectada 193],

Los materiales de eleccién predominantes para ART son los cementos de iondmero
de vidrio (GIC), pudiendo seleccionar un iondmero de vidrio puro, un ionédmero de
vidrio de alta densidad, o un ionédmero de vidrio modificado con resina. Entre los
materiales de restauracién adhesivos para ART podemos encontrar también los

compdmeros [82,104,105],

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 comparacién con los enfoques de atencién estandar [°%:103,106],
B. TECNICA DE ELIMINACION QUIMICO-MECANICA

Dentro del concepto de minima intervencion podemos incluir la remocién de caries

guimico-mecanica. El principio de ésta técnica es la promocién de una intervencién
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minimamente invasiva utilizando productos de diferentes agentes quimicos sobre la
dentina que provocan el ablandamiento del tejido cariado facilitando su eliminaciéon

con instrumentos manuales [107],

El mecanismo de accién de los agentes de remocién quimica de caries se basa en la
degradacion del colageno. Se pueden distinguir dos zonas dentro de la lesion de
caries: una capa interna que estd parcialmente desmineralizada y puede
remineralizarse y en la que las fibrillas de coldgeno aun estan intactas, y una capa
externa donde las fibrillas de colageno estan parcialmente degradadas y no pueden

remineralizarse [108],

La idea de la eliminacién de caries quimico-mecanica fue desarrollada en la década
de 1970 por el endodoncista Goldman usando hipoclorito de sodio al 5% (NaOClI al

5%) para eliminar materiales organicos en los conductos radiculares!®,

El reactivo involucrado se genera mezclando aminodcidos con hipoclorito de sodio,
de manera que se forman N-monocloroaminodcidos que degradan selectivamente el
coldgeno desmineralizado de la dentina cariada. Este reactivo CMCR debe poder
causar mas degradacién de este colageno parcialmente degradado, por escisidon de
las cadenas polipeptidicas en la triple hélice y/o hidrolizacion de los

entrecruzamientos (Figura 4) 1101,
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Figura 4: a) Ruptura del colageno por accién de un agente quimico de remocion de caries.
Cadena polipeptidica. Los posibles sitios de escision por reactivos quimico-mecdanicos de
eliminacion de caries por degradacion de glicina o hidroxiprolina se indican con flechas
rojas. b) Triple hélice. Los sitios de escision por degradacion de enlaces cruzados
intramoleculares se muestran con flechas rojas. C) Unidades de tropocoldgeno
ensambladas para formar una fibrilla de colageno. Los sitios de escision por degradacién 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 REMOCION QUiIMICO-MECANICA
DE CARIES

Los avances en la odontologia minimamente invasiva, y en concreto en la remocion
quimica de la caries se han enfocado en el desarrollo de materiales de remocién

quimica de caries que contienen papaina como principal principio activo*11],

La papaina es una endoproteina que se extrae del [atex de hojas y frutos de la papaya

verde adulta. Esta endoproteina es similar a la pepsina humana y actia como agente
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desbridante degradando las proteinas del tejido cariado, teniendo ademas accion

bactericida, bacteriostatica y antiinflamatorial**,

La papaina actua degradando la unidn entre las fibras de coldgeno Tipo | no
mineralizadas que se encuentran parcialmente destruidas por la accién de la caries,
de manera que la ausencia de anti-tripsina en la dentina infectada permite a la
papaina romper las moléculas de coldgeno parcialmente degradadas, ayudando a la

|ll

degradacion y eliminacion del “manto” de fibrina formado por un proceso carioso. La
papaina ejerce su efecto Unicamente en el tejido cariado al carecer de la antiproteasa
plasmatica denominada anti-tripsina. Esta solo estd presente en el tejido sano e

inhibe la digestion de proteinas, impidiendo asi la accion proteolitica en la dentina

sana. [111—113]_

Con base en estos descubrimientos, se lanzé al mercado una nueva generacién de
productos CMRC basados en enzimas, entre los que se encuentran Papacarie Duo®,

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

De estos cuatro productos, tres comparten el mismo principio activo, la papaina.
BRIX3000® es un gel cuyo principio activo es la papaina al 10%, presentando en su
composicion 30.000 U/mg. También tiene en su composicion excipientes como el
propilenglicol, la pectina citrica, la tietranolamina y el azul de toluidina entre otros.
Papacarie Duo® presenta en su composicién papaina 6.000Ul/mg, la cual le otorga
propiedades bacterioldgicas, bacteriostaticas y antiinflamatorias. También presenta
en su composicion cloramina, la cual es bactericida y desinfectante y ayuda a
ablandar la dentina cariada, y azul de toluidina, el cual potencia la accién
antibacteriana de los demas componentes. El agente de remocién quimica de caries
NATURAL-CARE también esta compuesto por papaina, cloraminas y azul de toluidina.
Respecto a Cariesolut, el fabricante indica que esta compuesto por gluconato de

clorhexidina, acido citrico, 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 algoddn, aplicar el producto sobre la cavidad y esperar durante
un tiempo determinado, el cual varia para cada material. El tiempo de aplicacién del
material es el paso en el que mas se diferencian las instrucciones de uso de los
diferentes materiales: en el caso de Papacarie Duo®, el fabricante aconseja dejar
actuar el producto entre 30 y 60 segundos; BRIX3000® requiere un tiempo de
actuacién de 2 minutos; NATURAL-CARE indica una aplicacién 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 actuacién recomendado en
cada caso, se debe retirar el material con una cucharilla de remocién de caries con
movimientos pendulares y sin presién. Segun el fabricante, este procedimiento se
puede repetir hasta lograr la presencia de dentina sana y poder asi colocar

inmediatamente el material de obturacion.

Los productos utilizados para la CMCR cobran protagonismo ante la presencia del
SARS-CoV-2 (COVID-19), ya que el riesgo potencial de infeccién cruzada durante la
remocién de caries incita a evitar tratamientos convencionales con instrumentos
rotatorios, para su sustitucidon por técnicas de baja produccién de aerosoles como
CMCR 18],

A pesar de aumentar el tiempo de los tratamientos, la aplicacién clinica de CMCR
también ha demostrado reducir la ansiedad, el dolor, asi como la necesidad de
anestesia, y esto los convierte en materiales muy adecuados para el tratamiento de
pacientes ansiosos o médicamente comprometidos, asi como para la odontologia

peditrica y domiciliaria 1101181,

Sin embargo, existen algunas limitaciones en el sistema de remocién quimica de
caries. Es posible que, aun utilizando este sistema, se necesiten instrumentos
rotatorios para la eliminacién de tejido o material que no sea colageno dentinario
degradado. Esto incluye el acceso a lesiones cariosas pequefias o interproximales, la
eliminacion del esmalte que recubre la caries, la eliminacién de restauraciones
existentes, etc. También debe tenerse en cuenta que la utilizacién de CMRC supone
afadir un paso en el proceso de la remocidn de la caries, aumentando por tanto el

tiempo total del procedimiento de restauracién de la caries. Asi mismo, la utilizacion
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de agentes de remocién quimica de caries supone un encarecimiento del

tratamiento(112],

1.6. BIOCOMPATIBILIDAD

La totalidad de los materiales dentales empleados en la consulta odontoldgica, de
acuerdo con su aplicacidn, estaran en contacto con tejido éseo, 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 realizaciéon de diferentes pruebas de

laboratoriol119],

Es imperativo tener en cuenta que existen ciertos estandares internacionales para las
pruebas de biocompatibilidad, incluidas las series ISO 10993 (10993-5, 10993-12) e
ISO 74051120-122] que incluyen pruebas conocidas y de uso comun. 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 comun
la utilizacién de las lineas de células inmortales o continuas por su larga duracién y
disponibilidad, pero presentan el inconveniente del elevado coste, ademads de que
pueden resultar menos sensibles a sustancias toxicas que las células primarias o
finitas. Por esta misma razén también se utilizan las células obtenidas de cultivos

primarios adecuadamente obtenidos y caracterizados123:124],

Uno de los aspectos principales de las pruebas de biocompatibilidad es la evaluacién
de la toxicidad. La toxicidad del material revela su capacidad para dafar un sistema
bioldgico. Dicha capacidad comienza a nivel celular, pudiendo la toxicidad tisular local
dar lugar a efectos sistémicos. En la remocién quimica de la caries, las reacciones
locales ocurren principalmente en la pulpa. La evaluacion de toxicidad mas comun 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 inhibicién de la proliferacién celular4,
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2. OBIJETIVOS

Objetivo principal:

Comparar las propiedades biolégicas de cuatro materiales de remocién quimica de

caries mediante la evaluacion de la biocompatibilidad de los mismos.

Objetivos secundarios:

e Determinar a qué concentracidn produce cada material de remocion quimica
de caries la inhibicion del crecimiento y metabolismo de las células madre de

la pulpa dental de diente permanente humano al 50%.

e Evaluar la viabilidad celular de las células madre de la pulpa dental de diente
permanente humano en contacto con los materiales de remocién quimica de

caries seleccionados para el estudio.

e Estudiar la migracién celular de las células madre de la pulpa dental en

presencia de los materiales de remocidn quimica de caries.

e Observar la morfologia celular de las células madre de la pulpa dental en
contacto directo con los materiales de remocién quimica de caries, mediante

la obtencidn de imagenes de fluorescencia.

e Valorar el numero de especies reactivas de oxigeno producidas tras la

aplicacion de los distintos materiales.

e 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 citometria de flujo.
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e Determinar el porcentaje de células de pulpa dental vivas, apoptdticas
tempranas y necrdticas apoptéticas tardias tras la aplicacidon de los materiales

de remocidn quimica de caries.

La hipotesis nula fue que estos materiales no mostrarian diferencias en su

citotoxicidad.
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3. MATERIAL Y METODOS

El estudio fue aprobado por el Comité Etico de la Universidad de Murcia (Anexo ), y
por el Comité de Bioseguridad en Experimentacion de la Universidad de Murcia
(Anexo Il). Todos los participantes fueron informados por escrito y firmaron el
consentimiento para participar en el proyecto de investigacion (ANEXO Il y Il).

Este estudio se realizé de acuerdo con la Normativa Internacional de Estandarizacién
(ISO 10993:2009) sobre la evaluacién de la biocompatibilidad de los productos
sanitarios usados en odontologia, basandonos en los apartados de preparacién de
muestras y materiales de referencia (ISO 10993-12:2009)'201 y de ensayos de
citotoxicidad in vitro (ISO 10993-5:2009)121],

Los materiales de remocidon quimica de caries analizados en este estudio fueron
BRIX3000®, Papacarie Duo®, Cariesolut y NATURAL-CARE, cuyas caracteristicas
muestra la Tabla 1.

Los procedimientos que se describiran a continuacion para evaluar la
biocompatibilidad de los materiales de remocidn quimica de caries fueron realizados

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

Tabla 1: Especificaciones de los materiales de remocién quimica de caries.

MATERIAL FABRICANTE COMPOSICION NUMERO
DE LOTE
BRIX3000® BRIX SRL. E.B.E. Papaina 30.000 U/mg 10 g, L49Vv10/21
(Santa Fe, Excipientes (propilenglicol,
Argentina) pectina citrica, trietanolamina,

monolaurato de sorbitdn,
fosfato disédico, fosfato
monopotasico, azul de toluidina,
agua destilada

Papacarie Duo® F&A Laboratorio Papaina 6000 Ul/mg, Cloramina 9637
Farmacéutico T, tincidn azul, Propilenoglicol, 9703
Ltda-Me Rua Polietilenoglicol
Machado

de Assis, 470 - Vila
Mariana Sdo Paulo

— Brasil
NATURAL-CARE Dengen Dental Papaina, cloraminas y azul de NDOO5
(India) toluidina
Cariesolut Easyinsmile Gluconato de clorhexidina Sin
(China) (0,2%-0,5%) (p/p), acido citrico, | especificar
hidroxipropilmetilcelulosa, agua
pura, etc.
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3.1. DESCRIPCION DE LA MUESTRA

Los criterios de inclusidon para la conformacién de la muestra fueron los siguientes:
dientes permanentes con ausencia de caries y patologia pulpar, siendo éstos terceros
molares con indicacién de extraccién por parte del Odontdlogo o bien premolares
con indicacion de extraccién ortoddncica.

No fueron incluidos en este estudio dientes temporales, tampoco dientes
permanentes extraidos que presentaran patologia de caries, patologia pulpar y/o
quistes asociados a las raices de los mismos.

La muestra se conformé aislando células madre de la pulpa de los dientes
permanentes recolectados con un tamano muestral de n=5.

A continuacién, 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 obtencién de células de pulpa dental de diente permanente se procedio a la
recoleccidn de dientes permanentes tras su extraccion.
Para asegurar el anonimato de los donantes no se llevo a cabo la identificacién de los
dientes recogidos.
Para el almacenamiento de los dientes recolectados se prepard un tubo de 50 ml, el
cual se conservd a una temperatura de entre 4°Cy 7°C con el siguiente contenido:
e Medio de cultivo DMEM de alto contenido en glucosa (Biowest, Nuaillé,
Francia).
e Solucion de antibidticos y antifungico (HyClone, Utah, EE.UU.):
o 10 unidades/ml de penicilina G.
o 10 unidades/ml de streptomicina.
o Antifdngico: 0.25 pg /ml de anfotericina B.
® Suero bovino fetal: 10% (Cytiva, Utah, EE.UU.).
Tras la extraccién de cada diente, éste se colocd en una gasa estéril para introducirlo
después en el tubo de 50 ml anteriormente mencionado. Los dientes se almacenaron

un maximo de 48 horas.
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3.2.1. EXTRACCION DE LA PULPA DENTAL

Para la extraccion celular, y para todos los procedimientos celulares realizados en
este estudio, se trabajé en una cabina Tesltar BIO Il A (Telstar, Terrasa, Espafia), de

seguridad nivel 2 (Figura 5).

Figura 5: cabina Tesltar BIO Il A.

Para la extraccion celular se utilizé el método quimico, y para ello se prepard un tubo
de 15 ml el cual contenia:
e 1 mlde medio DMEM de alto contenido en glucosa (Biowest).
e 1 ml de colagenasa tipo | 2X (200 U/mL) (Roche Diagnostics, Mannheim,
Alemania).
e 80 ul de dispasa 100mgr/ml (Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Massachusetts, EE.UU.)

Los dientes se depositaron en una placa Petri y se lavaron con tampdn 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 remocion de caries
estériles se extrajo la pulpa dental de cada diente y se hidraté con PBS (Gibco).

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

en el tubo que se prepard anteriormente, el cual contenia la colagenasa.
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3.2.2. DISGREGACION ENZIMATICA

Se prepard un tubo para llevar a cabo la disgregacidon enzimdtica mediante la accidn
de la solucidén de proteasas. El tubo contenia:

e 1ml de medio DMEM (Biowest).

e 1 mlde colagenasa 200 U/ml (Roche Diagnostics).

e 80 ul de dispasa 100mgr/ml (Thermo Fisher Scientific).

El tejido se incubd en un bafio de agua (Ovan, Barcelona, Espafia) a 37 °C (Figura 6) y
se agitd cada 1-2 minutos, para optimizar la disgregacién del tejido pulpar.

Para favorecer la disgregacién enzimatica de grandes fragmentos de tejido pulpar, en
la cabina Telstar BIO Il 500 pl de la suspensién fueron sustituidos por 500 pl de la
preparacién enzimatica. Se volvio a introducir de nuevo el tubo en el baio de agua a

37 °C para continuar con la disgregacion enzimatica.

Figura 6: Tanque de agua a 37 °C.

Segun se iba produciendo la disgregacidn enzimatica, se iba extrayendo suspension
celular para inactivar la colagenasa mediante la adicion de medio de cultivo y
centrifugacién. A los 500 ul extraidos del tubo de disgregacidn se le afiadieron 500 pl
de medio de cultivo en un nuevo tubo. La composicién del medio de cultivo fue la

siguiente:

e DMEM de alto contenido en glucosa (Biowest).

e Suero bovino fetal al 10% (Cytiva)
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e Antibidticos y antifungico al 1% (10,000 unidades/ml de penicilina G; 10,000
unidades/ml de streptomicina; 25 pug/ml de anfotericina B) (HyClone).
e Glutamina al 1% (glutamina 200mM en 0,85% de solucidn de cloruro de

sodio) (Lonza, Verviers, Bélgica).

La suspension celular con la colagenasa inactivada se introdujo en un microtubo tipo
Eppendorf estéril y se centrifugd a 300 g durante 5 minutos en la centrifuga (Heraeus,
ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos) (figura 7). Una
vez completado el proceso de centrifugacidn, en la cabina Telstar BIO Il se descarté
el sobrenadante y se afadieron 9 ml de medio de cultivo celular DMEM
anteriormente descrito. Este procedimiento se repitid hasta conseguir disgregar todo

el tejido pulpar.

Figura 7: Centrifuga.

3.2.3. SIEMBRA DE CELULAS PARA LA OBTENCION DE COLONIAS

Para la obtencion de colonias, las células se sembraron en frascos de 25 cm?. Para
ello, tras centrifugar se resuspendid el pellet obtenido en medio de cultivo DMEM. Al
frasco de cultivo se incorporaron 4,5 ml de medio de cultivo y 500 pl de la suspension

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 CO; a 37 °C durante 5-6 dias.
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A las células se les realizd un cambio de medio de cultivo cada 2-3 dias, hasta que

alcanzan una confluencia cercana al 80%.

Figura 8. Estufa de cultivo.

3.3. TRIPSINIZACION

Con el objetivo de aislar las células del frasco de cultivo, se realizd el proceso de
tripsinizacién. Para ello se retiré el medio de cultivo que contenian los frascos con
ayuda del pipeteador automatico. Se lavod cada frasco de manera independiente con
10 ml de PBS (Gibco) y se afadid la solucidn de tripsina (tripsin-EDTA 0.25%) (Sigma
Aldrich, St Louis, EE.UU.). La cantidad de tripsina depende del tamafio del frasco,
siendo lo indicado 2 ml de tripsina para un frasco de 25 cm?, 3 ml de tripsina para un

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

Los frascos se incubaron en la estufa a 37 °C durante 5 minutos. Transcurrido el
tiempo, los frascos se agitaron suavemente y se comprobd en el microscopio de
contraste de fases invertido (Motic AE30 Series, Vancouver, Canadd) que las células

se encontraban despegadas del fondo del frasco.

La tripsina se inactivé adicionando el doble de medio de cultivo DMEM completo que
de tripsina, el cual contenia:
e DMEM de alto contenido en glucosa (Biowest).

e Suero bovino fetal al 10% (Cytiva)
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e Antibidticos (10,000 unidades/ml de penicilina G; 10,000 unidades/ml de
streptomicina) (Lonza, Verviers, Bélgica).
e Glutaminaal 1% (glutamina 200mM en 0,85% de solucidn de cloruro de sodio)
(Lonza, Verviers, Bélgica).
Finalmente se recogié el contenido del frasco y se centrifugd durante 5 minutos a 300
g, una vez centrifugado se descartd el sobrenadante y se resuspendio el pellet en
medio DMEM completo. Las células se sembraron en frascos de 25cm? con 5mL de

medio DMEM completo.

3.4. RECUENTO CELULAR

El recuento y estimacidn de la viabilidad celular se realizaron mediante la tincién con

azul tripan.

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 tefiidas de azul.

El recuento se realizé en un contador automatico de células (TC20 Automated Cell

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

Current count

=
Total count: 5465 x 10" celis/mi

unt: 5.06 x 10" celis/mi
Live 3%

March 2023-1:15 PM

Select:  ( H.smgmm('
v Alor

ions |

Figura 9: Contador automatico celular.

Para realizar dicho proceso se utilizd una dilucidn 1:1 de suspension celular y azul

tripan, se cargd la cdmara de conteo con la mezcla y se introdujo en el contador
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automatico. EL rango de tamafo celular utilizado fue de 4 a 34 um. 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 remocién quimica de
caries se llevaron a cabo los siguientes experimentos: medicidn de la concentracion
de inhibicién media (IC50), medicién de la actividad metabdlica celular, ensayo de
migracion celular, ensayo de inmunofluorescencia, medicién de la acumulacién de
ROS intracelular, analisis de la apoptosis y necrosis celular mediante el marcaje con

Annexin-V-FITCy 7-AAD, y andlisis del ciclo celular.

3.5.1. MEDICION DE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA

Se realiz6 una medicién de la concentracién de inhibicién media o IC50 para cada
material, con el objetivo de determinar a qué concentracion se producia la inhibicién
del crecimiento y metabolismo celular al 50%. Para ello, se aplicé 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*?3,

La accidn 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 formazan, el cual es de color morado!2¢l,

La absorbancia del formazan solubilizado en dimetilsulféxido (DMSO) se cuantifica
midiendo a una cierta longitud de onda con ayuda de un espectrofotémetro. El grado
de absorciéon de luz depende de la concentracién de formazan acumulado tanto
dentro de la célula como en la superficie celular, dependiendo por tanto de Ia
actividad metabdlica de las células vivas. De esta manera, la produccién de formazan
de MTT es directamente proporcional a la cantidad de células metabdlicamente

viables!127],

Para preparar el stock de MTT se realizé una dilucién de MTT (Sigma Aldrich) a una

concentracion de 5 mg/ml. Para ello, se disolvid MTT en polvo en medio de cultivo
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DMEM sin suero ni rojo fenol, para evitar que éste interfiera en la lectura de
absorbancia. Se filtré disolucion de MTT 5mg/ml, se cubrié con papel de aluminio

para evitar la exposicidn a la luz y se almacend a una temperatura de 4 °C.

Para este experimento se sembraron placas de 96 pocillos con 2.000-4.000 células y
180 pl de medio DMEM por pocillo, para permitir la adhesion celular se introdujeron

las placas en la estufa a 37 °Cy 8.5% CO; durante 24h.

Para la aplicacion del tratamiento a las células madre sembradas anteriormente se
siguié un procedimiento idéntico para los materiales de remocién quimica 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 contenian las
células sembradas, se observaron al microscopio de contraste de fases invertido
(Motic AE30 Series, Vancouver, Canadd) para verificar su estado, y se introdujeron en
la cabina Telstar Bio Il. Una vez en la cabina, se retiraron 180 pl de medio con la pipeta
multicanal y se anadieron 120 pl de la dilucién que contenia 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 disolucion de MTT se atemperd a 37 °Cy se aplicé a las placas
de 96 pocillos a las que se les administrd previamente el tratamiento con los cuatro
materiales de remocién quimica de caries ademads de los controles necesarios. El

protocolo de adicidn del MTT fue el siguiente:

Se retiréd medio de cultivo del cultivo celular.
Se lavaron los pocillos con PBS (Gibco) atemperado.

Se anadieron 200 uL de medio de cultivo sin suero ni rojo fenol.

P w N e

Se afiadieron 50 pL de la solucién de Stock de MTT (5mg/ml) para conseguir

una concentracion 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. Seincubd en la estufaa37 °Cde 2 a4 horas.

7. Una vez finalizado el tiempo de incubacién en la estufa, se retird el
sobrenadante. Debido a la toxicidad del MTT este se desechd al contenedor
especial para citotoéxicos.

8. Se afiadieron 100 pL de DMSO (Avantor Performance Materials, Gliwice,
Polonia) por pocillo y se agité en un agitador orbital durante un minuto.

9. Se realizd la lectura de absorbancia en el espectrofotémetro INFINITE 200
PRO (Tecan, Grodig, Austria), a 570 nm y 690 nm.

10. Se calculd la media y la desviacidn estandar de todas las repeticiones.

3.5.2. MEDICION DE LA ACTIVIDAD METABOLICA CELULAR

El ensayo de actividad metabdlica celular, conocido cominmente como MTT es
un ensayo colorimétrico para medir la actividad metabdlica celular. Este método se
utilizo para determinar el efecto citotdxico de los materiales objeto de estudio sobre
cultivos de células en diferentes tiempos de exposicion, siendo la cantidad de células
vivas proporcional a la cantidad de formazan producido que resulta en su actividad

metabdlicall?8!,

Se realizd el experimento de medicién de la actividad metabdlica 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 realizé 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 remocién quimica de caries para realizar los
experimentos de MTT y migracién 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%.
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El protocolo de adicién del MTT fue el mismo que se describe anteriormente para la
realizacion 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 MIGRACION CELULAR

El experimento de migracidn celular se basa en la observacién 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 moveran y proliferaran hacia
la abertura hasta establecer nuevos contactos célula-célula, cerrando asi la herida. El
experimento permite analizar tanto la velocidad de migracién de la monocapa como

el movimiento de células individualmentel129.130],

El ensayo se realizé 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 °Cy 8.5 CO; durante 24 horas para permitir el crecimiento y la adhesién

celular.

El protocolo que se llevé a cabo para el experimento de migracion celular fue el
siguiente:

1. Se cultivaron las células en placas de 12 pocillos hasta alcanzar una
confluencia del 100%.

2. Se le realizd a cada pocillo una brecha o herida con la ayuda de una punta de
micropipeta en forma de cruz.

3. Seretird la totalidad del medio de cultivo de los pocillos.

4. Se realizé un lavado con PBS estéril (Gibco), incorporando 2 ml a cada pocillo
y agitando suavemente.

5. Se aplicé el tratamiento por triplicado para cada concentracién y se preparé
el control con solo medio de cultivo.

6. Tras aplicar el tratamiento, se utilizé6 un microscopio de contraste de fases
invertido (Nikon Eclipse Ti-S, Japon), para la obtencion de las imagenes
iniciales con la capturadora de imdagenes (Nikon Digital Sight, Japdn),
registrando una imagen de la brecha de cada pocillo.
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Se registraron cuatro tiempos por experimento, de manera que las imagenes se
capturaron alas 0, 24, 48 y 72 horas, seleccionando siempre la misma localizacién en
el pocillo con el objetivo de poder comparar los cambios producidos en la brecha
como consecuencia de la migracidon celular. Las imagenes fueron analizadas con

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

3.5.4. EXPERIMENTO DE INMUNOFLUORESCENCIA

Para estudiar la morfologia celular, se utilizé el experimento de inmunofluorescencia.
La inmunofluorescencia es una técnica que se utiliza para la deteccién y localizaciéon
de antigenos celulares, mediante la tincidn con fluorocromos. El microscopio de
fluorescencia excita el fluorocromo con luz a una longitud de onda determinada y

recogen la sefial emitida generando una imagen(t31,

Para el estudio del nucleo celular se utilizé la tincidon 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 excitaciéon/emisién maxima de 358/461 nm, obteniendo

imagenes donde el ADN y por tanto el nicleo celular se visualizan de color azul [132,

Para el estudio del citoesqueleto se llevd a cabo la tincidon con Faloidina (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.), ya que es capaz de unirse a los
filamentos actinicos del citoesqueleto, permitiendo asi observar los polimeros de
actina del citoesqueleto en color rojo al producir una longitud de onda de

excitacion/emision maxima 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 pl por pocillo.
Se introdujeron en la estufa a 37 °C y 8.5 CO; durante 24 horas para permitir la
adhesién de las células, transcurrido este tiempo se aplicé el tratamiento con los

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

Pasadas 72 horas de la aplicacion del tratamiento, se retird el medio de cultivo y se

lavaron los pocillos con PBS (Gibco) tres veces. Las células se fijaron con
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paraformaldehido al 4% en PBS durante 15 minutos, tras lo cual se lavd tres veces
con PBS. Para permeabilizar la membrana de las células se utilizé una dilucién al
0.25% de Tritdn X100 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, EE.UU.) en
PBS durante 5-15 minutos (0,125ml en 50ml de PBS). Para eliminar el Tritén se lavo
con PBS tres veces. Las células se marcaron con Faloidina (ThermoFisher Scientific)
(solucién de 20ul de stock en 5,98ml de PBS) afiadiendo 300 ul durante un periodo
de tiempo de 30 minutos a temperatura ambiente, y se elimind después mediante
lavados con PBS. Posteriormente se marcaron las células con 4,6- diclorhidrato de
diamidino-2-fenilindol (DAPI) (ThermoFisher Scientific) afadiendo 500 pl de DAPI
(dilucién 1/500 en PBS, 20ul 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 dilucién de

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

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

(Leica, Wetzlar, Alemania).

3.5.5. ANALISIS DEL CICLO CELULAR

Para analizar las posibles alteraciones en las diferentes fases del ciclo celular de las
DPSCs tras aplicar los diferentes materiales se llevd a cabo la medicion del ciclo
celular mediante el ensayo de citometria de flujo. Este ensayo se basa en el analisis
del contenido del ADN mediante la tincion de las células con yoduro de propidio (IP)
(ThermoFisher Scientific), el cual es un fluorocromo que se unen a los dcidos nucleicos
por lo que la emisién de fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad de

ADN nuclear!34],

Por lo tanto, la medicidn de su intensidad de fluorescencia permite la identificacién
de las distintas fases del ciclo celular, GO/G1, S y G2/M, que difieren entre si por su

contenido de ADNI*35],

A la hora de interpretar los resultados han de tenerse en cuenta los cambios que se
producen en cada fase, siendo la GO una fase de reposo celular, mientras que en la
fase G1 las células se preparan para sintetizar ADN, y la fase S es el periodo de sintesis
de ADN, preparandose la célula para la divisién celular en la fase G2, y siendo
finalmente en la fase M donde se produce la divisién celular(3®l, Por tanto, las células
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de las fases G1 y GO tienen la mitad del contenido de ADN en comparacién con las

células de las fases G2 y M[135136],

Para este experimento se sembraron células en frascos de 25cm?. Se aplicé el

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

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

experimento fue el siguiente:

1.
2.

o v &~ W

Se prepard una suspension celular en 200 pl de PBS (Gibco).

Se fijaron las células con etanol afiadiendo 2 ml de una mezcla etanol-PBS
(70%-30%).

Se incubaron a 4 °C durante 30 minutos.

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

Se resuspendid la suspension celular en 800 ul de PBS.

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.

Se afiadieron 100 pl de RNasa (1mg/ml) y 100 ul de IP (400 ul/ml).

La suspension celular se incubd a 37 °C durante 30 minutos

Se realizo el andlisis del ciclo celular en el citdmetro 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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©BD LSRFortessa” X-20
Special Order Research Product

Figura 10: Citdmetro de flujo BD LSRFortessa™ X-20.
3.5.6. MEDICION DE ESPECIES REACTIVAS DEL OXiGENO
INTRACELULAR

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son moléculas quimicamente activas
derivadas del oxigeno (incluyen superdéxido, perdxido de hidrégeno, radical hidroxilo,

asi como ion hidroxilo), las cuales son capaces de oxidar otras moléculas!*37:138],

En condiciones fisioldgicas, la produccién de pequefias cantidades de ROS forma
parte del metabolismo celular que actua como regulador de procesos activados por
hormonas, factores de crecimiento, citoquinas y otros estimulos. Sin embargo,
cuando las células se exponen a estimulos patoldgicos se genera continuamente un
exceso de ROS como subproducto natural de las reacciones metabdlicas aerébicas en
las mitocondrias. Como consecuencia, la produccidn incontrolada de ROS altera o

destruye componentes celulares y modifica la expresién de genes138-141],

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

produccién de especies reactivas del oxigeno 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 CO; durante 24 horas para permitir

el crecimiento y la adhesidn 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 citometria de flujo utilizando el indicador de estrés oxidativo
general 5-(y-6)-clorometil-2’,7’ diclorodihidrofluoresceina diacetato (CM -H2DCFDA)
(Molecular Probes, Eugene, OR, EE. UU.).

Las células se separaron con el reactivo de disociacion TrypLE Express (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos), se lavaron dos veces con PBS
(Gibco) y se tifieron con 5 umol/L de CM-H2DCFDA en condiciones de oscuridad
durante 30 minutos a 37 °C. A continuacion, se cuantificé la fluorescencia intracelular
utilizando un citometro de flujo LSR Fortessa X-20 (Becton Dickinson, Franklin Lakes,
NJ, EE. UU.) a una excitacion de 492 nm y una emisién de 517 nm. Finalmente, las
células positivas para CM-H2DCFDA se analizaron con el software FlowJo (FlowlJo LLC,
Ashland, OR, EE. UU.). Todas las condiciones experimentales se analizaron de manera

independientemente por triplicado.
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3.5.7. MEDICION DE APOPTOSIS/NECROSIS

Para determinar el porcentaje de células de pulpa dental vivas, apoptdticas
tempranas y necrdticas apoptdticas tardias tras la aplicacion de los materiales de

remocion quimica de caries se realizo el ensayo de apoptosis/necrosis.

Este ensayo mide en tiempo real la exposicién de Fosfatidilserina (PS) en la superficie
de las membranas celulares durante el proceso apoptdtico. La fosfatidilserina es un
fosfolipido que constituye el componente principal de la membrana plasmatica que,
en las células sanas, se encuentra en la hemicapa interna de la misma. Durante la
apoptosis, la PS se desplaza a la lamina externa de la membrana plasmatica, donde
suele medirse mediante conjugados de anexina V marcados con fluorescencia,

permitiendo esto identificar a las células en sus diferentes estadios(142144],

La anexina es un biomarcador efectivo en células apoptéticas ya quese une
preferentemente a fosfolipidos cargados negativamente como la PS, lo que
permite medir la exposicién a fosfatidilserina en la membrana de dichas células

apoptoticas!#°l,

Los numeros dentro de los graficos de densidad representan porcentajes de células
vivas (Q4), apoptéticas tempranas (Q3) y necréticas apoptéticas tardias (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,
Unicamente en medio de cultivo completo (control) y, por otro lado, en medio
completo que contenia los diferentes tratamientos de remocién quimica de caries a
concentraciones del 2%, 0,1 % vy 0,01 % durante 72 horas a 37 °C. Posteriormente, las
células se lavaron y tifieron con anexina-V marcada con FITC y 7-AAD (Immunostep,
Salamanca, Espafia) durante 15 minutos a temperatura ambiente siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

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

(BD Biosciences, San José, CA, EE. UU.), y los porcentajes de células vivas y
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apoptdticas/necrdticas o células marcadas se analizaron con el software FlowlJo
(FlowlJo LLC, Ashland, O, EE. UU.). Todas las condiciones experimentales se replicaron

independientemente por triplicado y se analizaron en tres experimentos separados.

3.6. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los datos presentados son de experimentos realizados al menos 3 veces. Para
la cuantificacion, los datos se calcularon como medias y desviaciones estandar (DE).
La normalidad en la distribucién de los datos se confirmé previamente mediante un
grafico Q-Q. La significacion estadistica se probd usando ANOVA de una via y la
prueba post hoc de Tukey usando Graph-Pad Prism v8.1.0 (GraphPad Software). Cada
diluciéon se considerd un tratamiento independiente, en las representaciones graficas
* 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

Papacarie Duo
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Figura 12. Concentracion de inhibicién media de Papacarie Duo®.

Con una concentracién del 0,0524% de Papacdarie Duo® se observa un 50% de
actividad metabdlica. A medida que aumenté la concentracion del material, la
viabilidad celular no disminuyd de manera proporcional, sino que se mantuvo en

valores estables (Figura 12).
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Figura 13. Concentracion de inhibicion media de BRIX3000°.

El material de remocién de caries BRIX3000® redujo al 50% la actividad metabdlica

celular a una concentracién del 0,596%. Esta actividad metabdlica disminuyd de

manera proporcional al aumento de la concentracion del material (Figura 13).
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NATURAL CARE

100 =
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Concentracion del tratamiento

Figura 14. Concentracion de inhibicidn media de NATURAL-CARE.

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

1,034% disminuyd al 50% la actividad metabdlica celular, disminuyendo ésta de

manera progresiva segln aumentd la concentracién del material sin descender

drasticamente, permitiendo a una concentracion del 5% una actividad metabdlica

cercana al 30%.
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CARIESOLUT

Respuesta

Concentracion del tratamiento

Figura 15. Concentracion de inhibicién media de Cariesolut.

En la Figura 15 se evidencia como la disminucion de la actividad metabdlica celular al
50% con el material de remocidn de caries Cariesolut se produjo a una concentracion
del 0,020%. Esta actividad metabdlica disminuyd de manera proporcional al aumento

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

La actividad metabdlica de las células de pulpa dental de dientes permanentes se
analizé a las 24, 48 y 72 horas de cultivo tras aplicar cada tratamiento al 2%, 0,1% y
0,01%.

2%
1.4=

= mm Control

c -

E B Papacarie Duo

3 El BRIX3000

g Bl Cariesolut
NATURAL-CARE

TIEMPO (H)

Figura 16. Proliferacién celular con los diferentes materiales aplicados al 2%.

Los cuatro tratamientos a una concentracién del 2% presentaron diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control (***p<0,001). En las células
expuestas a Cariesolut no se observé actividad metabdlica a las 24, 48 y 72 horas
(Figura 16). En el caso de BRIX3000® y NATURAL-CARE se observé una acentuada
disminucion de la proliferacién celular, progresiva en cada periodo de tiempo
analizado. Papacarie Duo® presentd una disminucién de la proliferacion celular en
comparacion con el control, la cual se mantuvo practicamente estatica para los tres

periodos de tiempo.
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Figura 17. Proliferacién celular con los diferentes materiales aplicados al 0,1%.

En la Figura 17 se muestra como una concentracion del 0,1% el material de remocién
quimica de caries BRIX3000® permitié una proliferacion celular equiparable a la
observada en el grupo control a las 24, 48 y 72 horas, no presentando diferencias
estadisticamente significativas. El resto de los productos si presenté diferencias

estadisticamente significativas con respecto al control (***p<0,001).

Cariesolut a una concentracion del 0,1% evidencié muerte celular o bajada de la
actividad metabdlica casi total manteniéndose los mismos niveles de absorbancia

desde las 24 hasta las 72 horas (***p<0,001).

Papacarie Duo® al 0,1% entre las 24 y 48 horas el cultivo celular no presenté cambios
en el crecimiento celular, sin embargo, a las 72 horas si se observd 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 proliferacion celular
progresiva a las 24, 48 y 72 horas, pero siempre menor que la observada en las células
del control, con diferencias estadisticamente significativas a las 48 y 72 horas

(***p<0,001).
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Figura 18. Proliferacién celular con los diferentes materiales aplicados al 0,01%.

A una concentracién del 0,01% de Cariesolut se observaron células vivas a las 24 y 48
horas, con cierta actividad metabdlica la cual fue menor que la descrita en las células
control (sin tratamiento), observandose una reduccion 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 metabdlica(***p<0,001).

A las 24 horas, Papacarie Duo® al 0,01% permitié una proliferacién celular muy similar
a la observada en el grupo control, no mostrando diferencias estadisticamente
significativas (Figura 18). A las 48 horas permitio la proliferacion celular (**p<0,001),
produciendo una mejora en la viabilidad celular a las 72 horas del cultivo
(***p<0,001), la cual permanecid en ambos casos inferior a la viabilidad celular

observada en el control.

NATURAL-CARE al 0,01 % evidencido una actividad metabdlica muy préxima a la
observada en el grupo control, y no presentd diferencias estadisticamente
significativas ni a las 24 ni a las 48 horas de cultivo. A las 72 horas de cultivo permitié
una buena proliferacion celular compatible con una viabilidad celular aceptable y

semejante a la que se observo en el control (***p<0,001).
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Finalmente, el material de remocion quimica de caries BRIX3000® al 0,01% no mostré
diferencias estadisticamente significativas de las 24 a las 72 horas de cultivo,
permitiendo una proliferacién celular equiparable a la del grupo control en los tres

tiempos evaluados.

4.3, ENSAYO DE MIGRACION CELULAR
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Figura 19. Resultados del ensayo de cicatrizacidn de heridas. El porcentaje de drea de
herida abierta se muestra graficamente 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 relacién con el
porcentaje de area de herida abiertaen 0 h. ** p< 0,01, *** p <0,001. También se

muestran imagenes del area abierta de la herida (barra de escala de 100 um).

La velocidad de migracidn en el cultivo de Papacarie Duo® al 2% fue mas lenta que en
el grupo control (Figura 19), encontrandose a las 72 horas una herida que no se ha
cerrado del todo, mas abierta que la del control, presentando diferencias

estadisticamente significativas Unicamente en este periodo de tiempo (**p<0,01).

Se observd una mejora en la velocidad de migracion y por tanto en el cierre de la
herida en el cultivo de Papacdrie Duo® al 0,1%, sin que ésta llegara a cerrarse
completamente como en el control pasadas las 72 horas. La herida tuvo un drea

abierta menor que la observada para este mismo tratamiento al 2%, con una
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diferencia estadisticamente significativa respecto al control Unicamente a las 24

horas (**p<0,01).

En el cultivo de Papacarie Duo® al 0,01% mostré pasadas las 72 horas un cierre total
de la herida y por lo tanto una velocidad de migracién equiparable a la del control,

sin diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los periodos de tiempo.

En el ensayo realizado con el material BRIX3000® al 2% no se produjo migracién
celular en ningun periodo de tiempo, con diferencias estadisticamente 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 observé una velocidad de migracién similar a la del
grupo control a las 48 y 72 horas, sin obtener diferencias estadisticamente

significativas para estos tratamientos en ningun periodo de tiempo.

No se obtuvo cierre alguno de la herida en el cultivo de Cariesolut al 2% en ningun
periodo de tiempo (***p<0,01), existiendo un area 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 migracidn 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

estadisticamente significativas.

Finalmente, en los cultivos de NATURAL-CARE tanto al 2% como al 0,1% y 0,01% se
obtuvieron una velocidad de migracién equiparable a la del control a las 48 y 72
horas, con un cierre de la herida favorable existiendo un area de herida abierta menor
al 10% para las diluciones de 0,1% y 0,01% en ambos periodos de tiempo, sin

diferencias estadisticamente significativas.
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4.4. RESULTADOS DEL EXPERIMENTO DE FLUORESCENCIA

o - o

o l -
PAPACARIE
DUO
NATURAL
CARE
o -

2% 0,1% 0,01%

Figura 20. Morfologia del citoesqueleto y nucleo 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 imdgenes de las muestras analizadas donde aparecen

los nucleos celulares tefiidos en color azul, y los citoesqueletos en color rojo.

En las imagenes de los materiales de remociéon quimica de caries BRIX3000® vy
Cariesolut al 2% se observo algun resto celular unicamente, tal y como indica la flecha
de la Figura 20. A una concentracion del 0,1% BRIX3000® permitid un crecimiento

celular favorable y semejante al del control, evidencidndose ademas una morfologia

8
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celular adecuada. Esto se percibié 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 pequeiias, pareciendo estar levantadas de la placa por los
extremos, presentando a esta concentracion restos celulares mayoritariamente. Las
células cultivadas en presencia de Cariesolut al 0,01% mostraron un crecimiento
celular favorable y una morfologia 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 concentracion.

A una concentracién del 2%, son las células a las que se les aplic6 NATURAL-CARE las
gue presentaron mayor densidad celular en comparacién con el resto de los
materiales. Ademas, se produjo una expansion celular, que indicé un crecimiento
celular ligeramente menor al del control, acompanado de una morfologia celular
adecuada. Esto se observa también al 0.1% y 0,01%, con unos resultados

equiparables a los del control.

En el cultivo de Papacarie Duo® al 2% se hallaron células muy fusiformes en
comparacion con las del control, presentando ademas 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 comparacidén con
el control donde vemos células de mayor tamafio, existiendo por tanto también a
esta concentracién una baja confluencia. A una concentracién del 0,01% pudimos
observar para este tratamiento una mejora en la proliferacién celular, con una
morfologia celular adecuada, y densidad celular muy similar a la que se observé en el

control.

4.5. RESULTADOS DEL ANALISIS DEL CICLO CELULAR

Mediante el ensayo de citometria 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 remocion quimica de caries al 2%, 0,1% y 0,01% (Figura 21).
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Figura 21. Resultados del analisis del ciclo celular.

Papacarie Duo® a una concentracion del 2% dio lugar a un porcentaje de células en
las fases GO/G1 y G2/M similar al observado en el control, con un porcentaje de
debris o fragmentos de ADN por la existencia de células dafiadas del 61,10%. Mostro
ademas una detencidn 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. Papacarie Duo® al 0,1% permitié la division celular y la sintesis de ADN,
mostrando un 31,48% de debris. Con este mismo material a una concentracion del

0,01%, las DPSCs presentaron una distribucidn 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, asi como un porcentaje de debris o nucleos

fragmentados inferior al 7% en ambos casos.

A una concentracién del 2% del material NATURAL-CARE se observa un menor
numero de células en comparacién con el control. La mayoria de estas células se
encontraron en la fase GO/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 sintesis de ADN pero de manera mas ralentizada al permanecer las
células en esta fase un mayor tiempo. Asi mismo, muestran un porcentaje de células
en fase G2/M equiparable al del control (10,64% y 10,55% respectivamente),
presentando un porcentaje de nucleos fragmentados del 61,45%. Este porcentaje de
nucleos fragmentados o debris disminuyé progresivamente seglin aumentaba la
dilucién del material, dando lugar en una concentracion del 0,01% a un porcentaje

de debris muy similar al del grupo control (6,17% y 6,24% respectivamente).

Por ultimo, con Cariesolut al 2% no se observan células, observando a una
concentracion del 0,1% que la totalidad de las células estaban en la fase GO/G1.
Cariesolut al 0,01% parecié 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® presenté 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 apoptdticas tempranas y un 27,9% de células apoptdticas

tardias.

El resto de los materiales si mostraron incluso a bajas concentraciones células
apoptéticas en mayor o menor porcentaje. Las muestras de Pacarie Duo al 0,01% y

0,1% presentaron un 92,8% y un 91,2% de células vivas respectivamente, existiendo
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un porcentaje de células apoptdticas tempranas (2,76% y 2,62% respectivamente),
apoptodticas tardias y necréticas muy similar en ambas concentraciones (4,46% vy

6,18% respectivamente).
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Figura 22. Analisis de citometria de flujo de la apoptosis celular y necrosis inducida por
los cuatro materiales de remocién quimica de caries en SHED por tincidon con Anexina-

V-FITCy 7-AAD.
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El porcentaje de células vivas en la dilucidon de Cariesolut al 0,01%, fue de un 93,6%.
Este porcentaje descendid drasticamente al aumentar la concentracion del material.
Cariesolut revel6 tanto al 2% como al 0,1% un porcentaje aproximadamente similar
tanto de células vivas como de células apoptdticas tardias y necroéticas, presentando
al 2% un 47% de células vivas y un 49,5% de células apoptéticas tardias y necrdticas,
y a una concentracion del 0,1% un 56,2% de células vivas y un 39,83% de células

apoptaéticas tardias y necréticas.

El material de remocién quimica de caries NATURAL CARE mostré al 0,01% un
porcentaje de células vivas del 89,8%, el cual descendié levemente segin aumenté la
concentracion del material, sin que existiera una reduccién 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 LIBERACION DE ROS

Los niveles intracelulares de ROS se midieron en cultivos de las DPSCs en presencia
de BRIX3000®, Papacarie 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 estadisticamente
significativas. BRIX3000® solo incrementd los niveles de ROS en la concentracién mas

alta (*** p <0,001).

Los niveles de ROS en las DPSCs expuestas a Cariesolut a una concentracion del 2% vy
del 0,1 % fueron muy altos en comparacion con las células del control (*** p <0,001).
La liberacidn de ROS intracelular con Cariesolut mejord considerablemente en su
concentracion mas diluida, al 0,01%, doblando aun asi los niveles de ROS en

comparacion con el grupo control (** p <0,01).

NATURAL-CARE fue el material que menores niveles de ROS intracelular produjo a
una concentracion 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 mas elevados que los

observados en las células del control (** p <0,01,* p <0,05).
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Finalmente, las DPSCs tratadas con Papacdrie Duo® al 2% mostraron un aumento
significativo en la produccién de ROS en comparacion con las células de control (***
p <0,001). La liberacién de ROS intracelular mejoré considerablemente con Papacarie
Duo® al 0,1% y 0,01%, sin alcanzar en ningun caso los niveles de ROS observados en

las células del control (** p <0,01,* p <0,05).
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5. DISCUSION

5.1. REMOCION QUIMICA DE CARIES EN PACIENTES
ESPECIALES

En la practica odontoldgica 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 mecdnicas y el ruido asociados a estos
métodos, ya que todos estos factores estan altamente relacionados con la
experiencia de dolor o con la posibilidad de su ocurrencia, asi como con la
incomodidad y molestias que el paciente pueda percibir durante el

tratamientol146:147],

En este contexto la remocion quimica de caries juega un papel fundamental dentro
de la OMI, ya que supone una alternativa para la remocién de la caries mas
respetuosa tanto con la conservacién del tejido dentario como con el manejo del

estrés del paciente.

La aceptacion del tratamiento por parte del paciente resulta mas favorable al utilizar
materiales de remocidn quimica de caries que consiguen una dentina cariada mas
blanda, ya que permiten la remocion de la misma mediante la utilizacién de
instrumentos manuales sin aplicar una gran presién, lo que se traduce en una menor
percepcion de molestia o dolor por parte del paciente. De esta manera, numerosos
estudios evidencian como con la utilizacién de estos materiales se logra reducir o
incluso eliminar la ansiedad que cominmente acompafa al tratamiento dental,

aunque su aplicacion 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 remocién quimica
de caries sobre las células de la pulpa dental para asi seleccionar en la practica clinica

diaria de entre todos ellos el que mayor beneficio/riesgo aporte.
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5.2. DISCUSION DEL METODO IN VITRO

La caracteristica 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 dafio a ese huésped*>1,

La biocompatibilidad se define como la capacidad de un biomaterial para realizar una
determinada funcién de acuerdo con un tratamiento médico, sin producir ningin
efecto adverso, ocasionando a la vez la respuesta biolégica mas favorable en esa
situacidon en concreto. Ademas, 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 inhibicién del crecimiento celular. Por consiguiente, la
biocompatibilidad debe ser analizada previamente a la incorporacién 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
bioldgicas. Dichas respuestas estan condicionadas por diversos factores como son el

tipo de material y las funciones que ejerce, asi como el tipo del tejido del huésped

[152-154]

Los materiales con buena biocompatibilidad no deberian inducir efectos téxicos
notables y continuos en las células y tejidos circundantes. Dado que el tejido pulpar
y la dentina estan intimamente relacionados, los CMCR deben ser biocompatibles. La
mayoria de los materiales dentales son biocompatibles con el complejo dentina-
pulpa cuando se usan en cavidades de tamafio pequeno a mediano, pero cuando se
aplican en cavidades mas profundas, pueden lesionar el tejido pulpar o dificultar el

proceso de cicatrizacion[!>>7157],

Las pruebas in vitro resultan muy utiles para evaluar los efectos bioldgicos de los
materiales. Para ello, los materiales se exponen a cultivos celulares en un laboratorio,
pudiendo asi analizar: morfologia celular, alteracidon en la sintesis de proteinas,
respiracion mitocondrial y diversas actividades metabdlicas y enzimaticas. Las

pruebas in vitro presentan multiples ventajas, entre las que destacan su relativa
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rapidez de ejecucion, su bajo coste y su facil estandarizacion. Ademas, reducen las
tasas de fracaso en pruebas in vivo, las cuales pueden resultar de mayor coste, y no

es necesaria la utilizacién de animales [158159],

En las Ultimas décadas, los cultivos celulares in vitro han tenido un papel fundamental
en la investigacion, siendo la técnica de eleccidn para el estudio de la toxicidad de la
mayoria de los materiales de manera previa a la realizacidén de estudios in vivo. Si bien
es cierto que el uso de animales es aun indispensable para algunos tipos de
experimentacion en el area biomédica, hay multiples situaciones en las que la

tecnologia in vitro pueden sustituir de manera eficiente los estudios in vivo*®0,

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 validacién que han demostrado que
existe una alta correlacion (97 %) entre los ensayos de toxicidad in vitro e in vivo 1%~
1611 Esta correlacion entre estudios in vivo y ex vivo queda evidenciada en el trabajo
de Pedano y cols. [1%2], donde observaron la misma capacidad de remineralizacién de
dos materiales bioceramicos tanto para la muestra de dientes in vivo como para el

estudio de animales in vivo que realizaron.

En nuestro estudio se siguid estrictamente la normativa internacional anteriormente
explicada (ISO 10993:2009) sobre la evaluacién de la biocompatibilidad de los
productos sanitarios utilizados en odontologialt2%121l, 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 situacion clinica y confirmar su
utilizacién de manera segura en la practica diaria, método que es comiUnmente

utilizado en los estudios de citotoxicidad(63l.

5.3. MATERIALES DE REMOCION QUIMICA DE CARIES

La mayoria de los articulos disponibles en la literatura que estudian los materiales de
remocidn quimica 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 evalud la biocompatibilidad de diferentes materiales a través
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del analisis de la viabilidad y proliferaciéon celular, migracién celular, morfologia
celular, analisis del ciclo celular y por ultimo analisis de apoptosis y necrosis celular y

produccién de especies reactivas de oxigeno.

Adema3s, la literatura actual se ha centrado Unicamente en el estudio de tres
materiales: Carisolv, BRIX3000® y Papacdrie Duo®, siendo el material mas antiguo y

por tanto mas estudiado el primero de ellos[164,

En la literatura existe unanimidad respecto a la biocompatibilidad aceptable de
CarisolvI163.165-167] (Jnjcamente Sepet et all'®8] defienden que, aunque Carisolv no
afecta a la viabilidad celular, tuvo un efecto reductor del crecimiento celular. Esto
puede deberse a que este estudio esta realizado en células de carcinoma mamario
de raton, 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 remocidén quimica de caries entré en desuso por las
limitaciones que presentaba su compuesto reactivo, entre las que destacan su corta
vida util, su alta corrosividad y su alto costol'®?l, En base a esto, se han seleccionado

para este estudio cuatro materiales de remocidn de caries diferentes a Carisolv.

5.4. SOBRE EL USO DE CELULAS MADRE DE PULPA DENTAL

Este estudio fue realizado sobre las DPSCs, ya que son de facil acceso, presentan
escasa morbilidad, su extraccidén es altamente eficiente, tienen una gran capacidad
de diferenciacion, y su demostrada interaccidn con biomateriales las hace ideales
para la regeneracion tisular(*’%, Ademas, bajo condiciones de diferenciacién éptimas
tanto in vitro como in vivo, las DPSCs son capaces de diferenciarse en progenies de
multiples linajes, incluidos odontoblastos, osteoblastos, condrocitos, adipocitos,
miocitos, melanocitos, células neurogliales, epiteliocitos, hepatocitos, endoteliocitos

y células pancredticas!424],

La capacidad de diferenciacién de las DPSCs ha sido evidenciada en estudios
experimentales realizados en ratas, en los cuales se pudo demostrar su potencial
terapéutico para la reparacion de un infarto de miocardio inducido mediante la

ligadura de las arterias coronarias. Tras una semana, a las ratas se les inyecto estas
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células intramiocardicamente, manifestando a las cuatro semanas una mejoria en su

funcion cardiacalt71l,

En nuestro caso, al someter a estudio materiales que se van a aplicar en la practica
clinica sobre dentina cariada, debemos tener en cuenta que las preparaciones
cavitarias profundas o las lesiones por caries pueden producir la destruccién de los
odontoblastos. Es por ello que de nuevo las DPSCs son las mas indicadas para la
realizacion de este estudio, ya que la secrecidon de dentina de reparacion es un
proceso complejo que requiere la presencia de células progenitoras. Ademas, los
factores de crecimiento liberados bajo el estimulo de lesiones de caries (TGF-B1, FGF-
2 y el BMP-2 y BMP-4) desempefian un papel fundamental en la secrecion de dentina
de reparacion y parecen estar involucrados en la proliferacién y diferenciacién de las

DPSCs ante esta situacién!172,

En concordancia con nuestros criterios de inclusién, 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
indicacion de extraccidon por parte del odontélogo o bien premolares con indicacién

de extraccion ortoddncica, teniendo siempre un diagndstico pulpar de pulpa sanal’3!.

5.5. SOBRE LA CONCENTRACION DE INHIBICION MEDIA (IC50)

Para la evaluacién de la citotoxicidad se llevd a cabo el experimento de IC50, con el
objetivo de conocer la concentracién de cada material que inhibia al 50% la actividad
metabdlica de las DPSCs. En la misma linea, otros autores han utilizado el
experimento de IC50 para evaluar la citotoxicidad de materiales aplicados sobre
dentinal'’4. En nuestro estudio, en el anélisis de medicidn de la concentracién de
inhibicion media, NATURAL-CARE presentd un IC50 de 1,034%, siendo el material que
menos hubo que diluir para producir la inhibicidn del crecimiento celular al 50%.
BRIX3000® también obtuvo resultados favorables con un IC50 de 0,596%. Sin
embargo, a medida que aumentd la concentracién de BRIX3000°® la actividad
metabdlica disminuyé de manera gradual hasta alcanzar valor 0 al 5%, mientras que
con el aumento de la concentracion de NATURAL-CARE la actividad metabdlica
descendid hasta el 30% manteniéndose en esos valores, aunque la concentracion del
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material continuara aumentando. Papacarie Duo® y Cariesolut obtuvieron los
resultados mas desfavorables para IC50, considerando a Cariesolut el material con
mayor citotoxicidad de acuerdo al experimento de IC50, ya que reduce al 30% la
actividad metabdlica con tan solo un 0,2% de concentracién, y segun las
recomendaciones de seguridad de la ISO 10993-5: 1999 (E), para ser considerado

citotdxico, debe haber una reduccién de al menos un 30% de células viables!21],

La informacidn sobre la citotoxicidad pulpar por la aplicacién de materiales de
remocidon quimica de caries es escasa, especialmente cuando los materiales se
aplican en cavidades profundas que presentan riesgo de exposicion pulpar!*’>!. Es por
ello que este estudio realizd el resto de experimentos aplicando los materiales a
diferentes concentraciones directamente a las células pulpares, para simular que a
mayor profundidad de la lesidon de caries, mayor concentracién del producto va a
llegar a la pulpa dental™, La eleccién de las concentraciones para llevar a cabo los
siguientes experimentos se realizé en concordancia con los resultados de IC50,
observando en qué concentraciones se producian mayores diferencias entre los

diferentes materiales.

5.6. ANALISIS DE LA VIABILIDAD CELULAR

El ensayo MTT se basa en la idea de que la mayoria de las células vivas tienen una
actividad mitocondrial estable, por lo que el aumento o disminucién del porcentaje
de células vivas es proporcional a la accién mitocondrial. La conversion de la sal de
tetrazolio MTT en cristales de formazan, que pueden solubilizarse para un calculo
homogéneo, representa la funcién mitocondrial de las células®?®. Las células
expuestas a farmacos durante un maximo de 72 horas se evallan para determinar la
potencia y eficacia maximas del farmaco”’]. Por lo tanto, el presente estudio evalud

el ensayo MTT a intervalos de 24, 48 y 72 horas.

Nuestro analisis de MTT revelé6 como a altas concentraciones (2%) los cuatro
materiales presentaban una alta citotoxicidad con diferencias estadisticamente
significativas con respecto al control (***p<0,001). BRIX3000® al 0,1% y 0,01% fue el
Unico que permitié una mejora drastica de la proliferacion 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 periodos de tiempo analizados. Esta mejora radical
de los resultados podria suponer que BRIX3000 a altas concentraciones podria
favorecer la pérdida de adhesién celular sin llegar a producirse apoptosis, hipdtesis

que se argumentara con los resultados de los sucesivos experimentos.

Papacarie Duo® mejord su citotoxicidad al 0,1 y 0,01% sin permitir en ningln caso la
proliferacion celular observada en el grupo control. El comportamiento observado
para BRIX3000° difiere con lo observado en el estudio de Guedes y cols. 7%, quienes
probaron dos agentes quimico-mecdnicos para la eliminacién de la caries (Papacarie
Duo® y BRIX3000®) en células de pulpa dental de diente temporal. En este estudio,
teniendo en cuenta que aplican los tratamientos a una dilucion exacta a la nuestra
(0,01%) e incluso a una mayor dilucién (0,001%), afirman que BRIX3000®° reducia el
metabolismo celular y la viabilidad celular incluso a bajas concentraciones. Esta
discrepancia puede deberse a que en dicho estudio se realizo el experimento de MTT
Unicamente en un periodo de tiempo, a las 24 horas, no permitiendo un tiempo de
exposicién amplio para observar la respuesta celular ante dicho tratamiento. Aun asi,
en concordancia con el estudio de Guedes y cols. 1751, |os resultados de BRIX3000®
fueron mas favorables que los obtenidos para Papacdrie Duo® para todas las
diluciones. Los hallazgos de nuestro estudio para Papacdrie Duo® concuerdan con los
observados en el estudio de Garcia-Contreras y cols.[*%% y con el estudio de Lima
Santos y cols.[*78 quienes afirman que este material a altas concentraciones muestra
una alta citotoxicidad y reduce significativamente el nimero de células viables,
mejorando los valores de citotoxicidad segin aumenta la dilucidn del material, sin
alcanzar en ningun caso los valores observados en el grupo control. Bastos y cols.[17?]
también afirma que Papacdrie Duo® reduce la viabilidad celular de forma
dependiente de la dosis (p>0,05). Papacdrie Duo® al 5% muestra en el estudio de
Bastos y cols.['7?l 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.['7?! se evidencia una mejoria en la citotoxicidad y viabilidad
celular con Papacdrie Duo® al 0,5% (p>0,05). Sin embargo, en nuestro estudio
observamos una mejora de estos parametros a concentraciones mas diluidas

(0,01%). Estas diferencias pueden deberse a las limitaciones del estudio de Bastos y
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cols.'79] el cual estd realizado con células de pulpa dental de ratén, ademas evalla
Papacarie Duo® al 5% y 0,5% Unicamente, y realiza el experimento de MTT solo a las
24 horas. En contraposicion, Maru y cols.[*%3! afirman en su estudio que Papacérie
Duo® tanto al 5% como al 0,5% no es citotéxico. Ademas, en el experimento de
migracion celular de este estudio Papacarie Duo® al 0,5% presenta un porcentaje de
herida abierta a las 72 horas de seguimiento similar al observado en nuestro estudio
a una dilucion mayor, al 0,1%, para el mismo periodo de tiempo. Estos resultados
favorables para Papacarie Duo® no han sido registrados en ningun otro estudio hasta

el momento.

NATURAL-CARE presentd el mismo comportamiento que Papacdrie Duo® en el
experimento de MTT, el cual revelé que NATURAL-CARE resulta citotdxico al 2%,
mejorando la proliferacion celular segin aumenta la dilucion del material,
observando al 0,01% tras 72 horas de seguimiento una proliferaciéon equiparable a la
del control. Por tanto, NATURAL-CARE mostré una mayor citotoxicidad en
comparacion con BRIX3000®, siendo sus resultados equiparables a los observados
para Papacarie Duo®, ya que ambos resultaron citotdxicos a altas concentraciones y
mejoraron considerablemente su biocompatibilidad al aumentar su diluciéon. Por

ultimo, Cariesolut evidencid una gran citotoxicidad incluso a bajas concentraciones.

Estos resultados sugieren que el uso de este tipo de materiales en cavidades
profundas podria comprometer a la vitalidad pulpar, con lo que el espesor dentinario
sera clave. Asi, numerosas investigaciones han demostrado que la dentina puede
actuar como una barrera protectora contra los efectos citotdxicos de los materiales

dentales(!1],

En la tabla 2 se describen diversos estudios que analizan la viabilidad celular tras la
aplicaciéon del tratamiento con diferentes materiales de remocién quimica de caries,
en concreto de Carisolv, BRIX3000® y Papacarie Duo®, mediante la realizacién de
ensayos de MTT, lo que avala la utilizacidon de este experimento para el estudio de Ia

citotoxicidad de dichos materiales.
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Tabla 2: Resumen de los estudios cuyo objetivo fue evaluar la citotoxicidad de

diferentes materiales de remocién quimica de caries mediante el ensayo de MTT.

Linea

Materiales

Resultados

Conclusiones

Celular

estudiados

Guedes Cytotoxicity SHEDs | BRIX3000® Se observaron Ambos materiales
y and dentin disminuciones en la mostraron
cols.'’” | composition Papacarie viabilidad celulary citotoxicidad en
alterations Duo® en el nimero de contacto directo con
2021 promoted by células viables para las SHEDs.
different ambos materiales, | BRIX3000°® presentd
chemomechani en todas las menor citotoxicidad
cal caries diluciones, en que Papacdrie Duo®
removal comparacion con el
agents: A grupo de control
preliminary in (p<0,05).
vitro study
Garcia- Cytotoxicity Células Carisolv Carisolv no mostré Carisolv presentdé
Contrer and pro- de citotoxicidad ni una
asy inflammatory | carcino Papacdrie estimulacién del biocompatibilidad
cols.[1¢%! action of ma de Duo® crecimiento aceptable con
chemo- células hormético. células orales
2014 mechanical escamo Papacarie Duo® normalesy
caries-removal sas redujo cancerosas.
agents against | orales significativamente el Papacarie Duo®
oral cells humana ndmero de células tuvo una
s viables en 30 min. citotoxicidad rapida
Papacarie Duo® pero leve y una
GMSCs estimuld las células accion
HGF para producir proinflamatoria
DPSCs PGE2 de forma contra las células
sinérgica con la orales.
PDLSCs interleucina-1p.
Santos Comparison DPSCs Papacarie Papacarie Duo® Papacarie Duo®
y between Duo® mostré mayor disminuy¢ la
cols.'’® | conventional citotoxicidad y viabilidad celular en
and BRIX3000® menor capacidad comparacion con
2020 chemomechani celular en todas las BRIX3000°.
cal approaches diluciones (1:1, 1:2, BRIX3000® puede
for the 1:4), (p < 0,05). ser una buena
removal of BRIX3000® mostré opcion debido a su
carious dentin: una viabilidad celular | menor tiempo de
an in vitro superior al 60% para | eliminacién y menor
study todas las diluciones, citotoxicidad en
sin mostrar comparacion con las
citotoxicidad. La otras opciones de
eliminacion del tratamiento.
tejido cariado fue
mas rapida con
BRIX3000°.
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Tabla 2: Continuacion

Autory

Titulo

Linea

Materiales

Resultados

Conclusiones

Celular

estudiados

Maruy | Evaluationand | SHEDs Carisolv Carisolv al 0,5 % Los agentes CMCR
cols.[*3l | comparison of mostré mayor son biocompatibles
cytotoxicity Papacarie | proliferacion celular | y bioactivos cuando
2022 and bioactivity Duo® y formacién de se cultivan en
of matriz de calcio, células madre
chemomechani mientras que derivadas de dientes
cal caries Papacdrie Duo® al primarios
removal agents 0,5 % mostré mayor exfoliados.
on stem cells porcentaje de
from human células vivas y de
exfoliated migracion celular.
deciduous
teeth
5.7. SOBRE LA MIGRACION CELULAR

Los resultados de citotoxicidad concordaron con los obtenidos en el experimento de
migracidn celular. La migracién celular y la curaciéon de los tejidos heridos son
indispensables para la homeostasis de los tejidos[*8%l. Por lo tanto, los agentes CMCR
deben promover o no obstaculizar el movimiento de las células para restaurar o

preservar la dentinal81,

En el presente estudio BRIX3000° al 2% dio lugar a un area de herida abierta del 100%
incluso a las 72 horas, pero al 0,1% dio lugar a un area abierta de la herida inferior al
15%, observandose al 0,01% una velocidad de migracion similar a la del grupo control
a las 48 y 72 horas, lo que vuelve a sugerir que BRIX3000 a altas concentraciones
podria favorecer la pérdida de adhesidn celular sin llegar a producirse apoptosis,
guedando las células en suspensién de manera que no se verian en las imagenes

obtenidas.

NATURAL-CARE y Papacarie Duo® permitieron una migracion celular similar y muy
escasa al 2% a las 24 horas. Sin embargo, la velocidad de migracién de NATURAL-
CARE mejord considerablemente a las 48 y 72 horas, con un area de herida abierta
inferior al 10% tanto al 2% como al 0,1 y 0,01%, mientras que Papacarie Duo® alcanzé

esa velocidad de migracion Unicamente al 0,01% y pasadas 72 horas, demostrando
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una velocidad de migracion inferior. Cariesolut al 2% y 0,1% no permitié la migracion
celular, observando Unicamente un cierre de la herida favorable al 0,01% tras 72
horas. Ningun otro autor ha estudiado la velocidad de migracion de estos materiales

hasta el momento.

Por otro lado, numerosos autores también han utilizado el ensayo de migracién
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 aplicacion de este experimento Manaspon
y cols. 18 demuestran en su estudio la biocompatibilidad in vitro favorable de
ProRoot ° MTA y Biodentine ™ en las DPSCs, en comparacion con DyCal °y TheraCal

™ ya que la migracion celular se vio comprometida en estos dos ultimos materiales.

Cabe destacar el hecho de que nuestro estudio analiza la velocidad de migracidn
celular abarcando un intervalo de tiempo mds amplio que el comunmente utilizado
por otros autores, ya que mientras que nosotros realizamos el registro de las
imagenes a las 24, 48 y 72 horas, el resto de los autores, hasta el momento, registra

imagenes de este ensayo a las 24 horas Unicamente!182-184],

5.8. SOBRE LA MORFOLOGIA DEL CITOESQUELETO Y NUCLEO
DE LAS CELULAS

En el estudio actual, se utilizdé un analisis morfoldgico por inmunofluorescencia para
el andlisis inicial de biocompatibilidad in vitro, ya que con los sistemas fluorescentes
se obtiene una resolucién de imagen superior en comparacion con otros sistemas de

marcaje inmunocitoquimicol%],

El citoesqueleto es el centro integrador y organizador de la mayoria de estructuras y
funciones celulares ya que relaciona entre si los diferentes compartimientos
citoplasmaticos y relaciona a la célula con su entorno, por lo que a partir de las
imagenes obtenidas con el citoesqueleto y nucleo teiidos se puede analizar la
interaccion de las células con los diferentes eluatos de los materiales estudiados,

mediante la observacién de la distribucién y dindmica del citoesqueleto celular(183],
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La tincion con DAPI es ampliamente utilizada para estudiar los efectos de los
diferentes materiales sobre los nucleos celulares. [132133,186],

Del mismo modo, la faloidina supone el fluorocromo de eleccién para el estudio del
citoesqueleto celular para numerosos autores!132133,187],

La relevancia de este experimento radica en que los componentes citotdxicos de los
materiales dentales inducen pérdida de integridad celular, nucleos picndticos y

alteracién de la organizacién del citoesqueleto!*88l,

Este fendmeno se evidencid con Cariesolut especialmente al 2% de concentracién,
que mejord proporcionalmente con el aumento de la dilucidn de los materiales. En
BRIX3000® al 2%, solo se observaron algunos residuos celulares como con Cariesolut,
pero a diferencia de Cariesolut, BRIX3000® mejord el crecimiento celular a
concentraciones de 0,1 % y 0,01 % con resultados similares al control. Esto continda
argumentando la hipdtesis de que BRIX3000® a altas concentraciones podria
favorecer la pérdida de adhesion celular sin llegar a producirse apoptosis, dando
como consecuencia resultados desfavorables en aquellos experimentos cuyo

protocolo incluia la retirada de la suspensién celular.

El comportamiento de NATURAL-CARE y Papacdrie Duo® en el experimento de
inmunofluorescencia confirmd 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 mejoré de manera proporcional al

aumento de la dilucién de los materiales.

Como ya se ha mencionado, la tincion del citoesqueleto celular es un experimento
utilizado por diversos autores para evaluar las variaciones en la morfologia vy
estructura del citoesqueleto de actina de las DPSCs que se puedan producir al
exponerlas a materiales dentales a distintas concentraciones['87.181, San y cols. [187]
observaron en su estudio sobre las DPSCs como Theracal LC daba lugar a una baja
confluencia de células con, ademas, morfologia 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 ANALISIS DEL CICLO CELULAR

La hipdtesis de que BRIX3000® a altas concentraciones podria favorecer la pérdida de
adhesion celular sin llegar a producirse apoptosis se reafirma con los resultados
obtenidos en el andlisis del ciclo celular, ya que con BRIX3000® al 2% no se
observaban células, pero al 0,1% y 0,01% permiti6 un porcentaje de nucleos
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%, observandose todas las células detenidas en la fase G1, con
desaparicion de las fases S y G2 como consecuencia. Ademas, aunque se diluya al
0,01% las fases GO/G1 se muestran ralentizadas, existiendo en consecuencia menor
sintesis de nuevo ADN al haber menos células en la fase S de sintesis, siendo por tanto
el material que mas afecto al ciclo de las células. A pesar de la falta en la literatura de
estudios similares realizados con agentes de eliminacién de caries quimico-
mecanicos, es de suma importancia que estas pruebas se realicen en combinacion
porque hacen que los resultados relacionados con la citotoxicidad sean mas reales y

representativos.

NATURAL-CARE y Papacdrie 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 mdas en esta fase. Por el contrario, Papacdrie Duo® produce
directamente la completa detencién 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 sintesis de ADN, produciendo como consecuencia la
desaparicion de la fase S en el analisis del ciclo celular. En concordancia con los
resultados de los anteriores experimentos, al disminuir la concentracién de ambos

materiales al 0,1% y 0,01% mejoré de manera proporcional la distribucion de fases
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del ciclo celular y por tanto su biocompatibilidad. NATURAL-CARE y Papacarie Duo®
se comportaron de manera similar, sin embargo, cabe destacar que NATURAL-CARE

produjo un menor porcentaje de fragmentos celulares para ambas diluciones.

El analisis de las distribuciones del ciclo células de las DPSCs mediante la tincién con
yoduro de propidio ha sido realizado anteriormente por otros autores para analizar
el efecto bioldgico que diferentes materiales puedan tener sobre las mismas1°0.191,
Es el caso del estudio de Chang y cols. [1°?], donde analizaron la biocompatibilidad del
metacrilato de bisfenol-glicidil (BisGMA) sobre las DPSCs mediante el analisis del ciclo
celular de las mismas, encontrando que la exposicién de las células a BisGMA
producia la detencién de las fases G2/M, y concluyendo por tanto que es importante
proteger la pulpa dental contra la toxicidad de los mondmeros presentes en la resinas

compuestas y los agentes adhesivos.

Asi mismo, la evaluacién del ciclo celular mediante citometria 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
proteccion pulpar es el factor mds 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 lineas celulares
(células de sangre periférica, células de la pulpa dental humana y DPSCs) encontraron
que Theracal LC inducia un aumento significativo de las fases GO/G1, indicando la
presencia de un mayor numero de células muertas en comparacion con el resto de
materiales que estudiaban!>7,184187.133] Esto se debe a que la citometria de flujo es la

técnica de referencia para analizar las células en las fases GO/G1, Sy G2/M de forma

rapida y reproducible(®,
5.10. SOBRE LA APOPTOSIS CELULAR

En nuestro ensayo de apoptosis/necrosis celular, BRIX3000® al 2% presentd un 68,4%
de células vivas, estos resultados sugieren que a altas concentraciones este material
podria favorecer la pérdida de adhesidn celular sin llegar a producirse apoptosis, ya

que para el ensayo de apoptosis/necrosis se utilizd la totalidad de la suspensién
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celular, mientras que para los anteriores se trabajé unicamente con células adheridas
a las diferentes superficies de las placas utilizadas, desechando la suspension restante
donde estarian aquellas células que BRIX3000® despegd del fondo sin llegar a
producir su apoptosis. Los resultados de este experimento confirmarian la hipétesis
qgue se fundod 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
explicaria por qué en el experimento de inmunofluorescencia no vemos células al 2%

al encontrarse despegadas.

En este ensayo se evidencié como a una concentracién del 0,01% NATURAL-CARE
presentd un porcentaje de células vivas equiparable al del control, el cual descendié
al aumentar la concentracion del material, pero nunca de manera drastica. En este
sentido, tanto BRIX3000® como Papacdrie Duo® y NATURAL-CARE se comportaron de
manera similar, disminuyendo Unicamente 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 analisis 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 apoptéticas tardias y necrdticas que produce a dicha

concentracion.

El ensayo de apoptosis celular ha sido comunmente utilizado en los estudios
presentes en la literatura para el andlisis in vitro de la biocompatibilidad de

materiales dentales como resinas compuestas y adhesivos dentales sobre todo!'%>~

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
Unicamente Theracal LC aumentd significativamente el porcentaje de células en las
etapas tempranasy tardias de la apoptosis. De nuevo, el uso de esta técnica mediante

citometria de flujo estd avalada para estudios de citotoxicidad.
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5.11. SOBRE LA LIBERACION DE ROS

Aunque a una concentracién del 0,01% Cariesolut mostré un porcentaje de células
vivas similar al del control, los niveles de ROS intracelular que presentan las células a
las que se les aplicd este tratamiento son el doble de lo observado en el grupo control.
BRIX3000° fue el Unico 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 resulté equiparable a la que presentd Papacarie
Duo®, un material de remocién quimica de caries mas cominmente conocido y
estudiado.

Del mismo modo, otros autores también han utilizado la medicion de ROS intracelular
con el objetivo de comparar las caracteristicas quimicas y bioldgicas de diferentes
compuestos dentales!1741992001 Es e| caso del estudio de Chen y cols. 21 donde
gracias a la medicion de ROS intracelular concluyeron que los geles blanqueadores

inducian citotoxicidad y conduccion del dolor en las células madre de la pulpa dental.

Para el estudio de la biocompatibilidad de estos cuatro materiales para la remocién
quimica de caries la citometria de flujo ha desempefado un papel primordial. En la
literatura mas reciente ademads de las pruebas de citotoxicidad se ha utilizado
ampliamente la citometria de flujo para el estudio de la biocompatibilidad de los
materiales dentales, ya que permite analizar la apoptosis, la necrosis y la progresiéon
del ciclo celularl?®6202-2041  Ademds la citometria de flujo ha demostrado ser una
técnica rdpida (con una duracidon media de una a dos horas), de gran precisién, y que
permite realizar mediciones cuantitativas simultaneas de la generacién de

superéxido mitocondrial preservando al maximo las funciones celulares49,

5.12. PAPAINA COMO PRINCIPIO ACTIVO

Es un dato resefiable, y consideramos oportuno discutir que BRIX3000®, Papacarie
Duo® y NATURAL-CARE comparten el mismo principio activo, la papaina. Sin

embargo, mientras que BRIX3000® no produjo la muerte celular por completo a altas
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concentraciones, Papacarie Duo® y NATURAL-CARE si lo hicieron. Esto puede deberse
al hecho de que la papaina que contenga BRIX3000® sea una enzima proteolitica mas
estable la cual produce el levantamiento de las células de la placa de cultivo sin llegar
a producir su apoptosis. También podria explicarse por el hecho de que en la
composicidon de Papacarie 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 quimicamente la dentina cariada. La utilizaciéon de la cloramina da
como resultado tubulos dentinarios abiertos en la capa externa de la dentina
cariadal!'®148l | 3 qusencia de este excipiente en BRIX3000® podria explicar por tanto

la biocompatibilidad mas 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 cientifico. 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 extrapolacidn de las conclusiones obtenidas. En concreto, la
concentracion del material que pueda llegar a la pulpa depende del espesor de
dentina presente, y aunque se analizé 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 llegaria 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 repercusién

cientifica.

Por otro lado, este estudio analiza Unicamente propiedades biolégicas, por lo que se
requeriran estudios futuros que abarquen otros aspectos como son la eficacia
terapéutica, el posible efecto de estos materiales sobre la adhesién de la posterior
restauracion, o la medicién de la reduccidon de la ansiedad por parte del paciente con

la utilizacion de estos materiales.
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Otra limitacidn del presente estudio fue la dificultad de comparar nuestros resultados
con los de otros estudios realizados previamente en la mayoria de los experimentos.
Ningln autor hasta el momento ha realizado experimentos de velocidad de migracion
celular, de inmunofluorescencia, de andlisis del ciclo celular, de apoptosis celular, ni
de liberacién de ROS para estudiar la biocompatibilidad de estos cuatro materiales

para la remocién quimica de la caries dental.

Ademas, hasta donde es conocido, este es el primer estudio que analiza las
propiedades biolégicas 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 experimentacion animal que validen los resultados obtenidos
hasta el momento. En concreto, el disefio de un estudio realizado con ratas seria la
progresion mas logica ya que la rata, después del ratén, es el animal de
experimentacidon mas utilizado en investigaciones biomédicas. Seria la rata el animal

de eleccién por su mayor tamafio, mejor manipulacion y visualizacién dentaria(20>209],

106
TESIS DOCTORAL- NURIA PEREZ GUZMAN



CONCLUSIONES
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6. CONCLUSIONES

El presente estudio reveld que el material mas adecuado para la eliminacion quimica

de la caries dental es BRIX3000® porque presenté resultados de biocompatibilidad in

vitro mas favorables en las DPSCs. La biocompatibilidad observada para Papacarie

Duo® y NATURAL-CARE hace que éstas sean opciones menos preferentes, pero

también aceptables, mejorando dicha biocompatibilidad de manera proporcional al

aumento de la dilucién del material. Los resultados de biocompatibilidad derivados

de ese trabajo desaconsejaron el uso de Cariesolut como material para la remocién

quimico-mecanica de caries. En base a los resultados obtenidos en este estudio

podemos deducir las siguientes conclusiones especificas:

La concentracidon de inhibicién media (IC50) fue mayor para BRIX3000°,
seguido de NATURAL-CARE, Papacdrie Duo® y Cariesolut.

La viabilidad celular fue mayor en presencia de BRIX3000® al 0,1 y 0,01%,
seguido de NATURAL CARE, Papacdrie Duo® y Cariesolut.

La velocidad de migracién celular fue favorable en presencia de BRIX3000® a
bajas concentraciones, seguido de NATURAL-CARE, Pacdrie Duo y Cariesolut.
La morfologia del citoesqueleto se vio mds alterada con BRIX3000° vy
Cariesolut al 2%, mejorando Unicamente 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, Papacarie Duo®, y
Cariesolut en ultimo lugar.

Los niveles de especies reactivas de oxigeno fueron considerablemente
mayores en presencia de Cariesolut en comparacién con Papacarie 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 Papacarie Duo®. Cariesolut fue el
material que mas afectd al ciclo de las células.

BRIX3000® a bajas concentraciones fue el material que menos indujo la

apoptosis celular, seguido de NATURAL-CARE, Papacarie Duo® y Cariesolut.
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e Los resultados sugieren que BRIX3000® produce a altas concentraciones

pérdida de adhesién celular sin llegar a producirse apoptosis.
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Que D® Nuria Pérez Guzman ha presentado la memoria de trabajo de la Tesis
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Que dicho Comité analizo toda la documentacién presentada, y de conformidad
con lo acordado el dia doce de junio de dos mil veintitrés’, por unanimidad, se
emite INFORME FAVORABLE, desde el punto de vista ético de la bioseguridad
en la investigacion.

Y para que conste y tenga los efectos que correspondan, firmo esta
certificacion, con el visto bueno de la Presidenta de la Comisién.
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LA PRESIDENTA DEL COMITE )
DE BIOSEGURIDAD EN EXPERIMENTACION
DE LA UNIVERSIDAD DE MURCIA

T2 11437, PusteCarge VICERRECTORA DE INVESTIGACION (UNVERSICAD 0E MURCIA), Emiser il cenflcrde CN=SA SUBY SERALNUMBER=AS2TIIE2 OUCUALIFIED CA D=S ST EMAS INFORMATION S ASIERTOS SOOEDAD ANONIMA C=ES

3346, Emiuor dd cortilcade C=E8 OepCCN, OUPRICCN CHSACCNCA-120

Fdo.: Maria Senena Corbalan Garcia

|F| ante: LLICHA PERIAGD GARCIA.  Facha-hara 08470
|F|.m..n. AR SENENA CORBALAN GARCH: Fachaha

1 A los efectos de lo establecido en el art. 19.5 de la Ley 40/2015 de 1 de octubre de Régimen Juridico
del Sector Pablico (B.OE. 02-10). se advierte que el acta de la sesion citada esta pendiente de
aprobacion

Cédigo seguro de verificacidn: RUxFMkkI-W+e2XzDK-EeCfoPLG-+acplgSr COPIA ELECTRONICA - Psgima 1 d= 1

Estz os una copla auténbica izprimtbla de m iva nivads por 1a 4o Mireia, segfin el artfoulo 27.3 o) de 1a Ley 39/2015, 4o 1 da
octubra. Su autenticidad pusde ser contrastada a travds da la siguiente direccifn: https:/fsede.um.es/validador/

140
TESIS DOCTORAL- NURIA PEREZ GUZMAN



ANEXO Il
HOJA DE INFORMACION PARA PARTICIPANTES

UNIWERSIDAD DE . yitiia
Vicerrectorado de O
MURCIA Investigacién 1 — Etica o

e U n I European

University for

well well-Being

HOJA DE INFORMACION PARA PARTICIPANTES MAYORES DE EDAD

Hoja informativa de la tesis doctoral titulada “Evaluacion de la citotoxicidad de diferentes materiales de remocidn quimica de caries”

Estimado Sr./Sra.:

Le invitamos a participar en un estudio tesis doctoral sobrela citotoxicidad de cuatro materiales de remocidn de caries sobre células
de pulpa dental de diente permanente. Para que pueda valorar |a pertinencia o interés de dicha participacién, le facilitamos toda una serie
de informacién detallada al respecto.

El propésito es que tras su lectura —y en el caso de estar conforme con su participacion—, pueda darnes su censentimiento —con su
firma— en el otro documento que —junto a este—se le hace entrega (denominado Declaracion de consentimiento informado).

La presente hoja de informacion podra usted conservarla (para participar, solo deberd devolver —con su firma— la Declaracion de
consentimiento informado).

Como responsable del equipo investigador que llevard a cabo este estudio, confio en que resulte de su interés y pueda —
finalmente— contar con su consentimiento a esta participacién.

En cualquier caso, reciba anticipadamente mi agradecimiento por su dedicacién a la lectura de esta informacién.

TITULO DE LA TESIS DOCOTORAL
“Evaluacidn de la citotoxicidad de diferentes materiales de remocion quimica de caries”

LUGAR DONDE SE PROCESARA MUESTRA O TOMA DE DATOS

DETERMINAR QUE MATERIAL DE REMOCION QUIMICA DE CARIES ES EL MENOS TOXICO PARA LAS CELULAS DE LA
PULPA DENTAL

Se trata de un proyecto que cuenta con el informe favorable de la Comisidn de Etica de Investigacién de la Universidad de Murcia.

Ante cualquier duda o renuncia gue pueda surgir en relacién con su participacion en el presente estudie TESIS DOCTORAL, puede
dirigirse a la persona responsable de la misma, cuyos datos son los siguientes:
* Nombre: Nuria
® Cargo: Doctoranda Pérez Guzman
* Direccién de contacto:Gerodontologia y Pacientes Especiales,Hospital Morales Meseguer, Universidad de Murcia
* Correo electrénico: nuria.perez5@um.es
* Teléfono de contacto: 868888575

En el caso de Tesis Doctoral, Trabajo Fin de Master o Trabajo Fin de Grado, los datos del director/directora son los siguientes:
* Nombre: Maria Pilar Pecci Lloret
® Cargo: Profesora Asociada
* Direccién de contacto:Gerodontologia y Pacientes Especiales,Hospital Morales Meseguer, Universidad de Murcia
* Correo electrénico: mariapilar.pecci@um.es
+ Teléfono de contacto: 868888575

* Motivos de su participacién
o Se le ha convocado a participar en este estudio porque cumple los requisitos para participar. Sus opiniones resultaran
esenciales para esta investigacion.
* Naturaleza voluntaria de la participacion
o La participacién en esta actividad es libre y totalmente voluntaria.
= En cualguier momento puede negarse a seguir participando del estudio sin que deba dar razones para ello, ni recibir
ningun tipo de sancién (y en tal caso, todos los datos facilitades pedran ser borrados si asi lo solicita).
* Requerimientos de la participacidn
o Si usted da su consentimiento para participar en este estudio, debe saber que su participacién consistird en donar sus
dientes extraidos por el profesional sanitario gue lo atienda.
* Duracidn del estudio
o El estudio tendra una duracion total de un afio.
= No existe la posibilidad de que los datos que nos facilitepuedan ser utilizados (en el futuro) en nuevos estudios.
* Tipo de participacion del sujeto
o Eltiempo contemplade para prestar su participacidn es de duracidn minima, Unicamente donar su diente.
o Los datos obtenidos tendran carécter confidencial, asegurindose el anonimato.
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o Estos datos seran codificados con un numero asignado a cada participante, y su correspondencia solo estard a
disposicidn del investigador principal del proyecto a los efectos de poder establecer correlaciones, manteniéndose
este aspecto de forma completamente confidencial.

o Los datos recogidos no seran cedidos a terceros. Los datos estardn a cargo del investigador principal para el posterior
desarrollo de informes parciales y finales (de modo anonimizado en cuante a participantes), asi como para
divulgacion cientifica en revistas y publicaciones.

o Finalizado el proceso de investigacion, los participantes podran recibir un informe con los resultados globales
(igualmente sin posibilidad alguna de identificar a los participantes).

ppara los particip

o Los beneficios (directos o indirectos) que recibird a través de su participacidn, se traducen en los siguientes aspectos: no
presenta beneficios

o No se contempla ningln otro tipo de beneficios.

* Contraprestaciones para los participantes

o Las contraprestaciones previstas para los participantes, son las siguientes: no presenta.

o Los participantes no contaran con un seguro vinculado a dicha participacion.

o En el caso de que el equipo investigador transformase los hallazgos de esta investigacion en resultados de interés
comercial, con la participacién en la investigacién el informante clave expresa su conformidad en la renuncia —como
participante— a cualguier derecho de naturaleza econdmica, patrimonial o potestativa scbre los resultados o
potenciales beneficios que puedan derivarse de manera directa o indirecta de las investigaciones que se lleven a
cabo con la muestra cuya informacién cede para investigacion.

RIESGOS E INCONVENIENTES PARA EL PARTICIPANTE

* No presentan

* Los participantes tienen derecho a la plena revocacion del consentimiento y sus efectos, incluida la posibilidad de la destruccion o
de la anonimizacién de la muestra y de que tales efectos no se extenderan a los datos resultantes de las investigaciones que ya
se hayan llevado a cabo.

* Para ejercer ese derecho de revocacién del consentimiento, para atender cualquier efecto adverso derivado de la participacién,
para responder cualquier pregunta que los participantes deseen formular durante el proceso de investigacion, o para resolver
cualquier duda, los participantes deben contactar con Maria Pilar Pecci Lloretformulando su solicitud por correo electronico
(mariapilar.pecci@um.es). En un plazo no superior a 7 dias recibirdn su respuesta y —en su caso— la confirmacion de revocacién
del consentimiento.

® Los participantes tienen derecho a revocar el consentimiento en cualquier momento, sin que eso les afecte de ningin modo
(personal, profesional o socialmente).

* En el caso de que los datos facilitados por los participantes de este estudio volviesen a ser utilizados en estudios posteriores (para el
avance del conocimiento cientifico en este campo), no volveria a pedirse el consentimiento informado a tales participantes.

* Queda garantizada la confidencialidad de la informacién obtenida. A pesar de que este estudio no recogeré datos de caracter
personal, todos los datos de los informantes clave que otorguen su consentimiento a participar de este estudio seran
registrados y almacenados en un fichero con base a lo establecido por la legislacién vigente en materia de proteccién de datos y
en garantia de confidencialidad. Para ejercer el derecho de acceso, rectificacién, cancelacién u oposicién, los participantes
podran contactar en la direccion protecciondedatos@um.es(propiedad de la Universidad de Murcia).

Tras toda esta informacién, se le solicita que firme y entregue la hoja de declaracién de consentimiento informado que se adjunta
para poder validar su participacién en este estudie. Muchisimas gracias por su valiosa centribucién.

Firmado por PEREZ GUZMAN
NURTIA - 48696970J el dia
20/03/2023 con un

Fdo. D./Dfa.
(Firm del imve tigador estudiante responzabie]
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ANEXO IV
DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

eu ni Europear
University far

UJEH Well-Being CAMPUS MARE

UNIVERSIDAD DE | | & ;
Vicerrectoradeo de - e
MURCGIA Investigacion f— Etica d
" — €

CION DE CONSENTIMIENTO INFORMA

PARA MAYORES DE ED.

D./Dia. de afios de edad, ifiesto que:

[[He sido informado sobre los beneficios que podrio suponer mi participacion para cubrir los objetivos de la tesis docotoral titulada
“Evaluacion de la citotoxicidad de diferentes materiales de remocion quimica de caries”, y cualquier investigacion derivada del
mismo, dirigido per la Dra. Maria Pilar Pecci Lloret de lg Facultad de Medicina de la Universidad de Murcia (contactable en el
teléfono 868888575 y correo mariapilar.pecci@um.es)

[[IMe han informado que la finalidad general de la tesis doctoral es determinar qué material de remocién quimica de caries es el menos

toxico para las células de pulpa dental.

[[]He sido informado de que se trata de una tesis doctoral que cuenta can el visto buena del Comité de Etica de Investigacion de ia
Universidad de Murcia y que estd financiado por el Instituto de Salud Carlos Il

[[luna vez que he leido la hoja de informacidn al participante que me ha sido entregada, afirmo haber comprendido los posibles efectas
indeseables que podria comportar —en mi bienestar— la participacion en este proyecto.

[CIHe sido informado de que mis datos serdn sometidos a tratamiento en virtud de mi consentimiento con fines de investigacién cientifica y
desde la Universidad de Murcia. El plazo de conservacidn de los datos serd de 12 meses (minimo indispensable para asegurar la
realizacion del estudio o proyecto). No obstante, y con objeto de garantizar condiciones dptimas de privacidad, mis datos
identificativos serdn sometidos a anonimizacion total o parcial cuando el procedimiento del estudio asi lo permita. En todo caso, la
informacion identificativa que se pudiese recabar serd eliminada cuando no sea necesaria.

[CITambién he sido informado de que para cualquier consulta relativa al tr e de mis datos p en este estudio o para
solicitar el acceso, rectificacidn, supresién, limitacion u oposicidn ol tratamiento, podré dirigitme a lo direccion
protecciondedatos@um.es.

[1He sido informado de mi derecho a presentar una reclamacidn ante o Agencia Espafiola de Proteccidn de Datos.

[_IHe sido informado de que puedo revocar mi consentimiento y abandonar en cualquier momento la participacion en el estudio sin dar
explicaciones y sin que ello suponga perjuicio alguno (en tal caso, todos los dotos cedidos podrian ser borrados si asi lo expreso).

[CIMe ha sido entregada una hoja de informacion al participante, asi como una copia de la declaracion de consentimiento informado (que
también he firmado).

["IMe han explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio, sus riesgos y beneficios potenciales.

"

¥ en virtud de todas las manifestaciones anteriores, confirmo que otorgo mi consentimiento a que esta recogida de datos tenga
lugar y sea utilizada para cubrir los objetivos especificades en la tesis doctoral.

En a de de

Fdo. D./Dfia
[Participanse]

Firmado por PEREZ GUZMAN

NURIA - 48696970J el dia

20/03/2023 con un

certificade emitido por AC
Fdo.D,a. FNMT Usuarios

[Firma del investigaderestudiante responsable que devueive frmada 2 hoja d consentimienta informadol
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ANEXO V
POSTER VIl JORNADAS DOCTORALES

Universidad VIll JORNADAS DOCTORALES

olitécnica UNIVERSIDAD DE MURCIA
SCUEI AL

de Cartagena

Escuela Internacional de Doctorado (EIDUM)

NURIA PEREZ GUZMAN Universidad de Murcia
Universidad de Murcia Edificio Rector Soler, sétano
Av. de los Dolores n?30 22 escalera 2°D Campus de Espinardo
300011 MURCIA 30100 Murcia (Espatfia)
Espafia

Murcia, 07/07/2023

Certificado de As

stencia

A Quien Corresponda
Confirmamos que NURIA PEREZ GUZMAN asistié a las VIIT Jornadas Doctorales EIDUM-EINDOC-CMN 2023,
celebradas del 26 - 28 de junio de 2023 en la Universidad de Murcia (Espafia), con una duracién de 32 horas.
NURIA PEREZ GUZMAN es autor/coautor de la(s) siguiente(s) contribucién(es):

Evaluacion de la Biocompatibilidad de Cuatro Materiales de Remocién Quimica de Caries.
Autories): Pérez Guzmén, Nuria: Lopez Garcia, Sergio: Pecei Lloret, M? Pilar: Rodriguez Lozano, Francisco Javier
Grupo de trabajo/Tipo de contribucion: POSTERS

Reciba un cordial saludo,

- 4
M? Pilar Martinez Garcia
(Secretaria Académica de EIDUM)

i
n N ESCUELA
P M INTERNACIONAL DE
CAMPUS MARE NOSTRUM

4Bl DOCTORADO
ESCUELA INTERNACIONAL
DE DOCTORADO
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ANEXO IV
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