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Resumen

Introduccion: La pulpa dental contiene Células Troncales Mesenquimales las
cuales se han aislado in vitro para estudiar el efecto que tienen sobre diferentes
materiales que son utilizados en contacto directo con estas células, como en el
caso de tratamientos de terapia pulpar vital, un ejemplo de estos son el Mineral
Trioxido Agregado (MTA) Angelus y Biodentine, ambos cuentan con reportes de
altas tasas de éxito en cuanto a su biocompatibilidad y bioactividad. Sin embargo,
aun falta mas informacion para conocer si estos productos presentan la capacidad
de inducir la diferenciacion de las células y promover el proceso de regeneracion
tisular.

Objetivo: Determinar los niveles de expresion del gen osteocalcina en células
troncales mesenquimales de la pulpa dental expuestas al cemento Biodentine o
MTA Angelus.

Material y métodos: Se realizo un estudio de tipo experimental in vitro. Se
utilizaron células troncales mesenquimales obtenidas de la pulpa dental de
organos dentarios de dos pacientes (con dos replicas por condicidn y
experimento). Se realizé una expansion celular para, posteriormente, exponerlas a
eludidos con tres concentraciones diferentes (0.5, 1 y 2 yM) de dos cementos
endodédnticos, el MTA Angelus y Biodentine en un periodo de 7 dias. Se aislo el
ARN mensajero, se convirtio a ADN complementario por transcripcion reversa y se
midio la expresion del gen osteocalcina. Se utilizé el programa Prism (GraphPad)
para determinar diferencias entre la expresién del gen de osteocalcina y los
tratamientos aplicados, se considero un valor de p<0.05 como significativo.

Resultados: La expresion de osteocalcina de las células expuestas a MTA
Angelus no mostraron diferencias significativas en comparaciéon con el control
negativo, en ninguna concentracion. Mientras que, la expresion de las células
expuesta al Biodentine fue superior en comparacion con el MTA Angelus y el
control negativo en tres diferentes concentraciones.

Conclusiones: El biodentine favorece la expresion de genes como la osteocalcina
en concentraciones de 0.5, 1 y 2 Mm. sugiriendo que tiene propiedades de odonto-
diferenciacién. De modo contrario, el MTA Angelus no favorece la expresion del
gen osteocalcina en células troncales mesenquimales de la pulpa dental.

Palabras clave: (Células Troncales Mesenquimales, MTA Angelus, Biodentine,
Osteocalcina)



Summary

Introduction: Dental pulp contains Mesenchymal Stem Cells, which have been
isolated in vitro to study their interaction with various materials that come into direct
contact with these cells, such as those used in vital pulp therapy treatments.
Examples of such materials include Mineral Trioxide Aggregate (MTA) Angelus
and Biodentine, both of which have been reported to exhibit high success rates in
terms of biocompatibility and bioactivity. However, further research is needed to
determine whether these materials can induce cell differentiation and promote
tissue regeneration processes.

Objective: To determine the expression levels of the osteocalcin gene in
mesenchymal stem cells derived from dental pulp exposed to either Biodentine or
MTA cement.

Materials and Methods: An in vitro experimental study was conducted.
Mesenchymal stem cells were obtained from the dental pulp of two patients (with
two replicates per condition and experiment). The cells were expanded and
subsequently exposed to eluates of two endodontic cements—MTA Angelus and
Biodentine—at three different concentrations (0.5, 1, and 2 yM) for a period of
seven days. Messenger RNA was isolated, reverse transcribed into
complementary DNA (cDNA), and the expression of the osteocalcin gene was
quantified. The Prism (GraphPad) software was used to analyze differences in
osteocalcin gene expression among the treatment groups, considering a p value <
0.05 as statistically significant.

Results: The expression of osteocalcin in cells exposed to MTA Angelus did not
show significant differences compared to the negative control at any concentration.
In contrast, osteocalcin expression in cells exposed to Biodentine was higher than
that observed in the MTA Angelus and negative control groups across all three
concentrations.

Conclusions: Biodentine enhances the expression of genes such as osteocalcin
at concentrations of 0.5, 1, and 2 pM, suggesting it possesses odontogenic
differentiation properties. Conversely, MTA Angelus does not of appear osteocalcin
gene in mesenchymal stem cells of the dental pulp

Key words: (Mesenchymal Stem cells, MTA, Biodentine, osteocalcin)
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l. Introduccion

El término "célula troncal mesenquimal" (CTM), fue descrito por primera
ocasion por Caplan en los afos 90's (Horwitz et al., 2005), se definen como
células pluripotenciales, con alta capacidad de autorrenovarse y diferenciarse en
tejidos especializados (Horst et al., 2012). Las CTM posnatales se han aislado de
varios tejidos, incluyendo médula 6ésea, musculo, retina, piel, tejido neural y dental
(Harada et al., 1999; Fuchs y Segre, 2000 y Bianco et al., 2001).

Los dientes y sus estructuras de soporte contienen diversos linajes de
CTM las cuales les brindan un microambiente 6ptimo para reparar y regenerar el
tejido. Entre las que destacan, estan presentes las CTM aisladas de la pulpa
dental de érganos dentales exfoliados, conocidas como SHED (Miura et al., 2003).
Ademas, se encuentran las células del foliculo dental (DFC) y las células del
ligamento periodontal, responsables de mantener la homeostasis y de la formacion
de tejido periodontal (PDLSC). Por otro lado, las CTM de la papila apical (SCAP)
han sido aisladas del tejido de dientes permanentes inmaduros (Sonoyama et al.,
2006). Finalmente, las células implicadas en los procedimientos de Terapia Pulpar
Vital (TPV), las CTM de la pulpa dental (DPSC), han demostrado capacidad de
diferenciacion in vitro hacia un fenotipo odontoblastico, caracterizado por cuerpos
celulares polarizados y la formaciéon de nédulos mineralizados (Tsukamoto et al.,
1992; About et al., 2000; Couble et al., 2000).

Diferentes tipos celulares se han estudiado en combinacion con diversos
materiales que actualmente se utilizan, en la practica odontolégica, con la finalidad
de entender el efecto que causan al estar en contacto directo con las células
(Primus et al., 2019). Esta informacién es util a la hora de elegir el material mas
optimo para los tratamientos que requieran el contacto directo con cualquiera de
estos sistemas de células, como en el caso de los tratamientos de TPV que
incluye pulpotomia parcial o completa y recubrimiento pulpar directo (Aguilar y

Linsuwanont, 2011).



Las DPSC son pluripotentes, capaces de autorrenovarse y diferenciarse
(Gronthos et al., 2000a); asi como juegan un papel importante en el proceso de
reparacion y regeneracion del complejo dentina-pulpa a través de la diferenciacion
a odontoblastos. Se ha demostrado que algunos materiales pueden inducir la

diferenciacién de células troncales de la pulpa dental (Peng et al., 2011).

Existen reportes donde se comparan los niveles de proliferacion
odontogénica/osteogénica, utilizando diversos marcadores relacionados
(Rathinam et al., 2015). Uno de ellos es la osteocalcina, descrita como una
proteina no colagena importante que se encuentra en el hueso y la dentina. Entre
las principales funciones asociadas es la de actuar como regulador en la
mineralizacién del tejido duro (Lai et al. 2015) y la homeostasis del ion calcio

(Garnero y Delmas, 1993).

Diferentes materiales han sido utilizados en los tratamientos de TPV, entre
los mas comunes estan el MTA, este tiene la propiedad de liberar hidréxido de
calcio que induce la formacién de dentina en tratamientos donde se aplica a la
pulpa vital (Camilleri, 2008). También se ha descrito la capacidad de
biocompatibilidad, desinfeccion y falta de citotoxicidad (Darvell y Wu, 2011) Sin
embargo, hay algunos inconvenientes que ha presentado, como la presencia de
compuestos téxicos incluidos en la composicion del material (Ramalho vy
Willenbring, 2007), mayor citotoxicidad en su estado de recién mezclado (Balto
2004), alto pH durante el fraguado (Camilleri, 2008), caracteristicas de manejo
dificiles (Santos et al., 2005), tiempo de fraguado prolongado (Torabinejad et al.,
1995), decoloracion de los dientes, ademas de un alto costo (Belobrov y Parashos,
2011).

Tratando de mejorar estos inconvenientes, en el 2009, se diseid un
cemento a base de silicato de calcio nombrado "Biodentine" (Kaur et al., 2017).
Aunque la informacion hasta el momento con respecto a la biocompatibilidad de

Biodentine es bastante limitada, los datos disponibles generalmente estan a favor
2



de este material por su baja o nula citotoxicidad y aceptabilidad de los tejidos
(Malkondu et al., 2014).

Con el objetivo de elegir correctamente el material adecuado que sera
utilizado directamente sobre el complejo dentino-pulpar, se requieren mas estudios
que comparen los efectos que tendran sobre las CTM que, como se ha descrito,
juegan un papel critico para la reparacién y regeneracion del tejido, obteniendo asi
una estructura dental con mejor calidad, promoviendo un pronostico favorecedor
para la funcién de los 6rganos dentarios, permaneciendo mas tiempo en boca y
cumpliendo las funciones masticatoria, fonética y estética; logrando una mejor

calidad de vida de los pacientes.



Il. Antecedentes

Los odontoblastos son células pulpares que tienen la capacidad de
responder a estimulos ambientales leves regenerando, como producto final, la
dentina (Smith et al., 1995). Sin embargo, un estimulo mas intenso puede
provocar la muerte de la poblacion de odontoblastos, en estos casos, la
regeneracion de la dentina estd mediada por la diferenciacién de una nueva
generacion de células que, son descritas como similares a los odontoblastos,
actuan durante el proceso de dentinogénesis reparadora y regenerativa (Smith et

al., 1990). En tal proceso las células DPSC presentan un papel protagonico.

Gronthos et al. (2000) estudiando la regeneracion odontogénica e
identificaron CTM, tras este descubrimiento, el interés e investigaciones asociadas
a las DPSC aumento significativamente. Las DPSC son inducidas, in vitro, para
diferenciarlas al linaje celular odontoblastico, el cual, se caracteriza por presentar
acumulacién de nodulos mineralizados y cuerpos celulares polarizados
(Tsukamoto et al., 1992; About et al., 2000 y Couble et al.,, 2000). En este
experimento se aislaron DPSC de terceros molares y fueron trasplantadas a
ratones inmunodeprimidos. Los resultados mostraron una generacién de una
estructura similar a la dentina revestida con células similares a los odontoblastos
humanos las cuales se situaban alrededor del tejido intersticial similar a la pulpa,
comprobando de esta manera la capacidad de las DPSC de diferenciarse en

células parecidas a odontoblastos.

Se han realizado diferentes estudios para evaluar la capacidad
proliferativa y el potencial de diferenciacién a tejidos especializados, con diferentes
tipos de células y con multiples materiales.

Entre los estudios que destacan esta el de Paranjpe et al. (2011) donde estudiaron
la interaccion directa e indirecta del MTA ProRoot Grey con las DPSC, reportando
que el MTA promovié la expresidon de genes odontoblasticos mas importantes
como la osteocalcina y la sialoproteina de la dentina. Se mencioné que, al estar en

contacto directo las células con el MTA, se promovié la diferenciacién de las

4



células pulpares resultando en colonias celulares con morfologia y funcion similar
a los odontoblastos, que a su vez son responsables de la formacién del puente de

dentina.

En diversos estudios se ha evaluado la respuesta de las células de la
pulpa dental humana cuando son expuestas a cementos de silicato dicalcico
radiopaco y al MTA de color blanco. Entre las técnicas usadas fueron la citometria
de flujo para cuantificar el porcentaje de células que se encontraban en las
diferentes fases del ciclo celular y se uso la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) con transcripcion inversa para determinar la expresiéon génica en las células
pulpares cultivadas en los cementos. Los resultados indicaron diferencias entre las
células de la pulpa dental expuestas al cemento de silicato dicalcico radiopaco o al
MTA blanco en términos de ciclo celular, proliferacion, inmunocompatibilidad y

diferenciacion osteogénica (Chen et al., 2011b).

Jung et al. (2015) compararon la capacidad inductiva de mineralizacién de
Biodentine y Bioagregado comparados con MTA. Para investigar su potencial para
inducir la diferenciacién hacia el linaje odontoblastico, se evalu6 la expresion de
sialofosfoproteina de dentina y el nivel de ARNm de la proteina de matriz de
dentina 1 (DMP1) mediante RT - PCR, los resultados obtenidos en la expresién de

estos genes no fueron significativamente diferente para los 3 materiales.

Luo et al. (2014) estudiaron la respuesta de las CTM de la pulpa dental
humana al ser expuestas al Biodentine. Midieron los niveles de expresion de la
proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK), el factor nuclear kappa B (NF-
kKB) y el calcio/calmodulina, teniendo como resultado un aumento
significativamente de la actividad de la fosfatasa alcalina y la formacion de nédulos
mineralizados. Concluyendo que Biodentine es un material bioactivo y
biocompatible capaz de inducir la diferenciacion de odontoblastos.

Se ha comparado la efectividad de varios materiales bioceramicos
(ProRoot MTA, Biodentinee y RetroMTA) como materiales de sellado en

tratamientos de endodoncia regenerativa, para la proliferacién y diferenciacion de
5



SCAP, teniendo como resultado que los 3 biomateriales probados mostraron una
significativa proliferacion en SCAP y con respecto a la diferenciacion
odontoblastica solo Biodentine mostro, tincion positiva con rojo de alizarina

(Wongwatanasanti et al., 2018).

Araujo et al. (2018) evaluaron los efectos del MTA, hidréxido de calcio y
Biodentine, como materiales de recubrimiento en SHED, obteniendo como
resultados que los tres materiales de proteccién pulpar son biocompatibles,
mantienen la viabilidad y estimulan la proliferaciéon, migracién y diferenciacion
observando una mayor migracion de SHED hacia medios condicionados con

Biodentine y mayor expresion del gen DMP-1 en el grupo MTA.

En modelos animales se han estudiado y comparado cavidades con
exposicion pulpar de ratas que fueron cubiertas con Biodentine y MTA, teniendo
como resultado que tanto el Biodentine y el MTA indujeron la proliferacion celular
y se observo la formacién del puente de dentina de tipo homogéneo en el sitio de
la lesion, secretado por las células que muestran un fenotipo odontoblastico (Tran
et al., 2012).

Una de las formas de evaluar la diferenciacién celular ha sido mediante la
expresion de diferentes genes, siendo uno de ellos la osteocalcina que, aunque es
reconocida como un marcador de formacién éseo, también esta documentada su
participacion en la dentinogénesis, Chen et al. (2022) nos presentan una
recopilacion de mas de 300 genes que participan en la dentinogénesis, entre los
cuales encontramos a la osteocalcina. Papagerakis et al. (2002) demostraron que
la proteina osteocalcina esta presente en los odontoblastos humanos, se detecta a
lo largo de los procesos odontoblasticos y se encuentra dentro de la matriz del

esmalte.



lll. Fundamentacioén tedrica

Células Troncales Mesenqguimales (CTM)

Son un tipo de células indiferenciadas con un alto potencial de proliferacion,
elevada capacidad de autorrenovarse y la habilidad de diferenciarse en uno o mas
tipos celulares del tejido conectivo (Mayani, 2003). En el organismo existen
distintos tipos de CTM clasificandose segun el potencial de diferenciacion y su

origen de obtencidén y aislamiento.

Las CTM pertenecen a un grupo de células troncales obtenidas desde tejidos
adultos conservando las caracteristicas atractivas de estas células como la
proliferacion elevada, autorrenovacion y diferenciacion. Autorrenovacion, es el
concepto utilizado para describir la capacidad que tienen de dividirse en células
idénticas a las células de origen (Mayani, 2003). Dentro de este grupo
encontramos a las células Troncales de la pulpa dental (Dental Pulp Stem Cell,
DPSC), las cuales se encuentran en la camara central de la cavidad dentaria en la
pulpa dental (Tsutsui, 2020).

Terapia Pulpar Vital (TPV)

Es una modalidad de tratamiento de base biolégica cuyo objetivo es
preservar el tejido pulpar. La TVP incluye recubrimiento pulpar indirecto y directo,

y pulpotomia parcial o total (Aguilar y Linsuwanont, 2011).

Biocompatibilidad, correcto sellado contra fugas y la capacidad para estimular la
curacion del tejido inflamado, asi como promover la formacién de dentina
reparadora, serian las caracteristicas ideales para un material utilizado en VPT.
Historicamente, el hidréxido de calcio era el material mas comun utilizado en VPT.
Sin embargo, ha sido reemplazado por la introduccion de cementos a base de
silicato de calcio hidraulicos, que se convirtieron en el estandar de oro para VPT
(Parirokh et al., 2018)



Mineral tridoxido agregado (MTA)

Fue desarrollado y descrito por la Universidad de Loma Linda. Su primera
inclusion en la literatura cientifica se dio en 1993, gracias al trabajo de Lee,
Monsef y Torabinejad, y posteriormente fue patentado en 1995 por Torabinejad y
White.

Se describe como un polvo que contiene particulas finas hidrofilicas que,
en presencia de humedad, tienen la capacidad de fraguar. Al momento de entrar
en contacto con el agua se genera un gel de tipo coloidal con una estructura dura
(tabla 1).

Tabla 1. Compuestos del MTA

e Oxido de silicato
e Silicato dicalcico

. ¢ Silicato tricélcico
Compuestos principales del

MTA e Sulfato de calcio dihidratado
e Aluminato férrico tetracalcico
e Oxido tricalcico

-Incluye una pequefa concentracion de Oxidos minerales, los cuales son
responsables de las diversas propiedades fisico-quimicas de este compuesto.

-Adicionado con 6xido de bismuto el cual le proporciona la capacidad radio-opaca

El MTA, es uno de los materiales mas usados por los resultados positivos
reportados. En varios estudios se han descrito elevadas tasas de éxito cuando se
utiliza en terapias de pulpa vital (Mente et al.,, 2014; Kundzina et al., 2017;
Torabinejad et al., 2018; Mente et al., 2014). La biocompatibilidad del MTA es una



de sus caracteristicas principales, en la mayoria de los estudios que son

realizados in vitro o in vivo, se registra una respuesta favorable, tanto cuando se

utiliza de forma exclusiva o en combinacion con otros materiales (Hwand et al.,

2009).

Biodentine

Es un material compuesto de sulfato tricalcico, se reporta como un

compuesto biocompatible con propiedades y comportamiento mecanico muy

similar a la descrita en dentina sana, por lo cual es indicado para diferentes

tratamientos (tabla 2).

Compuesto por:

e La porcién del polvo que contiene silicato tricalcico, considerandose como el

principal componente y responsable de la regulacion del fraguado. Incluye

también el carbonato de calcio que es un relleno del material y didxido de

zirconio que otorga radiopacidad.

e La porcion del liquido incluye cloruro de calcio que funciona como un

acelerador y polimero hidrosoluble que reduce la viscosidad (Laurent et al.,

2008).

Tabla 2. Indicaciones del uso del Biodentine

Zona coronal

Restauracion permanente de la dentina

Restauracion temporal del esmalte dentinario
Restauracion de lesiones cariosas profundas y radiculares
cervicales

Recubrimiento pulpar y Pulpotomia.

Zona
Radicular

Reparacién de perforaciones radiculares Perforaciones de furca
Resorciones internas y externas Apexificacion

Obturacion de la raiz en cirugia endododntica

(Ficha tecnica, Septodont).




Como agente de apdsito en pulpotomias ha demostrado sus propiedades
bioactivas, las cuales estimulan la regeneracion del tejido duro sin provocar
inflamacion, tanto moderada o grave, en la pulpa dental (Malkondu et al., 2014).
Cabe resaltar que la informacién actual sobre la biocompatibilidad es limitada, los
datos disponibles reportan resultados favorecedores en términos de su baja

citotoxicidad y aceptabilidad de los tejidos (Malkondu et al., 2014).

Osteocalcina

La osteocalcina es una proteina sintetizada por el osteoblasto. Fue
descubierta en los afios 70°s y desde entonces ha sido utilizada como marcador
de formacién Osea al ser un producto osteoblastico (Karsenty G. 2023). Sin
embargo, también se ha informado de la expresion de osteocalcina en la dentina
(Papagerakis et al., 2002).

Esta proteina pertenece a la clasificacion de proteinas de tipo no colageno
de la matriz 6sea. Se ha reconocido ampliamente como biomarcador de la
diferenciacion osteogénica y odontogénica. Se ha reporta como sintetiza en un
proceso dependiente de vitamina K, la cual permite que se desencadene la
carboxilacién, aumentando asi la afinidad de los cristales de hidroxiapatita en los
tejidos mineralizados. Entre las principales funciones es la regulacion de la
correcta y continua mineralizacion 6sea y dentinaria, facilitando el desarrollo de

depdsitos de calcio y fosfato en la matriz extracelular (Karsenty, 2023).

Adicional a la funcion propiamente estructural, la osteocalcina se ha
identificado como una molécula bioactiva con propiedades hormonales, ya que
esta involucrada en la homeostasis energética y su expresion es crucial para la
diferenciacion al linaje odontoblastico promoviendo la formacion de dentina y

asegurando la funcionalidad (Karsenty, 2023).

Estudios recientes han demostrado que materiales bioactivos como los
cementos endoddnticos modulan la expresién de osteocalcina, o que sugiere su

importancia en la seleccion de biomateriales para la regeneracion dental y la TPV.
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En el estudio de Ching et al. (2017) se comparé el potencial de
diferenciarse al linaje odontogénico entre las DPSC y células troncales derivadas
de dientes deciduos exfoliados. Las proteinas de osteocalcina, colageno Tipo 1 vy
Fosfatasa Alcalina fueron utilizadas como marcadores positivos de la
diferenciacion. Los resultados reportaron que la osteocalcina destaco por su papel
directo en la mineralizacién tardia y la maduracién celular. Este precedente
refuerza el potencial de utilizar a este marcador para monitorear el proceso de

diferenciacion celular hacia el odontoblasto.

Con la finalidad de corroborar la funcién directa asociada a la expresion y
sintesis de la osteocalcina, se realizé6 un estudio que altero la expresién de la
proteina hnRNP A1 (relacionada con la supresion de la osteocalcina) en un
modelo in vitro en DPSC. Los resultados indicaron una reduccion significativa en la
presencia de la osteocalcina en las células. Esto desencadend una inconclusa
formaciéon de nddulos mineralizados. Estos hallazgos sugieren el papel
fundamental de la osteocalcina como marcador de diferenciacion positivo hacia el

linaje odontoblastico.

La evaluacion de tipo comparativa entre cementos endododnticos que
determine la expresion de osteocalcina; asi como su impacto en la diferenciacion
de los odontoblastos, representa un avance fundamental que servira como
antecedente para las terapias de reparacidén y regeneracién tisular en la
odontologia regenerativa. La osteocalcina, al ser un marcador clave de la
mineralizacién dentaria permite definir la bioactividad de los materiales utilizados
en tratamientos de TPV y regeneracion tisular. Los resultados obtenidos no solo
mejoraran la practica clinica actual, sino que sentaran las bases para el disefio de
nuevos biomateriales que favorezcan la conservacion y preservacion de los

organos dentarios.
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IV. Hipétesis

Hipoétesis de trabajo
La estimulacion con cemento Biodentine genera un nivel de expresion mas
alto del gen de la osteocalcina en células troncales mesenquimales de la pulpa

dental en comparacién con el obtenido mediante el uso de MTA Angelus.

Hipotesis nula
La estimulacion con cemento Biodentine genera un nivel de expresion
similar del gen de la osteocalcina en células troncales mesenquimales de la pulpa

dental en comparacién con el obtenido mediante el uso de MTA Angelus.
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V. Objetivos

V.1 Objetivo general

Determinar los niveles de expresion del gen osteocalcina en células troncales
mesenquimales de la pulpa dental expuestas al cemento Biodentine o MTA

Angelus.

V.2 Objetivos especificos

1. Estandarizar el cultivo de células troncales mesenquimales de la pulpa
dental en condiciones in vitro.

2. Medir la expresion del gen osteocalcina como marcador odontoblasticos en
células troncales mesenquimales de la pulpa dental expuestas al cemento
Biodentine y MTA Angelus.

3. Comparar los niveles de expresion del gen osteocalcina como marcador
odontoblasticos en células troncales mesenquimales de la pulpa dental, que

fueron expuestas al cemento Biodentine y MTA Angelus.
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VI. Material y métodos
V1.1 Tipo de investigacién
El presente proyecto es de tipo experimental in vitro.
V1.2 Unidad de analisis

Se utilizaron células troncales mesenquimales obtenidas de la pulpa dental de

personas adultas (DPSC).
V1.3 Muestra

DPSC aisladas de dos pacientes con dos repeticiones cada uno y con una réplica

por condicidén y experimento.
V1.4 Criterios de seleccion
Criterios de inclusion

Pacientes
— Pacientes sanos mayores de 18 y menores de 25 afios.
— Con prueba negativa de COVID-19 (vigencia 7 dias).

Organos Dentales

— Terceros molares sin odontoseccion al momento de la extraccion.

Cultivos Celulares

— Cultivos de células DPSC con evidente viabilidad celular.

— Cultivos de células con caracteristicas celulares asociadas a las CTM.

Criterios de exclusion
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Cultivos celulares con nula o baja tasa de proliferacién y con viabilidad celular

alterada.

Criterios de eliminacion

Se eliminaron todos los cultivos celulares y las muestras que presentaron
alguna alteracion o modificacion imprevista que imposibilitaban evaluar las

variables de interés.
VIL.5 Variables estudiadas

En el presente proyecto se considerd una variable dependiente y una

independiente para describir el fendmeno a estudiar (tabla 3).

Tabla 3. Descripcion de las variables del estudio.

Tipode Escalade Unidades de Instrumento de Recoleccion

Variable Tipo Descripcion Conceptual

variable Medicion medida medicién de datos

Gen asociado a la
Gen . Dependiente dlferenmatlzlon odontoblasrtllca Cuantitativa Ordinal Ct (Ciclo de Stngne Plus
Osteocalcina que determina la morfologdia y Treshold) (equipo de gPCR) EXCEL
funcién de los odontoblastos.
Material ' Se probaran dos materiales, - ' Concentracion Bascula y
endodontico | MoePENdiente Biodentil y MTA Cuanfitativa|  Ordinal (mM) micropipetas

VIL.6 Técnicas e instrumentos

Se realizé gPCR en el equipo STEP ONE PLUS (Applied biosystem) y se
registraron, en una hoja de Excel (Microsoft Office), el numero de ciclos cuando se
cruza el treshold (Ct) del gen Osteocalcina en los diferentes cultivos (en los
estimulados con MTA Angelus y los estimulados con Biodentine).
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VI1.7 Procedimientos

Objetivo 1: Estandarizar el cultivo de células troncales mesenquimales de la

pulpa dental en condiciones in vitro.

Se realizd el siguiente procedimiento para la extraccion y asilamiento de la CTM

de la pulpa dental de dos pacientes adultos:

1.

4.

Se realizé a 2 terceros molares obtenidos por indicacion de extraccion
asociada a tratamientos ajenos al presente proyecto y por motivos
ortoddnticos. Es importante resaltar que solo se utilizaron para esta linea de
investigacion y fueron sin fines de lucro. Una vez realizados los
experimentos, los productos de desecho fueron eliminados conforme a las
normas de bioseguridad y disposicion de materiales bioldgicos infecciosos.
Los 6rganos dentarios se colocaron en un tubo falcon de 15 ml con Buffer
Salino estéril al 1% adicionado con antimicrobianos al 3% (estreptomicina,
penicilina y anfotericina).

Posteriormente, se realizaron dos lavados en frio a 4°C, en el lugar de la
extraccion.

Se colocaron en Medio de Transporte (dulbecco modified Eagles minimal
essential medium), enriquecido con antimicrobianos al 3% (estreptomicina,

penicilina y anfotericina) (figura 1).

Figura 1. Buffer Salino con antimicrobianos, colocado en tubos
falcon.
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5. se realiz6 un corte longitudinal en el érgano dentario para exponer el
paquete vasculonervioso. El procedimiento se realizé dentro de la campana

de flujo laminar, (figura 2).

| .

Figura 2. Representacion de la secuencia de corte de los érganos dentarios
para exponer la pulpa dental.

6. Se realizaron lavados con una jeringa estéril de 1ml y aguja (31G, diametro
.25, azul) en una caja Petri con Medio de transporte.

7. Se disgrego el tejido pulpar hasta eliminar coagulos, astillas y fibrina (figura
3).

Figura 3. Tejido pulpar disgregado

8. Se retir6 del medio de transporte el material obtenido de la pulpa dental y
fue colocado en un tubo falcén de 15 ml con medio de trasporte nuevo.

9. Se centrifugo, a temperatura ambiente, a 3,000 rpom por 5 min (figura 4).

17



Figura 4. Proceso de centrifugacion para el aislamiento de las células presentes
en la pulpa dental.

10.Se retiraron del medio de transporte.
11.El pellet celular fue resuspendido en Medio Basal de Cultivo (DMEM, 20%
de suero fetal bovino y 1% de antimicrobianos estreptomicina, penicilina y

anfotericina) (figura 5).

Figura 5. Células resuspendidas en pellet.

12.Se mantuvieron en una incubadora celular con una temperatura de 37°C y
5% de CO:z2 (figura 6).
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Figura 6. Células dentro de incubadora

Obtencidon de Biodentine y MTA Angelus

1. Los materiales se homogenizaron respetando las instrucciones del
fabricante y bajo condiciones asépticas.

2. Posteriormente, los materiales se colocaron en moldes de silicona; los
cuales tienen un diametro de 5 mm y altura de 3 mm.

3. El proceso de fraguado se realizd en una incubadora a 37 ° C con el 95%
de humedad durante 24 hrs.

4. Posteriormente, las pastillas formadas fueron retiradas del molde de
plastico y expuestas a la luz ultravioleta por 15 min.

5. Se realizaron diluciones en Medio Basal con concentraciones de 0.5 mM, 1

mM, 2 mM para ambos cementos (figura 7).

Figura. 7. Obtencién de las concentraciones de los tratamientos (MTA Angelus y

Biodentinee).
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Objetivo 2. Medir la expresion del gen osteocalcina en células troncales
mesenquimales de la pulpa dental (DPSC) expuestas al cemento Biodentine
y MTA.

Con la finalidad de obtener una mayor cantidad de células para la
exposicién a los cementos, fue requerido primero expandir el cultivo celular, el

proceso realizado fue el siguiente:

Se realizaron subcultivos fijos cada 3 dias por un total de 11 pasajes.
La densidad de siembra fue de 50,000 células en cajas Petri de 3 cm.
El medio de cultivo fue renovado cada 48hrs.

Se cosecharon las células con tripsina y EDTA en condiciones frias.

Se contaron las células en camara de Neubauer (figura 8).

oo OB~ WN -

El proceso de repitié por 11 ocasiones.

. \mproved

0.0025mm?

— |
~ Neubauer
[ B

A
Ve

Figura 8. Conteo de células en camara de Neubauer

Con la finalidad de determinar los niveles de expresion del gen de

osteocalcina se realizé el siguiente procedimiento.
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Se sembraron dos cajas de Petri de 3 cm con una densidad de 50,000
células.

Se dejaron incubar por 24 hrs. En el caso del control negativo inicial, se
extrajo el RNA mensajero previo inicio a la exposicion de los tratamientos.

El tratamiento total duro 21 dias con recambios de medio de diferenciacion
osteogénica cada 48hrs. Es importante resaltar que, para el presente
proyecto, se extrajo el RNA mensajero a los 4 dias post exposicion.

El método de extraccion de RNA fue con la técnica del TRIzol(®) (Sigma
Aldrich) siguiendo el protocolo de manufactura.

El RNA mensajero obtenido se almacend a -80°C.

Con la finalidad de determinar la concentracion y pureza del RNA mensajero
aislado, se midieron por nanoespectrofotometria (NANODROP PLUS, Thermo
Fisher). Las muestras se clasificaron en excelente calidad con una
concentracion superior a 100ng/ul, 2.0 (260/280) y 2.0 (260/230). Calidad
intermedia con una concentracion entre 30 a 100ng/ul, 2.0 £0.5 (260/280) y
2.0 £0.5 (260/230). Calidad baja (eliminadas) con una concentracion menor a
30 a 100ng/ul, 2.0 £0.6 (260/280) y 2.0 +0.6 (260/230).

Adicional a ello, se realiz6 un gen de electroforesis al 1% de agarosa para
determinar la integridad del material genético. Las bandas que fueran
visiblemente degradadas fueron eliminadas.

La sintesis del DNA complementario (cDNA) se realizd por transcripcion
reversa con el kit Access RT-PCR System (Promega) respetando las

indicaciones del fabricante.
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Figura 10. Proceso de electroforesis.

Reaccion en Cadena de la polimerasa en tiempo real

Las condiciones utilizadas para el analisis cuantitativo en tiempo real de la

reaccion en cadena de la polimerasa (QPCR) fueron las siguientes:

1. Se realiz6 el master mix que incluye 2ul de cDNA 0.5 ml de cebador directo
e inverso, H20 libre de contaminantes y Taq Polimerasa asociada al SYBR
Green (Kit LightCycler® 480 SYBR Green | Master, ROCHE) resultando en
un total de 10 ml para cada reaccion. En cada ocasion, se incluyé un control
negativo carente de cDNA y reemplazado por H20 para descartar
contaminaciones.

2. Se realizaron un total de 40 ciclos de gqPCR. Cada ciclo incluyé una
desnaturalizacion a 94°C por 5 min. Posteriormente, la fase de extension
incluyo una etapa de desnaturalizacion a 95°C por 30 s, seguido por la
temperatura de alineaciéon (60°C) por 30 s. Finalmente, una fase de
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extension a 72°C por 1 min. Posteriormente, se realiza una curva de melting
para definir la presencia de artefactos inespecificos que sobre o sub

estimen los resultados.

Objetivo 3: Comparar los niveles de expresion del gen osteocalcina en
células troncales mesenquimales de la pulpa dental, con cemento Biodentine
y MTA.

Con la finalidad de determinar que cemento promovié en mayor proporcion
los niveles de expresion del gen de osteocalcina se realizdé un analisis estadistico

como se describe a continuacion:

V1.8 Analisis estadistico

El analisis estadistico que se realizd estuvo orientado a comparar los
niveles de expresién génica asociados con la diferenciacion odontogénica en
células troncales expuestas a dos cementos endoddnticos: Biodentine y MTA.
Debido a que los datos no siguieron una distribucion normal, se utilizé la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis para evaluar las diferencias en la expresiéon del
gen marcador de diferenciacion (osteocalcina) entre los grupos experimentales.
Los resultados inferiores al p<0.05 fueron consideradas con diferencias

significativas.

VL.9 Consideraciones éticas

El proyecto fue aprobado por el Comité de Bioética y el Consejo de
Investigacion y Posgrado de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma
de Querétaro. Los 6rganos dentales fueron donados por los pacientes después de
su extraccion y una vez realizados los experimentos, los dientes se desecharon
conforme a la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 que habla del Manejo de Residuos
Peligrosos Bioldgico-Infecciosos. El presente proyecto se llevo a cabo respetando
los principios éticos establecidos en la Declaracion de Helsinki, emitida por la
Asociacion Médica Mundial. Se garantizé el respeto por los derechos, la seguridad
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y el bienestar de los participantes, quienes fueron informados detalladamente
sobre los objetivos, riesgos y beneficios del estudio. Ademas, todos los
participantes otorgaron su consentimiento informado por escrito antes de su
inclusién en la investigacion, asegurando asi el cumplimiento de las normativas

internacionales de ética en investigacion biomédica.

24



VII. Resultados

Estandarizar el cultivo de células troncales mesenquimales de la pulpa
dental (DPSC).

Se obtuvo satisfactoriamente un cultivo celular viable durante mas de 18
dias con un total de 11 pasajes. Lo anterior, permitio registrar un total de mas de

1,300,000 células expandidas en cajas de Petri de 10 cm.

La elevada tasa de proliferacion fue comprobada al duplicar la cantidad de
células sembradas en un total de 1.3 dias. Durante el cultivo, la morfologia
registrada es de tipo fibroblastoide acorde con la esperada en las DPSC (figura
11). Es importante resaltar que durante la primera semana fueron visibles muy
pocas células obtenidas del aislamiento, en su mayoria se ubicaban por debajo de
los acumulos del detrito celular lo que dificultaba visualizarlas. Para los 12 dias
eran visibles colonias definidas de células y para los 18 dias, se encontraba
totalmente cubierta la superficie de la caja de Petri. En este punto, se realizé la

siembra celular para los tratamientos con los cementos probado.

Figura 11. Proliferacién celular del cultivo a 6, 12 y 18 dias.

6 dias 12 dias 18 dias
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Expresidon del gen osteocalcina en células troncales mesenquimales de la

pulpa dental (DPSC) expuestas al cemento Biodentine y MTA Angelus.

El gen de osteocalcina fue utilizado como marcador de diferenciacion
hacia el linaje odontoblastico. Se realizaron PCR convencionales para identificar la
expresion positiva o negativa, de este gen, en los diferentes tratamientos. Los
resultados muestran una expresion positiva en todas las condiciones
experimentales a las que fueron expuestas las DPSC independientemente de la

concentracion de cada cemento (figura 12)

Figura 12. Productos de PCR obtenidos para el gen de Osteocalcina en DPSC

expuestas a dos cementos selladores.

1000ph
Marcador de P

peso molecular zgzpb L e amd i oy WS o e

pb
1 2 3 4 ) 6 7 8

Descripcion: carriles 1,2- Osteocalcina expresada en DPSC expuestas a 0.5 mM
de los cementos. Carriles 3,4- Osteocalcina expresada en DPSC expuestas a 1
mM de los cementos. Carriles 5,6- Osteocalcina expresada en DPSC expuestas a
2 mM de los cementos. Carriles 7,8- Actina expresada en DPSC expuestas a 0.5
mM de los cementos. Numeros impares: Biodentine. Numero pares: MTA Angelus.

Este resultado permite dilucidar que los dos cementos (Biodentine y MTA
Angelus) fueron capaces de promover una diferenciacion asociada al linaje similar
a los odontoblastos al expresar el gen de la osteocalcina. Esta informacion, no es
suficiente para determinar que cemento y concentracion fue la que mas expreso

osteocalcina al ser solo mediante PCR convencional. Para definir, con sensibilidad
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y especificidad, los niveles de expresion de la osteocalcina se realizaron qPCR
para cuantificar con exactitud al gen y su asociacion a los cementos y

concentraciones de estos.

Comparar los niveles de expresion del gen osteocalcina en células troncales
mesenquimales de la pulpa dental (DPSC), con cemento Biodentine y MTA

Angelus.

Los dos cementos de interés del presente proyecto son ampliamente
utilizados en la practica clinica. Sin embargo, es relevante describir el potencial de
estimular la diferenciacion celular hacia el linaje odontoblastico al favorecer la
regeneracion tisular. Por lo anterior, se compararon los dos cementos a tres
concentraciones distintas. El analisis se realiz6 durante los primero 7 dias de
exposicion para determinar los niveles de expresion del gen de osteocalcina

(marcador positivo de diferenciacion) en las DPSC expuestas.

Los resultados asociados a la concentracion de 0.5mM de ambos cementos
muestran una diferencia significativa (grafica 1) entre los dos cementos
comparandolos con el control positivo (medio de diferenciacion establecido para
favorecer la diferenciacién odontoblastica). El Biodentine, presentd una diferencia
significativa contra el control negativo, no asi para el MTA Angelus donde no
existié diferencia significativa (grafica 1). Lo anterior, evidencia que los cementos
promovieron la diferenciacion odontoblastica. Sin embargo, en mayor proporcién el
Biodentine. Es importante destacar que el control positivo registr6 un aumento

significativo de la expresion del gen (grafica 1).
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Grafica 1. Niveles de expresién del gen de Osteocalcina a 7 dias de exposicion a
una concentracion de 0.5 mM de los dos Cementos Endodénticos probados
(Biodentine, MTA Angelus).

Expresion de Ostecalcina a 7 dias de exposicion a una
concentracion de 0.5 mM.
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-20.00

BIO7d MTA7d c-07d C+07d
m0.5 46.68 4.06 1.00 15791

Tratamientos

n=2 *p<0.001

Los resultados obtenidos con la concentracion de 1Mm muestran un aumento
significativo del Biodentine a diferencia del MTA Angelus y el control negativo
(grafica 2). Es importante resaltar que, el Biodentine, registré un nivel de expresion
similar al control positivo (gréfica 2). En el caso de MTA Angelus, los niveles de
expresion medidos no mostraron diferencia significativa en comparacién con el
control negativo (grafica 2). Esto quiere decir que, a dosis de 1 mM, el Biodentine

fue el cemento mas efectivo en promover la diferenciacion.
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Grafica 2. Niveles de expresiéon del gen de Osteocalcina a 7 dias de exposicion a
una concentracion de 1 mM de dos Cementos Endodédnticos (Biodentine, MTA

Angelus).

Expresion de Ostecalcina a 7 dias de exposicion a una
concentracion de 1 mM.
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Los resultados registrados para la concentracion de 2mM son similares a la
concentracion de 1 mM de los cementos. Se demuestra que Biodentine es el
cemento que promueve, en mayor grado, los niveles de expresion siendo similar al
control positivo (grafica 3). MTA Angelus, no promovié la exposicion del gen

registrandose igual al control negativo (grafica 3).
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Grafica 3. Niveles de expresién del gen de Osteocalcina a 7 dias de exposicion a
una concentracion de 1 mM de los dos Cementos Endoddnticos (Biodentine, MTA
Angelus)

Expresion de Ostecalcina a 7 dias de exposicion a una
concentracion de 2 mM.

350.00
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200.00

150.00
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n=2 **p<0.001

En general, los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que
Biodentine tiene un mayor potencial para su aplicacion clinica como material
promotor de la diferenciacion odontoblastica, especialmente en concentraciones
de 1 mM y 2 mM, posicionandose como una alternativa prometedora en
comparacion con el MTA Angelus.
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VIIl. Discusién

Numerosos factores son los involucrados en la modulacién y promocién
del proceso de diferenciacién de las células troncales mesenquimales. Los
materiales que son utilizados en TPV, deberian de promover este proceso con la
finalidad de favorecer la regeneracion tisular efectiva. Los cementos de silicato
tricalcico, entre ellos MTA Angelus y Biodentine, han sido recomendados
ampliamente para estos tratamientos, por sus buenas caracteristicas de
bioactividad (Torabinejad 1995), (Rathinam et al. 2015). Dentro de los cementos
mas utilizados en la actualidad parar los tratamientos TPV, estan el MTA Angelus
y el Biodentine, los cuales han sido comparados en este trabajo por su amplio uso

en la practica clinica.

Se han realizado analisis comparativos entre Biodentine y el hidroxido de
calcio en dientes primarios con caries profundas, donde se evidenciaron
diferencias significativas en términos de éxito clinico y radiografico a los 6 y 12
meses de seguimiento. Los resultados sostienen que el Biodentine mostré tasas
de éxito clinico del 99.2% a los 6 meses y del 98.8% a los 12 meses, superando
completamente al hidréxido de calcio (Laser et al., 2023). En el caso del MTA, se
han reportado diversos estudios que resaltan su gran eficacia en tratamientos
enfocados a la reparacion de perforaciones radiculares, regeneracién endodéntica
y apexificacion. En especifico, se ha descrito una capacidad significativa para
facilitar la formacion de puentes de dentina, disminuir la inflamacion pulpar y
promover una mejor cicatrizacion en la regién periapical. Sin embargo, y a pesar
de sus resultados prometedores, se han reportado desventajas como el
prolongado tiempo de fraguado, una solubilidad alta en etapas iniciales, la
presencia de decoloracion dental y una baja resistencia compresiva en
comparacion con otros materiales similares. A pesar de lo anterior, sigue siendo
en la actualidad un material de elecciéon en cuadros clinicos complejos (Wang et
al., 2023).

31



Considerando que son dos cementos actualmente muy usados en la
practica clinica, es relevante conocer y describir el efecto que ejercen en el

proceso de la diferenciacion odontoblastica.

Esta diferenciacion celular asociada al linaje odontoblastico es
considerada como un proceso maestro en la formacion de dentina y se considera
un componente esencial para fomentar la reparacion y/o regeneracion tisular. Este
mecanismo se encuentra regulado por una amplia y muy compleja red de diversas
vias de sefalizaciéon celular y molecular donde intervienen factores de
transcripcion, expresion de genes clave y mecanismos epigenéticos que modulan
la tasa de éxito en el compromiso, diferenciaciéon y maduracion de las DPSC. En el
estudio de Pan et al. (2023), se buscdé comprender los mecanismos celulares y
moleculares asociados a la diferenciaciéon odontoblastica; los cuales no solo
desencadenan el compromiso de las células DPSC a un linaje odontoblastico, sino
que favorecen la maduracidn metabdlica para que las células resultantes se
comporten fisioldgicamente como se espera para este tipo de células. Estos
estudios son valiosos para profundizar en la etiologia y correccién de los defectos
dentarios asociados a padecimientos y sindromes genéticos. El conocimiento
generado de estos estudios ofrece un antecedente prometedor en disefio,
desarrollo y aplicacion de biomateriales que sean efectivos en facilitar la

regeneracion o reparacion tisular.

Considerando la relevancia de conocer y describir el proceso de
odontogénesis, se han desarrollado formas de evaluar la diferenciacion
odontogénica, una de ellas es la expresidon de marcadores genéticos, como la
osteocalcina, la produccion de esta proteina esta restringida a las células que
funcionan con capacidad de mineralizacion, incluidos osteoblastos y odontoblastos
y se considera un simbolo terminal en la regeneracion del tejido duro (Zhang
2008).
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En el estudio de Alzer et al. (2024) se demostré una expresion significativa
del gen de osteocalcina en odontoblastos humanos adultos mediante técnicas de
inmunohistoquimica. Este marcador genético es reconocido ampliamente por la
capacidad de union a la hidroxiapatita; asi como desempefa un papel importante
en la regulacién de la mineralizacidén. Estos resultados subrayan el potencial de
este gen para ser utiizado como un marcador positivo de diferenciaciéon
odontoblastica como se realizo en el presente estudio y donde se demostro una

expresion positiva en ambos cementos de interés (MTA, Biodentine).

Con respecto al MTA Angelus, en el presente estudio, aunque se obtuvo la
expresion de osteocalcina, esta no fue estadisticamente significativa, comparada
con el grupo del control negativo, en ninguna de las 3 concentraciones expuestas

(0.5, 1y 2mM) a los 7 dias de exposicion.

Una de las posibles causas asociadas y que limité que no se mostrara un
aumento en la expresion, fue el tiempo de exposicion tan corto. Huang et al.
(2007), estudiaron la secuencia de los perfiles de expresion de factores de
crecimiento de células osteoprogenitoras a osteoblastos, estableciendo que de los
dias 15 al 28, se daba la diferenciacién terminal y la maduracion de las células, en
estos dias la osteocalcina fue uno de los marcadores principales que se

expusieron.

En paralelo Wei et al. (2007), evaluaron la expresion de marcadores
durante la mineralizacién en a los 7, 14 y 21 dias, y la expresion de la osteocalcina
fue exponencial alcanzado el nivel maximo a los 21 dias, esto indicado el aumento
de la expresiéon del gen con cada incremento de la diferenciacion en el linaje de
odontoblastos con base a esta informacion se podria deducir que con el tiempo el
gen de osteocalcina de las DPSC se incrementaria y si se tomaran muestras en
los dias 14 y 21, del experimento se podria esperar que se alcanzara una
expresion del gen de osteocalcina mayor. En el presente estudio, se analizaron
células que estuvieron expuestas por 7 dias. Por lo anterior, era de esperarse que
el nivel de expresion fuera bajo o casi nulo. Sin embargo, para el control positivo y

el Biodentine, se obtuvo una expresion positiva.
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Los resultados obtenidos en la presente investigacion no coinciden con el
estudio de Xiu (2012), donde las células DPSC, expuestas a MTA, si registraron
un aumento significativo en la expresion de osteocalcina con dos diferentes
concentraciones, al igual que en este estudio la concentracion del cemento no
jugé un papel determinante. En otro estudio se reportd la expresion de
osteocalcina en células identificadas como preosteoblasticas favoreciendo la
diferenciacion osteogénica. Este efecto se reflejo de manera independiente de las
populares Proteinas Morfogenéticas Oseas (BMP) y se menciond que el proceso
molecular estuvo a cargo del Factor de Transcripcion Atf6, el cual se describe
como un gen clave en la via de sefalizacion ante el estrés del reticulo
endoplasmatico (Maeda et al., 2015). Estos resultados declaran el potencial del

MTA en la regeneracion osea inicial.

Con relacion a los resultados obtenidos con el cemento Biodentine, en el
presente trabajo, se registré un aumento en los niveles de expresion del gen de
osteocalcina en las células DPSC expuestas a este material en cualquiera de las
tres concentraciones probadas. Aunado a ello, para el caso de las
concentraciones de TmM y 2mM no se mostrd diferencia significativa comparado
con el control positivo, coincidiendo con los resultados obtenidos por
Wongwatanasanti et al. (2018) en donde observaron un aumento en la expresion
de este gen en células troncales de la papila apical. Es importante puntualizar que
este registré se logré al paso de 14 post exposicion. A diferencia de la presente
investigacion la cual logré identificar la expresion a los 7 dias post exposicion. Esto
refuerza la teoria asociada al potencial odontogénico que se le adjudica al

Biodentine.

Por otro lado, Pedano, et al. (2018) al evaluar la expresion de osteocalcina
reportaron su expresion hasta el dia 10. En el presente estudio, la expresion de
osteocalcina en las células DPSC expuestas al material Biodentine a una
concentracion de 2 mM mantuvo el efecto observado con la concentracién de 1
mM. Aunque se registr6 un aumento en la expresién en comparacion con el

control positivo, la alta variabilidad entre las muestras generd una desviaciéon
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considerable, lo que seguramente facilita el enmascaramiento del efecto real del
material sobre la expresion génica. Esta situacion debe considerarse para futuros

estudios, fomentando un numero mayor de muestras para el analisis.

Cuando se evaluan las caracteristicas de los cementos asociadas a la
citotoxicidad, proliferacion y adhesion, tanto MTA como Biodentine se describen
resultados prometedores que los convierten en materiales efectivos para su
aplicaciéon clinica (Widbiller et al. 2016; Catala et al., 2017). Sin embargo, aun
existen areas de oportunidad para describir el efecto celular y molecular que
desencadenan los cementos en especial, respecto a las alteraciones en el proceso

de odontogénesis.

En el presente estudio, Biodentine registrd un nivel de expresion superior
para el gen osteocalcina con respecto al MTA, estos resultados difieren a los
obtenidos por Maher et al. (2018), en donde el MTA fue superior al Biodentine,
presentando una menor citotoxicidad, proliferacién celular y en la expresion de los
genes Fostatasa Alcalina, Colageno tipo | y Osteocalcina, pero este resultado
puede ser debido a la alta concentracion de Biodentine utilizada. Luo et al. (2014)
recomendaron el uso de una concentracién baja de este material sobre el rango
de 0,2 mg/mL.

En el estudio de Maru et al. (2023) se evaluo la citotoxicidad y la expresiéon
génica de Biodentine y MTA en células troncales derivadas de dientes deciduos
exfoliados (SHEDs). El tratamiento de exposicion fue de 21 dias en total. Los
resultados demuestran que Biodentine es el cemento con mayor expresion del gen
de osteocalcina. Adicional a ello, otros genes asociados a la diferenciacion de los
odontoblastos como el gen conocido como Factor 2 de Transcripcion asociado a
Runt (Runx2), Fosfatasa Alcalina (ALP) y Proteina de la Matriz Dentinaria 1 (DMP-
1) también aumentaron en el tratamiento con Biodentine. Estos registros
contrastan con los obtenidos con | cemento MTA, el cual fue el material con menos

capacidad odontogénica.
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Los resultados obtenidos en el presente estudio sugieren que, si bien es
cierto que ambos materiales presentan biocompatibilidad y contribuyen a la
diferenciacion celular, Biodentine es el material que destaca al registrar una mayor
capacidad para inducir la expresion genética de marcadores odontoblasticos, en
particular de la osteocalcina. La superioridad del Biodentine se atribuye a su
composicién quimica y su capacidad de liberar iones de calcio de forma mas
efectiva. Esto favorece un microambiente 6ptimo para que se desencadene la
diferenciacion y maduracion celular. A diferencia del MTA Angelus, que aunque
también es un material bioactivo y fuerte mente utilizado en terapias endodonticas,
mostro una expresion inferior del gen marcador de diferenciacion (osteocalcina).
Estos resultados resaltan la relevancia de considerar las propiedades bioactivas
de los cementos; asi como describir la diferenciacion odontoblastica con la
finalidad de crear herramientas utiles para fortalecer el area de la regeneracion

tisular y sus futuras aplicaciones clinicas.
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IX. Conclusiones

En este estudio se puede concluir que las DPSC expuestas a cemento Biodentine
obtuvieron mayor expresion del gen osteocalcina que las expuestas al MTA
Angelus, con las condiciones descritas en este estudio se puede deducir que el
cemento Biodentine podria tener mejores caracteristicas bioactivas, teniendo una
mejor participacion en los tratamientos de TPV, obteniendo mejores resultados en

la formacion de tejido mineralizado.

Las investigaciones relacionadas con la expresion génica en células troncales
(obtenidas de diferentes tejidos orales) que son expuestas a diferentes
biomateriales es prioritario para comprender el potencial que presentan y su
aplicacion en terapias de regeneracion tisular. Evaluar la capacidad de los
cementos usados en el area de la endodoncia, permitiria identificar a los
materiales con mejores registros sobre sus propiedades bioactivas y capacidad de

induccion la diferenciacion hasta la maduracion de los odontoblastos.

Ademas, estos estudios proporcionan una base cientifica para el desarrollo de
nuevos biomateriales con una mayor y mejorar eficiencia en la formacion de
tejidos mineralizados, mejorando la predictibilidad clinica y la tasa de éxito en
procedimientos de conservacion pulpar. Al analizar marcadores clave como la
osteocalcina, se obtiene informacién relevante sobre la interaccidon celular con
estos materiales, lo que facilita su seleccion y aplicacidn en odontologia

regenerativa.
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IX. Propuestas

En este estudio se tomd registro de la expresion del gen en el dia 7, seria
importante evalualo nuevamente en diferentes tiempos en los dias 14, 21 y 48,
para evaluar si el gen aumenta, debido a que la osteocalcina se considera un
simbolo terminal en la regeneracion del tejido duro. La estimulacion de las células
con los cementos fue realizada mediante concentraciones de estos, para simular
un entorno mas mas parecido al que se presenta cuando se lleva a cabo un
tratamiento de TPV, se podria desarrollar un protocolo en el que las células

tuvieran un contacto directo con los cementos.

El avance de la investigacion en el area odontoldégica, en especial en los
biomateriales mas usados y populares, abre nuevas perspectivas en la
odontologia regenerativa y en la optimizacion de los tratamientos endodonticos. La
integracion de estudios basados en la expresion génica permite no solo identificar
materiales con mejores propiedades para la diferenciacion celular, sino también
desarrollar enfoques personalizados en la terapia pulpar, esto favoreciendo la
resolucidn exitosa de cuadros clinicos complejos. Conforme se profundiza la
compresion de los mecanismos celulares y moleculares que estan implicados en
la regeneracion tisular odontolégica, sera posible disefiar cementos que estimulen,
de manera mas efectiva, la reparacién y regeneracion del tejido pulpar. Esto
fomentara una mejor respuesta bioldgica reduciendo la necesidad de otros

tratamientos mas invasivos en el futuro.

Ademas, estos estudios representan un paso clave hacia la incorporacién de
estrategias de medicina regenerativa en la odontologia clinica. Con el desarrollo
de materiales bioactivos que interactuan de manera mas eficiente con las células
madre dentales, se pueden mejorar significativamente los resultados clinicos a
largo plazo. La combinacién de la investigacion en biomateriales con herramientas
avanzadas de biotecnologia, nanotecnologia y biomedicina se permitira la
creacion de productos con propiedades mejoradas, como una mayor liberacién
controlada de iones, mejor integracién con los tejidos y con una menor inflamacién

desencadenada. En este contexto, la odontologia del futuro se perfila hacia el uso
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de materiales inteligentes y terapias regenerativas que no solo restauren la funcién
dental, sino que también promuevan la regeneracion de los tejidos dafiados de

manera mas eficiente y biolégicamente compatible.
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XI. Anexos

XI1.3 Carta de consentimento informado. (cuando proceda)

Universidad Auténoma de Querétaro

Facultad de Medicina

Laboratorio de Genética de Biologia Molecular
Especialidad en Endodoncia

CARTA DE CONSENTIMIENTO

Titulo del Proyecto de Investigacion: “EXPRESION DEL GEN OSTEOCALCINA EN CELULAS
TRONCALES MESENQUIMALES DE LA PULPA DENTAL, CON LA ESTIMULACION CON
CEMENTO BIODENTINE Y MTA”

RESUMEN DEL PROYECTO

Al realizar pulpotomias, se busca mantener la vitalidad pulpar, se han utilizado materiales
bioactivos, como biodentine y MTA, aunque ambos han obtenido buenos resultados no hay
suficiente informacidn para elegir entre uno u otro, uno de los aspectos importantes a
comparar es saber con cual material se promueve mayor diferenciacion de células parecidas
a odontoblastos, que podrian tener participacion formando tejido de reparacion en los
organos dentarios a los que se les apliquen estos materiales, dando mejores prondsticos,
prolongando el tiempo que estos duran en la cavidad bucal, dando al paciente una mejor
calidad de vida.

El presente proyecto tiene como objetivo determinar con que se obtiene mayor nivel de
expresion del gen osteocalcina como marcador de la odontogénesis en células troncales
mesenquimales de la pulpa dental, con la estimulacién con cemento Biodentine o con MTA.

Estimado ciudadano/ciudadana:

Usted ha sido seleccionado para ser invitado a participar en un proyecto de investigacion,
le pedimos de la manera mas atenta que preste atencion a la siguiente informacion. En caso
de tener alguna duda o comentario, le pedimos acuda con la persona que le entregd este
documento o si gusta contactar a la persona que aparece al final del escrito. Con mucho
gusto estaran para responderle y orientarle.

Siguiendo los lineamientos de la Norma Oficial Mexicana (NOM-012-SSA3-2012) ponemos
a su disposicion la informacion pertinente sobre el proyecto de investigacion planeado para
que si decide participar, nos brinde su consentimiento informado. Para tener referencia de
lo anterior, y si participara en el estudio, se le solicitara su firma y firma/nombre de dos
testigos y su direccion. En este caso se debera obtener la firma original en dos ejemplares
del consentimiento para que uno sea resguardado por usted y otro sea para el proyecto.
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Universidad Auténoma de Querétaro

Facultad de Medicina

Laboratorio de Genética de Biologia Molecular
Especialidad en Endodoncia

Si Usted acepta participar en el estudio, ocurrird lo siguiente:

1. Le realizaremos algunas preguntas en relacion con su estado de salud como por
ejemplo ¢ Ha consumido antibidticos en el ultimo semestre?

2. Con el fin de conocer a mayor detalle su estado de salud, tendremos acceso a su
Historial Clinico.

3. Para realizar el proyecto, es necesaria la donacién voluntaria de su/sus 6rganos
dentarios para la obtencion de la pulpa dental y su posterior analisis. EIl proceso de
extraccion dentaria sera indicado exclusivamente por su especialista odontoldgico y
sera solo motivado para darle seguimiento a su tratamiento oral. Por ninguna razén,
sera extraido ningln drgano dentario exclusivamente con fines del presente
proyecto. Las muestras seran etiquetadas, almacenadas y procesadas solo por el
personal autorizado por el proyecto.

4. En caso de que requiramos alguna informacion adicional, nos pondremos en
contacto con usted.

Beneficios:

La presente investigacion no ofrece alglin beneficio directo por su participacion, tanto a
usted como a ninguna otra persona relacionada con usted. Entiéndase lo anterior de que
no existird alguna retribucion econdémica ni de ningun otro tipo, sin embargo, si usted
acepta participar, de antemano se agradece su colaboracién y le comentamos que estara
apoyando a una investigacion que busca generar un impacto positivo para ayudar a futuros
pacientes con tratamientos que acorten tiempos y con mas probabilidades de una
resolucion completa y exitosa.

Confidencialidad:

Toda la informacidon que usted nos proporcione para el estudio sera de caracter
estrictamente confidencial, sera utilizada Gnicamente por el equipo de investigacion del
proyecto y no estara disponible para ninglin otro propdsito. Usted quedara identificado con
un nimero y no con su nombre. Los resultados de este estudio serdn publicados con fines
cientificos y se presentaran de tal manera que se proteja su identidad.

Riesgos Potenciales/Compensacion:

La presente investigacion no generara riesgo para su salud adicionales al tratamiento
convencional al que sera sometido por su odontdlogo tratante. Por tal motivo, no se
considera la compensacion bajo ninglin esquema ni razén contemplada en el presente ni
futuro. El proyecto solo se limitara a contar con el acceso a dicha muestra, no siendo el
causante de la toma de muestra en primer lugar.
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Universidad Auténoma de Querétaro

Facultad de Medicina

Laboratorio de Genética de Biologia Molecular
Especialidad en Endodoncia

En cuanto a las entrevistas y monitoreos clinicos que se realizaran, si en algin momento
existe incomodidad o inconformidad de su parte, usted tiene el derecho de no respondery
le garantizamos que no sera forzado a hacerlo.

Participacion Voluntaria/Retiro:

La participacion en este estudio es absolutamente voluntaria. Usted esta en plena libertad
de negarse a participar o de retirar su participacion del mismo en cualquier momento. Su
decision de participar o de no participar no afectara de ninguna manera la forma en cémo
le tratan en su tratamiento oral.

Renovacion de su participacion:

En caso de modificar sustancialmente el proyecto por alguna situacion no contemplada,
serd notificado al nimero de contacto que nos proporciond para explicarles dichos cambios
e invitarlo a continuar en el proyecto. Su participacion es voluntaria y si no desea continuar,
no existira ningun conflicto o represalia.

Notas aclaratorias:

e Tendra derecho al acceso a las cartas de registro ante el Comité de Investigacion y
Posgrado y el Comité de Bioética de la Facultad de Medicina- UAQ.

e Las Instituciones participantes, tendran derecho al protocolo, avances del proyecto
e informe final. Lo anterior, con la finalidad de verificar el procedimiento, sin violar
su confidencialidad y conservando su privacidad.

Numeros a Contactar:

Si usted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacion con respecto al proyecto, por
favor comuniquese con el/la investigador/a) responsable del proyecto: L.O. Mariana Licea
Martinez al siguiente nimero de teléfono: 446 128 0947 en un horario de 8 a 14hrs de lunes
aviernes.

Si usted acepta participar en el estudio, le entregaremos una copia de este documento que
le pedimos sea tan amable de firmar; asi como se le obsequiara un diploma en fisico (sin
ningun valor comercial) como reconocimiento de su participacion en la investigacion.

¢Desea realizar algliin comentario por escrito? S| NO

Nombre y Firma.
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Facultad de Medicina

Laboratorio de Genética de Biologia Molecular
Especialidad en Endodoncia

Carta de consentimiento informado

Por medio de este conducto manifiesto que conozco el procedimiento de investigacion
llamada: “EXPRESION DEL GEN OSTEOCALCINA EN CELULAS TRONCALES
MESENQUIMALES DE LA PULPA DENTAL, CON LA ESTIMULACION CON CEMENTO
BIODENTINE Y MTA”, que me informaron sobre la naturaleza del mismo, que me fue
explicado completamente en qué consiste el estudio, que he sido informado(a) de los
beneficios y potenciales riesgos, que recibi el documento titulado “CARTA DE
CONSENTIMIENTO” el cual estd compuesto por 4 paginas; asi como fueron resultas mis
dudas de manera satisfactoria.

Mi nombre es

tengo afios y es de mi interés participar en el mencionado estudio; y
exonero de toda responsabilidad juridica al personal del Laboratorio de Genética y Biologia
Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma de Querétaro (UAQ).

Autorizo que se utilicen los datos obtenidos con fines académicos y cientificos.

Paciente interesado Fecha de firma
Testigo 2, parentesco Fecha de firma
Responsable del Proyecto Fecha de firma
Médico Tratante Fecha de firma
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