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La situacion actual en Odontologia va enfocada hacia las actuaciones minimamente
invasivas, por lo tanto, cada vez se le estd dando mas importancia a la terapia vital pulpar,
donde en los casos en los que es posible, se puede evitar el tratamiento de conductos

manteniendo la vitalidad pulpar.

Para que estos tratamientos sean efectivos y eficaces es muy importante la eleccién del
material que se va a colocar en contacto con la pulpa dental. EI material adecuado ha de
ser aquel que no sea citotoxico para las células de la pulpa dental y que sea capaz de

formar una barrera entre el material y la pulpa dental.

Actualmente existen materiales que cumplen con estas caracteristicas, pero el avance en
la investigacion conlleva la aparicion de nuevos materiales que requieren de los estudios
y analisis pertinentes para establecer sus caracteristicas terapéuticas y aportar la necesaria

evidencia cientifica que apoye su uso.
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El campo de la Endodoncia esta en constante cambio debido a la aparicion de nuevos
materiales y técnicas que ayudan en la terapéutica especifica, facilitandola o permitiendo

que ésta sea menos invasiva.

1. MATERIALES BIOCERAMICOS.

Los materiales bioceramicos son cementos hidraulicos basados en silicato de calcio. Su
precursor es el MTA (mineral tiroxide aggregate), que fue introducido por Mahmoud
Torabinejad en la universidad de Loma Linda en California, EE.UU.; y su primera
aparicion en la literatura cientifica fue en 1993 (Rao et al., 2011), primordialmente como
material de obturacion de las retro-preparaciones en tratamientos endoddnticos
periapicales (Camilleri, 2008).

El MTA estd compuesto por silicato tricalcico, aluminato tricalcico, 6xido tricalcico,
Oxido de silicato y 6xido de bismuto (Rao et al., 2011). Segun la ficha de datos de ProRoot
MTA (Dentsply Sirona, EE. UU.), que salié al mercado en 1999 (Kunert y Lukomska-
Szymanska, 2020), estd compuesto principalmente por cemento Portland (75%), un 20%
de Oxido de bismuto y un 5% de sulfato célcico dihidrato o yeso, ademas de otros
elementos minoritarios. EI cemento de portland es una mezcla de silicato dicélcico,
silicato tricalcico, aluminato tricalcico, yeso y aluminoferrita tetracalcica (Srinivasan et
al., 2009).

El MTA es similar al cemento Portland, la diferencia entre ambos materiales radica en la
presencia de éxido de bismuto en la composicion del MTA (Camilleri, 2008; Jitaru et al.,
2016). Existen dos tipos de MTA, el blanco y el gris. Se diferencian en el contenido de
6xido de hierro, 6xido de aluminio y 6xido de magnesio. Ademas el MTA blanco presenta

particulas mas pequefias (Komabayashi y Spangberg, 2008).

Entre la amplia variedad de usos que presenta el MTA se encuentran: recubrimientos
pulpares directos e indirectos, pulpotomias, raices incompletamente formadas,
perforaciones, obturaciones de conductos radiculares, cirugia endoddntica (Viana Viola

et al., 2012), pulpotomias (Barrieshi-Nusair y Qudeimat, 2006), resorciones radiculares
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internas y externas (Hsien et al., 2003) y en técnicas de revascularizacion (Bose et al.,
2009).

Ha sido demostrado que el MTA promueve una variedad de respuestas celulares positivas
al aplicarlo directamente en la pulpa. Ademas, es capaz de producir un efecto en la mitosis
de las células madre, las cuales tienen la capacidad de diferenciarse en células similares
a los odontoblastos, después de una lesién o dafio en los odontoblastos primarios
(Dammaschke et al., 2010).

Por otra parte, el MTA forma hidroxido de calcio, que libera iones de calcio, los cuales
son esenciales para la adhesion y proliferacion. También crea un ambiente antibacteriano
aumentando el pH (Parirokh y Torabinejad, 2010), induce la diferenciacién y migracion
de células que son capaces de formar dentina o tejido 6seo, y forma hidroxiapatita o
apatita carbonatada, induciendo un sellado biolégico y una barrera dentinaria que
presenta una calidad histolégicamente mayor que la barrera creada por el hidroxido de
calcio (Nair et al., 2007), ademas de presentar buena biocompatibilidad (Pedano et al.,
2020).

A pesar de ello, el MTA presenta desventajas, como la dificultad en su manipulacion
debido a la consistencia que presenta, su elevado precio, la discoloracién dental que

produce y su largo tiempo de fraguado (Kuru et al., 2021).

Debido a la efectividad del MTA en multitud de usos, se ha intentado crear materiales
parecidos a éste, pero con un coste menor, ademas de intentar reducir en ellos los
inconvenientes que presenta. En ese sentido, los nuevos materiales intentan mejorar las
caracteristicas de manejo, prevenir la discoloracion dental y aumentar su radioopacidad.
La gran mayoria de estos materiales estdn compuestos por calcio y silicato. El silicato
tricalcico produce la diferenciacion celular de igual manera que el hidréxido de calcio
(Paula et al., 2019).

Los materiales bioceramicos presentan una serie de ventajas, como su biocompatibilidad,

la ausencia de toxicos, la estabilidad dimensional y la bioactividad (Surya Raghavendra
etal., 2017).
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1.1 PROPIEDADES DE LOS MATERIALES BIOCERAMICOS

Los materiales biocerdamicos presentan propiedades biolégicas y fisicoquimicas
convenientes para los fines de un tratamiento endodontico. Sus propiedades bioldgicas
son: biocompatibilidad, bioactividad, biomineralizacién y accion antibacteriana
(Espinoza et al., 2020).

Una de sus propiedades mas caracteristica es la biocompatibilidad, que hace referencia a
la ausencia de efectos negativos del material sobre los tejidos, es decir, el material es
capaz de realizar su funcion, sin dafiar el funcionamiento ni las condiciones de los tejidos
sobre los que se ha colocado (Wataha, 2012). Se debe a la similitud que presentan con
materiales bioldgicos como la hidroxiapatita y por eso son capaces de inducir una
respuesta de regeneracion en el organismo. Cuando estos materiales entran en contacto
con el hueso, la hidroxiapatita produce un efecto osteoconductivo, llevando a la

formacidn de hueso en la interfase (Jitaru et al., 2016).

La biocompatibilidad o citocompatibilidad es esperada en materiales utilizados en la
terapia vital pulpar (TVP) donde van a entrar en contacto con tejidos y células sobre los

cuales han de ser inocuos (Espinoza et al,. 2020; Sanz et al., 2020).

La bioactividad, por su parte, implica la capacidad para formar hidroxiapatita (Vallittu et
al., 2018) y es muy importante a la hora de la regeneracion y curacién de un tejido. Son
capaces de liberar iones de calcio y producir precipitados similares a la hidroxiapatita
(Talabani et al., 2020), lo que se conoce como biomineralizacion (Espinoza et al., 2020),
a través de la diferenciacion de células madre presentes en el tejido pulpar, favoreciendo

la creacion de una barrera similar a dentina.

En la TVP las caracteristicas esenciales que precisa tener un material son: la capacidad
de crear una proteccion inmediata para la pulpa, la formacién de una barrera mineralizada
entre el material y la pulpa y, por Gltimo, que este material sea inocuo para el complejo

dentino-pulpar (Witherspoon, 2008).
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Por otro lado, las propiedades fisicoquimicas de los materiales biocerdmicos son las
siguientes: radiopacidad, solubilidad, pH alcalino, (Rabello et al., 2022) fuerza de union,
estabilidad dimensional y resistencia a la fractura (Espinoza et al., 2020) dentro de los

rangos adecuados.

1.2 TIPOS DE MATERIALES BIOCERAMICOS

Los materiales bioceramicos se pueden clasificar en 5 tipos (Camilleri, 2020):

El tipo 1 esta constituido por materiales basados en cemento de Portland sin aditivos, que
pueden tener o no radioopacificante y que se mezclan con agua, por ejemplo, ProRoot
MTA (Denstply, Tulsa, EE. UU.).

Si el material basado en cemento de Portland y mezclado con agua incluye aditivos, se
considera tipo 2. Un ejemplo del tipo 2 seria el MTA Angelus (Angelus, Londrina,
Brasil).

Cuando se sustituye el agua para el mezclado por vehiculos diferentes, en cementos de
Portland, pasan a ser tipo 3, como por ejemplo el Endoseal (Maruchi, Gangwon-do, Corea
del Sur).

Al tipo 4 pertenecen materiales basados en silicato tricalcico o dicalcico, con aditivos y
mezclados con agua, como el Biodentine (Septodont, Maur-des-Fosses, Francia) o el

BioAggregate (Bioceramix inc., Vancouver, Canada).

Por altimo, el tipo 5 es similar al grupo 4, pero cambiando el vehiculo, es decir, sin
mezclar el material con agua, se refiere a materiales premezclados, como el TotalFill
(FKG, La Chaux-de-Fonds, Suiza).

Otra forma de clasificar los materiales bioceramicos es segun la localizacion en la que se
utiliza. Ya sea intracoronal, intrarradicular o extrarradicular. Los intracoronales incluirian
los usados en la TVP y en la Endodoncia regenerativa. Los intrarradiculares estan
indicados para el tratamiento de perforaciones, como cementos de sellado radicular y para

la realizacion de tapones apicales. Por ultimo, los de uso extrarradicular son los que se
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utilizan en la retroobturacién radicular en microcirugia periapical, el tratamiento de

perforaciones y el sellado de resorciones (Camilleri, 2020).

Los materiales bioceramicos se presentan premezclados o en formato polvo-liquido. Esta
Gltima presentacion se ofrece en capsulas que necesitan agitacion o mezclado manual. En
cambio, el formato premezclado viene presentado en jeringas que permiten la colocacion
del material directamente. Los materiales polvo-liquido comienzan su fraguado una vez
mezclados, mientras que los premezclados comienzan la reaccion de fraguado al entrar

en contacto con los fluidos tisulares (Kharouf et al., 2020).

1.3 REACCION DE FRAGUADO

Al contrario que la mayoria de los materiales dentales, los materiales biocerdamicos
necesitan humedad para fraguar. La humedad la adquieren del tejido donde se coloca,

tubulos dentinarios, pulpa, ligamento periodontal...

Es el silicato de calcio el que, junto con el agua presente en los tejidos, forma gel de
silicato de calcio hidratado e hidroxido de calcio. Seguidamente el hidréxido de calcio
formado reacciona con iones fosfato, formando hidroxiapatita y agua. Esa agua es la que
sigue interactuando con el silicato de calcio hasta llegar a una saturacion adecuada en la

que la hidroxiapatita se precipita (Debelian y Trope, 2016; Koch et al., 2010).

2Ca:Si0;  + | 4H0 > |3Ca0-28i02- 3 H:0 + | Ca(OH)

HIDRATACION '
Silicato de calcio  Agua < Gel de silicato de calcio hidratado Hidréxido de calcio
PRECIPITACION 5 Ca(OH). + | 3PO4* > Cas(PO4)3(0OH) + 9H20
Hidroxido de calcio Iones fosfato Hidroxiapatita Agua

Figura 1: Esquema de la reaccion de fraguado de los materiales bioceramicos.
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1.4 USOS DE LOS MATERIALES BIOCERAMICOS

Los materiales bioceramicos pueden ser usados basicamente como selladores o como

reparadores.

Los primeros son los que se introducen en el interior del conducto, es decir, como
cemento sellador en la obturacién en los tratamientos de conductos. Esto es posible
gracias a la reduccion del tamafio de particula, de forma que se consigue que sean mas
fluidos para este uso y permitiendo su difusién por los tubulos dentinarios (Muedra et al.,
2021). Las ventajas de usar estos cementos en los tratamientos de conductos residen por
un lado en su biocompatibilidad, ya que asi se previene la inflamacién o rechazo por parte
de los tejidos circundantes; y, por otro lado, debido a su contenido en fosfato calcico, que
ayuda a mejorar el fraguado del material y crea una estructura similar a la apatita,
favoreciendo la union del cemento con la dentina (AL-Haddad y Che Ab Aziz, 2016).

Por otro lado, otros materiales se usan como reparadores. En este caso se utilizan para

perforaciones radiculares, resorciones, apicoformacion, retro-obturaciones y para la TVP.

La TVP incluye el recubrimiento pulpar indirecto, el recubrimiento directo y la
pulpotomia. En el caso de la pulpotomiay del recubrimiento pulpar directo el material va
a entrar en contacto con la pulpa dental, de ahi la importancia de la biocompatibilidad del

material y de su capacidad de formar una barrera mineralizada para proteger a la pulpa.

2. TRATAMIENTO DE LA PULPA VITAL

La terapia vital pulpar es una alternativa al tratamiento de conductos en los casos en los
que sea posible evitar éste. Es un procedimiento que consiste en tratar el diente que
presenta la pulpa afectada sin eliminarla de forma total o parcial (Song et al., 2020) . Se
intenta mantener el tejido pulpar que ha sido comprometido pero no destruido, debido a
caries dentales profundas, traumatismo dental o tratamientos restauradores iatrogénicos
(Hanna et al., 2020).

21



INTRODUCCION Ana Lozano Guillen

Este tratamiento se efectla sobre todo en la denticion permanente joven, cuyos dientes

aun presentan el apice con una formacion incompleta (Song et al., 2020).

La TVP incluye cualquier terapia que minimice la lesion pulpar mediante la proteccion
de ésta, ante efectos toxicos, bacterianos, quimicos, dafios térmicos o mecanicos. Este

tratamiento también se puede realizar en la denticion permanente con apice ya formado.

La pulpotomia consiste en la remocién de una porcién de la pulpa, manteniendo la
vitalidad del resto de esta (Song et al.,, 2020). Se elimina tejido pulpar afectado
irreversiblemente y se protege aquel que esta sano. La pulpotomia puede ser parcial,
eliminando una pequefia porcién de pulpa o cameral, en la que se elimina la mayor parte

o la totalidad de la pulpa presente en la camara pulpar (Hanna et al., 2020).

El recubrimiento pulpar es uno de los tratamientos mas relevantes en este aspecto. Su
objetivo es mantener la vitalidad del diente en el que se ha expuesto la pulpa (Paula et al.,
2019). La exposicion pulpar puede ocurrir debido a la remocion de caries, por un

traumatismo, debido a anomalias anatdmicas o por procedimientos restauradores.

En la préactica clinica, no se puede crear un ambiente estéril para la pulpa expuesta, con
lo cual se crea una barrera artificial entre la pulpa vital y el ambiente, para asi proteger la
pulpa durante el periodo de curacion. Estas barreras son los materiales de recubrimiento
pulpar, cuya funcion principal es la induccién a la formacion de tejido mineralizado por
parte de las células pulpares restantes y conseguir sellar la exposicién pulpar,

contribuyendo asi al mantenimiento de la vitalidad pulpar (Dammaschke et al., 2010).

Por otro lado, el recubrimiento pulpar indirecto es una técnica que sirve para evitar la
exposicion de la pulpa en tratamientos con lesiones de caries muy profundas, cuando no
hay evidencia clinica de degeneracion pulpar o lesion periapical (Kunert y Lukomska-
Szymanska, 2020) con la posterior colocacion de un material biocompatible (Boutsiouki,
Frankenberger y Kramer, 2018).

Existen multiples factores que pueden afectar al éxito de la TVP: el estado de la pulpa, el

tiempo desde la exposicion pulpar hasta la realizacion del tratamiento, la presencia de
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dolor espontaneo previo, una exposicion mecanica o cariosa, el tamafio de la exposicion

y la edad del paciente (Hanna et al., 2020).

2.1 MATERIALES EN LA TVP

Aunque los materiales de eleccion en los tratamientos de TVP, son los materiales
biocerdmicos, estando de acuerdo tanto la AAE -American Association of Endodontics-
(‘AAE Position Statement on Vital Pulp Therapy’, 2021) como la ESE - European Society
of Endodontics - (Duncan et al., 2019), existen otros materiales con los que se han
realizado los tratamientos de TVP antes de la aparicion de los nuevos materiales

bioceramicos con resultados aceptables y son los siguientes:

2.1.1 HIDROXIDO DE CALCIO

Este material es capaz de promover la formacion de dentina reparativa en la union entre
la zona céustica y el tejido vital (Goldberg et al., 1984; Kunert y Lukomska-Szymanska,
2020).

Este material presenta propiedades antibacterianas potentes, razén principal por la que se
utilizaba (Hanna et al., 2020).

Aunque su aplicacion en una exposicion pulpar lleva a la formacion de una barrera
protectora, esta no es uniforme y puede no estar adherida a la pared dentinaria. Ademas,
el hidroxido de calcio se disuelve con el tiempo, dejando la zona como si no se hubiera
colocado ningun material de proteccion pulpar (Goldberg et al., 1984; Kunert y
Lukomska-Szymanska, 2020).

2.1.2 IONOMERO DE VIDRIO

Son materiales que promueven la mineralizacion y también presenta propiedades
adhesivas. Liberan flior y pueden formar sales insolubles junto con el calcio del tejido
dentinario (Cedillo, 2011).

Son materiales eficaces para su uso como agente protector de capas de dentina finas en

caries profundas para recubrimientos pulpares indirectos, pero los resultados en
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recubrimientos pulpares directos son peores, ya que crean inflamacion y necrosis pulpar,

con ausencia de formacion de puentes de dentina (Hanna et al., 2020).

2.1.3 ADHESIVOS DENTINARIOS

Entre 1998 y 2008 se vio aumentado el uso de adhesivos como material de recubrimiento
pulpar, sobre todo para recubrimiento pulpares indirectos (da Rosa et al., 2018). Aunque
se sugirio su uso en recubrimientos pulpares directos, los adhesivos dentinarios producen
una respuesta inflamatoria inicial, seguida de reparacion pulpar mediante la formacion de
un puente de dentina. Pero se vio que no presentaban aspectos que indicaran un pronéstico
positivo, ya que son tdxicos para la pulpa, hay microfiltracion debido a la contraccion de
polimerizacion, aumento de temperatura durante el fraguado y aumenta la sensibilidad,
todo lo cual puede ser perjudicial para la pulpa (Silva et al., 2006). No obstante, producen

un sellado eficaz de la porcién externa de la dentina.

3. ESTUDIOS DE BIOCOMPATIBILIDAD DE MATERIALES

3.1 INVITRO

Habitualmente la biocompatibilidad de materiales es evaluada in vitro, analizando la
capacidad del material de afectar la viabilidad, la migracion, la adhesion y la morfologia
celular. En el caso de afectar alguno de estos aspectos de forma negativa, el material se
consideraria citotoxico (de Souza-Costa et al., 2014). Este tipo de pruebas se suele

realizar sobre células madre dentales.

Cuando ocurre una exposicion pulpar, los odontoblastos se afectan, necesitando la
formacion de neo-odontoblastos para la creacion de una barrera protectora de la pulpa.
Estos neo-odontoblastos se obtienen de células progenitoras, por lo que se diferencian a

partir de células madre precursoras.
Por eso, para estudiar los materiales bioceramicos, en cuanto a su biocompatibilidad y

bioactividad, se pueden utilizar células madre de la pulpa dental humana, para asemejar

el estudio in vitro a la situacion clinica. Las células madre pulpares humanas -human
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dental pulp stem cells- (HDPSC) son multipotenciales, capaces de formar dentina
ectopica (Takeda et al., 2008). Estas células se suelen obtener de dientes extraidos por
razones quirdrgicas u ortodonticas, previo consentimiento informado de los pacientes,
que deben estar sanos (Rodriguez-Lozano et al., 2021b). Es decir, se deben elegir las
células de estudio en funcion del lugar donde va a actuar el bioceramico. En el caso de la

TVP las células adecuadas para estudiar los materiales reparadores son las HDPSC.

Por el momento se han caracterizado 5 tipos de células madre dentales diferentes (Figura
2):
- HDPSC descritas anteriormente
- Células madre de dientes deciduos -stem cells from human exfoliated decidiuos
teeth- (SHED)
- Células madre del ligamento periodontal -periodontal ligament stem cells-
(PDLSC)
- Células madre de la papila apical - stem cells from apical papilla - (SCAP)
- Células madre del foliculo dental -dental follicle progenitor cells- (DFPC) (Huang
etal., 2009).

Ademas, existen otras células madre (Liu et al., 2015a) cercanas al diente (Figura 2) como
son las células madre del hueso alveolar -alveolar bone mesenchymal stem cells-
(ABMSC), las de la encia -gum mesenchymal stem cells- (GMSC) y las células madre del

germen del diente progenitor -tooth germ progenitor cells- (TGPC).
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Células madre pulpares Células madre de dientes
[ g 51 J [ (DPSCs) ] [decnd uos exfoliados (SHEDS)J

(GMSCs)

{ Células madre de las enciasJ

Células madre del germen del
diente progenitor (TGPCs)

Células madre del foliculo Células madre del ligamento Células madre de la papila
dental (DFSCs) periodontal (PDLSCs) apical (SCAPs)

Figura 2 : Representacion gréafica de la localizacion y clasificacion de las células madre

dentales, basada en el diagrama de Sanz (2022).

Para la TVP las células que interesan son las HDPSC. Estas tienen capacidad de
diferenciacion osteogénica, odontogénica, adipogénica, miogénica y neurogénica
(Armifian et al., 2009).

Pero los materiales bioceramicos reparadores tienen otros usos para los cuales se deben
utilizar otro tipo de células en la investigacion, como es el caso de los tratamientos de las
perforaciones radiculares, donde las células madre cercanas seran las procedentes del
ligamento periodontal. Se ha visto que las PDLSC son capaces de diferenciarse en
cementoblastos (Techawattanawisal et al., 2007), lo que explicaria la reparacion de las

perforaciones.
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Los materiales bioceramicos, también se pueden usar en TVP pediatrica. En este caso las
células que interesan son otras, las SHED, son las que se encuentran en los pacientes
pediatricos en denticion temporal. La expresion genética de las SHED es diferente a la de
las HDPSC. Asi, las SHED tienen genes para la formacién de la matriz extracelular
(Nakamura et al., 2009).

Para saber que las células son verdaderamente células madre pulpares humanas, es
necesario caracterizarlas, pero antes de su caracterizacion se tienen que aislar las células
y cultivarlas. Para ello, primero se extrae la pulpa dental de los dientes mediante una lima
endodontica. Tras la extraccion se irriga con solucion salina equilibrada de Hank (HBBS;
Gibco BRL, Burlingame, EE. UU.) y se aplican 3mg/ml de colagenasa-A (Sigma Aldrich,
St Louis, EE. UU.) para digerirla.

Mas tarde, las células obtenidas se cultivan en medios de cultivo celular con DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Gibco BRL, Burlingame, EE. UU.) y se
suplementan con antibiéticos -100U/ml penicilina y 100ug/ml de estreptomicina-
(Gibco), 1% de glutaminay suero fetal bovino al 10% (Cytvia, Massachusetts, EE. UU.).
Por ultimo, las preparaciones han de ser incubadas en condiciones especificas: a 37°C,
5% CO:y atmosfera humeda (Sanz et al., 2021).

3.2INVIVO

La forma de estudiar la biocompatibilidad de los materiales biocerdmicos in vivo se hacen
sobre animales, normalmente en ratas. Las ventajas de utilizar estos animales son el coste
reducido y la facilidad de manejo, aunque animales mas grandes se asemejaran mas al ser

humano por el tamafio de sus dientes (Song et al., 2020).

Se les realizan los tratamientos de terapia vital pulpar en sus dientes, exponiendo la pulpa
intencionadamente y sellando con materiales bioceramicos. Posteriormente, se espera
entre 1 y 4 semanas tras el tratamiento realizado y tras este tiempo se lleva a cabo la
anestesia y el sacrificio de las ratas para la realizacion de un analisis histologico de los

dientes con los tratamientos de TVP realizados (Liu et al., 2015b).
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En los analisis histologicos se evalla la biocompatibilidad del material a través de la
cantidad de respuesta celular inflamatoria (ausente, leve, moderada o severa), siguiendo
diferentes criterios. A mayor respuesta inflamatoria celular, mas citotoxico es el material
(Liu et al., 2015b; Haji et al., 2022).

También se suele evaluar in vivo la formacion de tejido duro en la zona de la exposicion
pulpar para el analisis de la bioactividad del material (Liu et al., 2015b; K. Abboud et al.,
2021).

4. ESTADO ACTUAL DE LA PRODUCCION CIENTIFICA

El desarrollo de nuevos materiales llamados “bioceramicos” hace necesario su
conocimiento en profundidad. Aunque se use esa denominacion, no todos son cementos
hidréaulicos de silicato de calcio que es lo que convierte a un material en bioceramico, de
ahi la importancia de estudiarlos, no dando por hecho que cumplen las propiedades que
caracterizan a este tipo de materiales, sobre todo cuando se indican para tratamientos de
TVP, en los que se requiere que esas propiedades funcionen adecuadamente para que el
tratamiento sea exitoso y se logre mantener la vitalidad pulpar sin llegar a realizar el

tratamiento de conductos.

Cuando los materiales llevan méas tiempo en el mercado, suele existir mayor evidencia
cientifica acerca de ellos, pero cuando un material es nuevo no ocurre lo mismo. Este es
el caso del NeoPutty (NuSmile Avalon Biomed, Bradenton, EE. UU.) un material
reparador del cual solo habia un articulo publicado hasta el momento de la decision de
estudiar el material (segun nuestro conocimiento), el cual comparé este material con el
Endosequence BC RRM Putty (Braseler USA dental instrumentation, Savannah,
EE.UU.), mostrando que el primero era menos citotoxico (Sun et al., 2021). Aunque
recientemente, si se han publicado otros articulos acerca de este material, pero ninguno

sobre sus efectos bioldgicos en la pulpa dental, donde se usa.

Este material es la nueva version del NeoMTA Plus (NuSmile Avalon Biomed,
Bradenton, EE. UU.), pero premezclado. Acerca del NeoMTA Plus si que hay mas
publicaciones que presentan estudios sobre él, ya que es un material que lleva varios afios

en el mercado. La mayoria de las publicaciones al respecto estan de acuerdo en que el
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NeoMTA Plus es un material citocompatible con buenas propiedades bioldgicas sobre las
HDPSC (Birant et al., 2021; Rodriguez-Lozano et al., 2021b; Tomas-Catala et al., 2018;
Tomas-Catala et al., 2017). Pero antes de aparecer el NeoPutty, se intentd mejorar el
NeoMTA Plus, ofreciendo una version intermedia llamada NeoMTA 2, que también se
presentd en formato polvo-liquido y que pretendia mejorar algunas caracteristicas y

propiedades de su version anterior (Rodriguez-Lozano et al., 2021b).

A la hora de estudiar materiales nuevos es importante compararlos con materiales que se
han utilizado mucho a lo largo de los afios para ese mismo tratamiento. Es el caso de
MTA Angelus (Angelus, Londrina, Brasil), el cual es una variedad que intentd mejorar
el tiempo de fraguado del primer MTA (Loma Linda University, Loma Linda, EE. UU.)
que sali6 al mercado. Este material aparecié en 2001, por lo tanto, presenta mayor
cantidad de literatura publicada, pero esa evidencia publicada no esta realizada sobre
HDPSC.

Segun la literatura publicada el MTA Angelus es biocompatible (Bortoluzzi et al., 2015;
Khedmat et al., 2021; Oncel Torun et al., 2015; Rodriguez-Lozano et al., 2021a). Pero,
aun asi, existen discrepancias entre los diferentes estudios acerca del grado de
citocompatibilidad del MTA Angelus, al compararlo con otros materiales, por eso su

estudio sigue siendo pertinente.
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JUSTIFICACION

Existen situaciones en las que se necesitan materiales que sean capaces de entrar en
contacto con la pulpa dental y, para ello, es necesario que sean inocuos a la salud de ésta,

siendo biocompatibles.

Es muy comun en la practica clinica diaria que, accidentalmente, se exponga la pulpa, ya
sea por algun traumatismo, durante el tratamiento de una lesion cariosa o por cualquier
otro tratamiento dental. También suele ocurrir que, tras la eliminacion del tejido cariado,
quede poco tejido dentinario y la pulpa se encuentre cerca. Cuando estas mismas
situaciones ocurren en un diente con apices inmaduros, para que el diente siga formandose
correctamente tanto en longitud como en grosor, se debe conservar la pulpa y tratar que

ésta, se encuentre en un estado de salud.

Por otro lado, en casos de dientes inmaduros con apices cerrados, siempre va a ser mas
conservador intentar mantener la vitalidad pulpar en los casos en los que sea posible, y

no realizar directamente el tratamiento de conductos.

Para realizar todo este tipo de tratamientos pulpares vitales existe una variedad de
materiales destinados a esa funcion. En general los cementos bioceramicos han
demostrado caracteristicas biolégicas apropiadas, pero, debido a la aparicion de
materiales nuevos, es interesante estudiarlos para ver en qué aspectos mejoran a los
comunmente usados (0 a su version anterior) y es importante saber qué material es el mas
indicado en cada una de estas situaciones, para conseguir un mejor resultado en el

tratamiento.

En este sentido, los nuevos materiales bioceramicos muestran caracteristicas muy
atractivas, pero, por su novedad y reciente desarrollo, existe poca informacién y evidencia

cientifica sobre sus propiedades y su comportamiento clinico.

Es posible que los materiales nuevos mejoren en ciertos aspectos a los anteriores, pero
empeoren otros. Para saber esto con certeza es necesario estudiarlos y tener claras las
ventajas e inconvenientes que presentan cada uno de ellos en funcion de las indicaciones

y, asi, ser conscientes de ello a la hora de utilizarlos. Estas diferencias suelen deberse a la
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presencia de aditivos o modificaciones en la composicion del material, que pueden llevar
a cambios en sus propiedades y en su comportamiento clinico. Por ello es necesario el

estudio independiente de cada material que aparece nuevo en el mercado.

Los ensayos in vitro son pruebas preliminares por las que ha de pasar un material antes

de realizar anéalisis sobre animales o en estudios clinicos en humanos
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Debido a lo anteriormente expuesto, los objetivos de la presente tesis doctoral son los que

se describen a continuacion.
Objetivo general:
Determinar in vitro la biocompatibilidad de un nuevo material biocerdmico (NeoPutty)

en contacto con la pulpa dental y compararlo con otros materiales del mismo grupo
(NeoMTA Plus y MTA Angelus)

Objetivos especificos:

- Caracterizar la ultraestructura y la composicion de los materiales

estudiados.
- Establecer las caracteristicas bioldgicas de los materiales bioceramicos
analizados cuando se relacionan con células madre de la pulpa dental

humana.

- Comparar la biocompatibilidad de los de los materiales investigados.

34



HIPOTESIS Ana Lozano Guillen

HIPOTESIS
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1. Hipétesis de investigacion (Hi)

Los materiales bioceramicos estudiados son biocompatibles para la pulpa dental

humana.

2. Hipétesis nula (Ho)

Los materiales de uso endodontico basados en silicatos hidraulicos, indicados para la
TVP, entre ellos el NeoPutty, son materiales citotoxicos para las HDPSC.
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En primer lugar, se realiz6 una revision bibliografica para saber el estado actual de la
literatura cientifica y mas tarde se realizaron una serie de pruebas de biocompatibilidad

sobre los 3 materiales bioceramicos seleccionados sobre HDPSC.

1. Comité de ética
Las pruebas realizadas en esta tesis doctoral fueron aprobadas previamente por el Comité
de Etica de la Universidad de Murcia (ID: 2199/2019), donde radica el laboratorio donde

se han realizado las pruebas de biocompatibilidad.

2. Revision bibliogréafica
Para saber el estado actual en la evidencia cientifica de los 3 materiales objeto de esta

investigacion, se siguio el siguiente protocolo:

2.1 Se realizaron busquedas avanzadas individuales en las siguientes bases de

datos: Embase, Pubmed, Scopus y Web of Science.

2.2 La ultima actualizacion en diciembre de 2023.

2.3 Dicha busqueda incluyo los siguientes términos: “silicate”, “bioceramic’,
"human dental pulp cell’, "HDPC’, “cytocompatibility”, “biocompatibility”,
"NeoPutty”, "NeoMTA Plus”, "MTA Angelus”, "White MTA” combinados con los

conectores boleanos AND y OR.

2.4 Los resultados de la busqueda en cada base de datos se exportaron a un
software de gestion de referencias (Mendeley; Elsevier, Amsterdam, Paises

Bajos) y se eliminaron los resultados duplicados manualmente.
2.5 Los criterios de inclusién fueron los siguientes:
- Estudios in vitro que utilizaran células madre pulpares humanas

- Que el MTA utilizado fuera MTA Angelus.

2.6 Los criterios de exclusion fueron:

- Atrticulos que utilizaron como MTA el ProRoot MTA
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- Revisiones sistematicas

- Articulos sobre la bioactividad de los materiales Gnicamente.

Los articulos seleccionados en esta fase fueron elegidos para la posterior lectura del

articulo completo.

3. Obtencion de las HDPSC

Las HDPSC se aislaron de terceros molares impactados extraidos (edad 15-25; n=10)
obtenidos de pacientes, previo consentimiento informado, a través de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Murcia, y también se obtuvieron consentimientos

informados de cada donante para el uso del tejido pulpar dental.

Para la caracterizacion de las células madre se sigue la guia Mesenchymal and Stem Cell
Comitte de la International Society for Cellular therapy (ISCT), que indica que las células
madre deben de presentar expresion de los siguientes antigenos de superficie especificos:
CD105, CD73 y CD90 y no presentar los siguientes: CD45, CD34, CD14 o CD11b,
CD79a 0 CD19y HLA class Il (Dominici et al., 2006).

Para ello, primero se extrajo la pulpa dental de los dientes mediante una lima endodontica.
Tras la extraccion se irrigd con solucion salina equilibrada de Hank (HBBS; Gibco,
Burlingame, EE. UU.) y se aplicaron 3mg/ml de colagenasa-A (Sigma Aldrich, St Louis,
EE. UU.) para digerirla. Mas tarde, las células obtenidas se cultivaron en medios de
cultivo celular con DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium; Gibco BRL,
Burlingame, EE. UU.) y se suplementaron (Figura 3) con antibidticos -100U/ml
penicilina y 100ug/ml de estreptomicina- (Gibco), 1% de glutamina y suero fetal bovino
(Figura 4) al 10% (Cytiva, Massachusetts, EE. UU.). Por ultimo, las preparaciones fueron
incubadas en condiciones especificas: a 37°C, 5% CO:y atmosfera himeda (Sanz et al.,

2021) en frascos de cultivo (Figura 5).

Los cultivos se utilizaron para las pruebas cuando se lleg6 al 80% de confluencia, y las
células de los pasajes 2 hasta el 4 se utilizaron en este estudio. Los pasajes son el niimero
de veces que se han cambiado de recipiente las células para posibilitarles su crecimiento,

cambiandolas a un frasco mas grande o diluyéndolas para que quepan en otro del mismo
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tamano. Por lo tanto, las células seleccionadas en este estudio habian sido cambiadas de

frasco entre 2 y 4 veces.

Figura 3: Antibiéticos -100U/ml penicilina y 100ug/ml de estreptomicina-
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Figura 4: Suero Fetal Bovino

Figura 5: frascos de cultivo celular
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4. Materiales estudiados y preparacion de la muestra

MTA (Angelus, Londrina, Brasil), NeoMTA Plus (NuSmile Avalon Biomed, Bradenton,
EE. UU.), y NeoPutty (NuSmile Avalon Biomed, Bradenton, EE. UU.) fueron los
materiales estudiados.

Se prepararon muestras de los materiales con un diametro de 5 mm y un grosor de 2 mm
(Figura 6) usando como molde una jeringa de 5 mL. Se dejaron reposar para su fraguado

a 37 °C en un ambiente de un 5% de CO2y 95% de humedad, durante 48 horas.

Una vez fraguado el material, las superficies de las muestras se esterilizaron durante 20

minutos con luz ultravioleta.

Los datos de los materiales se representan en la tabla 1.

Las concentraciones finales fueron 1/1,1/2 y 1/4.
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Figura 6: Jeringa para la realizacion de los discos de cada material
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Materiales Fabricante Composicion Numero de Lote
NEO MTA NuSmile Ltd (Avalon Polvo: Silicato tricalcico, silicato 2019091001
Plus Biomed). Bradenton, dicélcico, d6xido de tantalio y menor

EE. UU. cantidad de sulfato de calcio y

aluminato tricalcico.

Liquido: Agua y polimeros propios

NEO PUTTY NuSmile Ltd (Avalon Tantalita, silicato tricalcico, aluminato 2020071501
Biomed). Bradenton, célcico, silicato dicalcico, aluminato
EE. UU. tricalcico, sulfato calcico, liquido
organico propio y estabilizadores

MTA Angelus  Angelus. Londrina, Silicato tricélcico, silicato dicélcico, 101752
Brasil. aluminato tricalcico, éxido de calcio,

tungstato de calcio.

Tabla 1: Composicion resumida de NeoMTA Plus, NeoPutty y MTA Angelus, nimero de lote

de cada material utilizado y fabricante

5. Metodologia

5.1 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO Y DIFRACCION DE RAYOS X (SEM-
EDX)

Los discos de los materiales que se iban a estudiar median 2 mm de alto y 5 mm de

didmetro.
Se dividieron de forma aleatoria en 3 grupos (ni=6 muestras/grupo). Cada muestra de
material se coloco sobre platinas de laton y se revistieron con una pulverizacién de 5 mm

de oro, que es méas conductivo y permite obtener imagenes de mayor resolucion.

Por Gltimo, se tomaron imagenes de la ultraestructura de cada material.
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Se seleccionaron 3 muestras que fueron recubiertas con carbono, a diferencia del oro es
menos excitable evitando el enmascaramiento de otros elementos. Las superficies se
analizaron con un microscopio electronico de barrido (SEM Jeol 6100 EDAX, Tokio,
Japon), que tiene acoplado un sistema de espectrometria de dispersion de rayos X (EDX;
Oxford INCA 350 EDX, Abingdon, UK) a 20 kV.

5.2 ENSAYO MTT

La evaluacion de la actividad metabdlica de las HDPSC tratadas con eluidos de los
materiales (1:1; 1:2; 1:4), se realizd usando un ensayo colorimétrico (Rodriguez-Lozano
et al., 2013) con bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT)
(Sigma-Aldrich, Burlington, EE. UU.) (Figura 7).

Por un lado, se prepara el MTT, el cual se diluye y afiade a un medio de cultivo, se filtra
esa disolucion de MTT y se cubre con papel de aluminio para evitar el contacto del

reactivo MTT con la luz.

Por otro lado, anteriormente se ha sembrado HDPSC en pocillos con medio de cultivo,
donde encontramos entre 1500 y 4000 células por pocillo. Estas células se siembran de
forma similar en cada pocillo, mediante una pipeta multicanal que recoge las células con
el medio de cultivo y coloca la misma cantidad en todos los pocillos. Seguidamente se

deja 24h para permitir el crecimiento celular y la adhesion de estas al pocillo.

El procedimiento consiste en retirar el medio de cultivo de las células que se encuentran
en los pocillos y afiadir la disolucién obtenida previamente de MTT con medio de cultivo.
Se vuelve a tapar con papel de aluminio y se deja incubar entre 2 y 4 horas a 37° C.

Una vez incubado se retira el sobrenadante de MTT, se afiade 100 pL de dimetilsulfoxido
(Sigma-Aldrich, Burlington, EE. UU.) (Figura 8) y se agita durante 1 minuto con un

agitador orbital.

Mas tarde, para evaluar la producciéon de formazéan se transfirieron los pocillos al
espectrofotometro (ELx800; Bio-Tek Instruments, Winooski, EE. UU.) (Figura 9). La
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actividad metabdlica se examino a las 24, 48 y 72 horas de cultivo a una longitud de onda
de 570 nm.

Figura 8: Dimetilsulfoxido
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Figura 9: Placa de 96 pocillos introduciéndose en el espectrofotdmetro
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5.3 EVALUACION DE LA MIGRACION CELULAR (CURACION DE LA HERIDA)

El objetivo de esta prueba es ver la velocidad en la que las células son capaces de moverse
hacia una zona en la que se ha creado una herida para cerrarla, creando contactos célula-
célula.

Para ello las HDPSC de los pases 2-4 se cultivaron a una concentracion de 2x10° células
en una placa de 12 pocillos. Cuando se alcanz6 la confluencia celular, se realizo la herida
en las placas de cultivo con la punta de una pipeta estéril (Figura 10) realizando una forma
de cruz. Tras la realizacion de la herida, se retira el medio de cultivo, se lavé con PBS
(Tampdn fosfato alcalino) para retirar cualquier fragmento celular que haya quedado tras
la realizacion de la herida y se colocaron los extractos de los materiales, en las diferentes
diluciones (1:1, 1:2, 1:4). Excepto en el caso del grupo control que se afiade medio de

cultivo (células sin material bioceramico). Todos los casos se realizan por triplicado.

Maés tarde se tomaron imagenes (Figura 11), buscando una zona representativa de la
herida, desde el momento de realizacion de la brecha (0 horas), cada 24 horas, durante 72
horas usando un microscopio de contraste de fases. Se utiliz6 el software ImageJ
(National Institutes of Health, Bethesda, EE. UU.) para medir el porcentaje de area de
herida abierta en cada intervalo de tiempo, en comparacion con el area en el momento de
realizar la herida del mismo pocillo. Intentando seleccionar la misma zona de la herida
en los diferentes intervalos de tiempo, para que la medida sea méas exacta. Se evaluaron

4 puntos estandarizados.
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Figura 10: Micropipetas

Figura 11: Ejemplo de como se ven los dos extremos de la herida a las 0 horas

49



MATERIALY METODO Ana Lozano Guillen
5.4 MORFOLOGIA CELULAR

Se sembraron células en cubreobjetos de vidrio que permitian que estas se adhirieran y
extendieran, después de 24 horas se aplicaron las diferentes diluciones de los materiales
a estudiar cultivdndose materiales durante 72h a 37°C. En el estudio se incluyd un grupo

control sin material. Se retiro el medio de cultivo y lavo con PBS.

Posteriormente se fijaron las células mediante la aplicacion de paraformaldehido al 4%

en PBS durante 15 minutos, y se lavaron 3 veces con PBS.

Seguidamente se permeabiliza la membrana celular con 0,25% de Triton X100 (Sigma—
Aldrich, St. Louis, EE. UU.) en PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente, y se

repite el lavado con PBS por triplicado.

A continuacion, los filamentos de actina del citoesqueleto se tifieron con faloidina
(Invitrogen™ AlexaFluor™594-labeled phalloidin) (ThermoFisher Scientific, Waltham,
EE. UU.) (Figura 12) durante unos 30 minutos, en agitacion, se repite el lavado con PBS
3 veces y los nucleos se tifieron con 4,6-diamidino-2-fenidildol (DAPI) (ThermoFisher

Scientific, Waltham, EE. UU.) (Figura 13) a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Por ultimo, se capturaron imagenes representativas con un microscopio confocal Leica
TCS SP2 (Leica, Wetzlar, Alemania).
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Figura 12: Faloidina

Figura 13: DAPI
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5.5 ADHESION CELULAR

Se cultivaron HDPSC en la superficie de los materiales durante 72h, entre 70000 y
100000 celulas. Més tarde el medio de cultivo se retir0 y las células se lavaron con una
solucion de PBS. Después las células adheridas a las muestras se fijaron con 3% de
glutaraldehido durante 30 minutos a 4 ° C.

Seguidamente se trataron con soluciones de alcohol, aumentando la concentracion 30%,
50%, 70%, 90%, y 100% para deshidratar las muestras.

Tras cubrir las muestras con oro (Figura 14), las células se observaron bajo un
microscopio electrénico de barrido (SEM) y se tomaron imagenes de forma aleatoria en

diferentes areas de cada muestra a 100, 300, y 1500 aumentos.

Figura 14: Discos recubiertos de oro
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5.6 ANALISIS ESTADISTICO

Todas las pruebas se realizaron al menos por triplicado.

Los datos se expresaron como media + desviacion estandar. Los datos cuantitativos se
analizaron estadisticamente con tests ANOVA de mdltiple comparacion con
modificacion Turkey usando el programa SPSS (IBM Analytics, version 21, Chicago,
EE. UU.).

Las diferencias fueron identificadas de la siguiente manera: no significativas (NS) P >
0.05; significativas *P < 0.05; **P <0.01, y ***P <0.001.
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1. Resultado de la busqueda bibliografica

Tras realizar la busqueda bibliografica y la seleccion de los articulos siguiendo nuestros
criterios de inclusion y exclusion, se obtuvieron, inicialmente, 17 articulos (Figura 15),

aunque esta busqueda se ha ido actualizando durante la realizacién de la tesis doctoral.

Bases de datos:

S *  Pubmed: n=14
g‘ * WOS:n=19 Eliminados antes del cribado:
O *  Embase:n=54 Duplicados: n=36
o * Scopus: n=111 ’
|_
&
a Total=198
4
o . ,
(@) Articulos cribados Excluidos después de leer
é n=162 > titulo y abstract: n=145
S
(]
g Articulos leidos completos Excluidos después de leer los
o n=17 articulos: n=0
o
Q
-l
[UN]
A
(%)
8 Articulos elegidos: n=17
S
-
O
<

Figura 15: Diagrama de flujo representando la eleccion de los articulos.
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2. Andlisis SEM-EDX

Con esta prueba se evidencian los elementos quimicos que presentan los materiales
(Figura 16). Se obtuvieron valores mayores de Ca?* en NeoMTA Plus que en NeoPutty o
MTA Angelus, mientras que NeoPutty fue el que mayor cantidad de Tantalio (Ta%")
presentaba; NeoMTA Plus también presentaba Ta®*, pero de forma moderada. Por otro
lado, las concentraciones de C, O y Si fueron similares en todos los grupos.

Elemento | Peso% Atémico %

C 12.94 26.71

O 20.07 45.05

Al 1.70 1.56

Si 3.57 3.15

Ca 3394 2099

w 18.77 2.53
Total 100.00

1 2

ull Scale $507 cts Cursor: 0.000

Elemento | Peso % Atomico %

C 16.74 28.57

(8] 37.40 47.90

Al 0.25 0.19

Si 443 323

S 0.59 0.38

Ca 38.05 19.45

Ta 253 0.29

Total 100,00

Elemento | Peso % Atémico %
C 19.99 3637
O 30.30 4138
Al 364 295
Si 325 2.53
Ca 2735 1491
I'a 1548 1.87
Total 100.00

ull Scale 9607 cts Cursor. 0.000

Figura 16: Propiedades superficiales y composicion de MTA Angelus (A), NeoMTA Plus (B) y NeoPutty

(C). La primera columna muestra micrografias de cada material bajo un microscopio electrdnico de barrido
(SEM), la segunda columna se representa los graficos del EDX con los picos detectados. La tercera columna

clasifica la lista de los elementos detectados en cada material y su representacion porcentual, asi como el

porcentaje de su peso en el conjunto del material.
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3. Ensayo MTT

En el ensayo MTT, como podemos ver en la figura 17, la viabilidad celular del grupo
control se mantuvo en todas las condiciones. En cambio, a las 24 horas, NeoMTA Plus
en dilucion 1:1 y 1:2 presentd una disminucion significativa de viabilidad celular,
respecto al grupo control (p<0,001; p<0,05, respectivamente). A las 48 horas, NeoMTA
Plus no diluido presentd un ligero descenso significativo de la viabilidad celular (p<0,05).
Por ultimo, a las 72 horas, en presencia de NeoPutty sin diluir, las células madre pulpares
humanas presentaron una disminucion significativa de la viabilidad celular (p < 0,001),
mientras que tanto en presencia de dilucion 1:2 como en la de 1:4 de NeoPutty la

viabilidad celular es similar a la del grupo control.

Sin diluir Dilucién 1:2 Dilucién 1:4
0.8+
0.8+

e
o
1
o
o

Abs 570nm
Abs 570nm

*
e
8]

1

o

1Y)

0.0- 0.0-

W ® AV P ® Av P» ®
Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)
= Control mm Control mm Control
B NEO MTA Plus mm NEO MTA Plus mm NEO MTA Plus
= MTA Angelus = MTA Angelus . MTA Angelus
B NEOPUTTY mm NEO PUTTY mm NEO PUTTY

AV

Figura 17: Formacion relativa de formazéan de células madre pulpares humanas expuestas a distintas
diluciones de NeoMTA plus, MTA Angelus y NeoPutty, ademas del medio de cultivo (control) durante 24, 48

y 72 horas. (2): no diluido, (b) diluido 1:2, (c) diluido 1:4. (*P <0,05; **P < 0,01, y ***P <0,001.)
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4. Migracion celular

En cuanto a la migracion celular (Figura 18) los 3 materiales llevaron a la curacién de la
herida a las 72 horas, sin diferencias significativas en comparacién con el grupo control,

ya que se observa la herida completamente cubierta por células.

Control
& _ Control NEO MTA Plus MTA Angelus NEO PUTTY
5 -
2 e
o g 60+
[

§ :‘; 50
o § 40- M Sin diluir
S 8 30 M Dilucién 1:2
F4 8 I Dilucion 1:4
© o 207 sty
8 °
® § 10
) = 0-
g 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
< Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h) Tiempo (h)
=

NEO MTA Plus MTA Angelus NEO PUTTY NEO MTA Plus MTA Angelus NEO PUTTY NEO MTA Plus MTA Angelus NEO PUTTY

0 horas

72 horas 48 horas 24 horas

Sin diluir Dilucion 1:2 Dilucion 1:4

Figura 18: Para evaluar la capacidad de migracion celular en la simulacion de un cierre de
herida in vitro, se realiz6 un ensayo de curacién de la herida. Las imagenes muestran fotografias
tomadas a diferentes horas del arafiazo realizado y del are recubierta por células. El &rea no
cubierta por células, después de la exposicion a diferentes diluciones de los materiales esta
representada en el grafico de barras a las 24h, 48h'y 72h. (*p < 0,05; **p < 0,01.)
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5. Morfologia celular

La tincion con faloidina mostré que, en presencia de los materiales estudiados, las
HDPSC presentaban una buena morfologia celular, similar a la del grupo control,
manifestando una disposicion regular de filamentos de actina demostrando buenas

propiedades contractiles de estas (Figura 19).

Control

. - - -
. - - -

Sin diluir Dilucién 1:2 Dilucion 1:4

Neo MTA
plus

Figura 19: Se utilizo la microscopia confocal para analizar los cambios en el citoesqueleto de actina de las
células madre pulpares humanas expuestas a los materiales en diferentes diluciones. Las imagenes muestran
actina-F con Faloidina CruzFLuor 594-conjugado y los ndcleos con DAPI (azul). Escala 100 um y

magnificacion x100
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6. Adhesion celular

Las imagenes obtenidas con el microscopio electronico de barrido mostraron que los

materiales estudiados no presentaban efectos citotoxicos, ya que se vio como las células

se adherian correctamente a la superficie de los materiales, interconectando entre si
(Figura 20).

NEO PUTTY

§

i 0
1 \:)z;-t? ’/; Iﬁj

Figura 20: Imégenes de HDPSC cultivadas junto a los materiales estudiados durante 72h. Magnificaciones de

100x, 300x y 1500x. Las barras de escala a 500 um, 100 um, and 30 pm.

61



DISCUSION Ana Lozano Guillen

62



DISCUSION Ana Lozano Guillen

DISCUSION
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Los materiales bioceramicos se utilizan actualmente en TVP, reparaciones de
perforaciones, apicoformacion y otros tratamientos (Pedano et al., 2020). Sin embargo,
la literatura presenta variabilidad en la manera de comprobar el comportamiento
bioldgico de dichos materiales (Widbiller et al., 2016).

El proposito de esta tesis doctoral fue analizar la citocompatibilidad, de un nuevo material
a base de silicato de calcio, que contiene 6xido de tantalio (Ta20s), conocido como
NeoPutty y comparar sus propiedades bioldgicas con las que presentan MTA Angelus y
NeoMTA Plus.

Los materiales utilizados en la TVP precisan presentar biocompatibilidad, sin afectar la
viabilidad celular de las células pulpares. El estudio de la biocompatibilidad de
materiales, cuya funcion es la terapia vital pulpar, es fundamental, ya que entran en
contacto con tejidos vivos (Collado-Gonzalez, et al., 2017c), ademas del interés del
analisis de su eficacia. Por esa razdn se seleccionaron HDPSC para las pruebas in vitro.
Se descarto el uso de células inmortalizadas porque estan modificadas genéticamente y
podrian presentar respuestas toxicas clinicamente inapropiadas a los compuestos, no

simulando la realidad (Anson et al., 2011).

Existen algunos estudios previos sobre la citotoxicidad de materiales liberadores de iones
en células humanas diferentes a las que se han utilizado en esta tesis doctoral, por
ejemplo, células de la papila apical (Sequeira et al., 2021) y células endoteliales (De Deus
et al., 2005), mientras que otros materiales se han probado en células animales (Silva et
al., 2016; Pinheiro et al., 2018; Hoshino et al., 2021), incluso en dientes animales
extraidos tras la colocacion del material estudiado en contacto con la pulpa dental del
animal (Abboud et al., 2021). Pero utilizar HDPSC permite evaluar a los nuevos
materiales bioceramicos con células de estirpe pulpar humana, y donde van a estar en
contacto estos materiales cuando sean empleados en la actividad clinica (Rodriguez-
Lozano et al., 2019).

Sin embargo, hasta donde sabemos, los efectos potencialmente toxicos de NeoPutty en

las células madre humanas presentan muy poca evidencia cientifica ya que solo hay un
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estudio publicado sobre ello, el cual solo realiza una prueba de citotoxicidad sobre este
material (Sun et al., 2021).

1. DISCUSION SOBRE METODOLOGIA

En esta investigacién, los materiales se utilizaron tras su completo fraguado para crear
una situacién mas controlada y basandose en estudios anteriores de biocompatibilidad
sobre otros materiales bioceramicos (Collado-Gonzalez et al., 2017a; Tomas-Catala et
al., 2018; Rodriguez-Lozano et al., 2021b; Rodriguez-Lozano et al., 2022), pero el
estudio de estos mismos materiales sin fraguar seria interesante a la hora de predecir la
respuesta inicial tras la colocacion del material en contacto con el tejido pulpar, donde el
material no ha fraguado todavia (Oh et al., 2020). Khedmat et al., (2021), comparé MTA
Angelus en fresco y fraguado y no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en la citotoxicidad de ambos grupos. Este estudio se realizé sobre HDPSC
y sobre PDLSC. Con lo cual, segin este estudio, MTA Angelus no varia su

biocompatibilidad este fraguado o no.

Se utilizaron diferentes diluciones de los materiales, siguiendo lo realizado por otros
autores anteriores (Collado-Gonzéalez et al., 2017a; Rodriguez-Lozano et al., 2021a;
Rodriguez-Lozano et al., 2021b). Esto ofrece una simulacion mas auténtica de la realidad
ya gque puede ocurrir que haya diferentes espesores de dentina o diferentes tamafios de

exposiciones pulpares (Benetti et al., 2019).

Las células madre pulpares se obtuvieron de terceros molares impactados, extraidos por
razones quirurgicas en pacientes sanos de entre 15-25 afios, tras firmar un consentimiento
informado, para estandarizar las muestras. Pudimos controlar factores condicionantes
como son la edad (Kellner et al., 2014), y el método de cultivo celular (Huang et al.,
2006). Pero existen diversos factores que pueden condicionar a las células pulpares aun
intentando controlar los factores posibles. Los factores externos que pueden afectar los
resultados son la afectacion periodontal del diente (Sun et al., 2014) y el método de

extraccion (Huang et al., 2006).
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Como grupo control se decidid utilizar las mismas células madre que se iban a utilizar en
contacto con los materiales, pero en este caso sin ningun material. Ya que asi se facilitaria
la comparacion de los cambios producidos por los materiales sobre las células, pudiendo
ver cual es la situacion de normalidad de esas células. En articulos anteriores se ha
realizado de la misma manera (Collado-Gonzélez et al., 2017a; Rodriguez-Lozano et al.,
2021a; Rodriguez-Lozano et al., 2021b).

2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

2.1 ANALISIS SEM-EDX

En estudios previos se ha visto que los cambios (aun siendo pequefios) en la composicion
de los materiales, ya sea en la incorporacion de compuestos diferentes, el cambio de
aditivos o el tipo de radioopacificante, pueden llevar a un cambio en las propiedades

fisicoquimicas y bioldgicas del material (Pedano et al., 2018).

En el analisis de elementos se vio que el material que mayor cantidad de calcio contenia
fue el NeoMTA Plus, exactamente un 38,05% y ademas era el material que mayor
cantidad de oxigeno presento, siendo esta un 37,4% del total. Un estudio anterior que
realizé la misma prueba en NeoMTA Plus, comparandolo con una version nueva de este
material, obtuvo resultados similares (Rodriguez-Lozano et al., 2021b). Se observo que
el porcentaje de calcio en el NeoMTA Plus fue del 34,96%, pero su nueva version,
NeoMTA 2, aun contenia méas cantidad de calcio, un 46,25%. Con respecto al oxigeno,
el porcentaje obtenido en NeoMTA Plus también fue similar (36,64%) y su nueva version

presentd una cantidad inferior, 24,04% (Rodriguez-Lozano et al., 2021b).

Es interesante saber la composicion del material, entre otras cosas para saber la cantidad
de calcio que presenta el material en su composicién ya que esto nos va a indicar su
capacidad de liberar hidréxido de calcio. Que un material libere hidroxido de calcio va a
influir en la actividad antimicrobiana del biomaterial y en la diferenciacion de los
cementoblastos con la consecuente formacion de un puente de dentina (LOpez-Garcia et
al., 2019). Mostrando, por lo tanto, que NeoMTA Plus seria el que mayor liberacion de

hidroxido de calcio presentaria.
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Como se ha visto en estudios anteriores, el NeoMTA Plus contiene tantalio como
radiopacificador y este no afecta a la biocompatibilidad del material (Tomés-Catala et al.,
2017) siendo el mismo radiopacificador que contiene el nuevo material NeoPutty, en
cambio MTA Angelus contiene tungstato de calcio, que ha sustituido al 6xido de bismuto
que contiene el MTA gris como radioopacificante, el cual se ha visto que produce

discoloracion dental (Marciano et al., 2014).

Se detectaron picos de aluminio y azufre en el NeoMTA Plus, pero no picos de azufre
para el NeoPutty, a diferencia de lo informado por el fabricante. Ademas del silicato de
calcio, NeoPutty tiene aluminato de calcio, tantalita (6xido de tantalio -Ta20s-), sulfato
de calcio, un liquido organico patentado y estabilizadores. Se ha demostrado que el
aluminato de calcio favorece la adquisicion de fenotipos de células osteogénicas in vitro
(Castro-Raucci et al., 2017). Los materiales de aluminato de calcio muestran una buena
biocompatibilidad al ser probados en el tejido subcutaneo de ratas (Da Fonseca et al.,
2014). Estas pequefias diferencias pueden deberse a que el mapeo elemental de EDX solo

muestra la distribucion de los elementos en la superficie de la muestra.

22MTT

Se utilizo el ensayo MTT, ya que es un procedimiento sencillo, simple y preciso (Rodriguez-
Lozano et al., 2017) y es una forma adecuada de evaluar la viabilidad celular (Collado-
Gonzélez et al., 2017b), aunque no mide solamente ésta sino también la actividad metabolica,
esto posibilita la presencia de células viables aun teniendo baja actividad metabdlica, siendo
una limitacion el guiarse solamente por esta prueba y por esa razon se realizan otras para
verificar que el resultado obtenido es el correcto. A pesar de ello, es la prueba mas realizada

en la literatura cientifica para evaluar la biocompatibilidad in vitro.

NeoMTA Plus sin diluir a las 24h y 48h y NeoPutty sin diluir a las 72h presentaron tasas
de viabilidad celular significativamente menores a las del grupo control. Ademas,
NeoMTA Plus en dilucién 1:2 a las 24h también presentd menor viabilidad celular en
comparacion al grupo control. Mientras que MTA Angelus mostré buena viabilidad

celular en todos las diluciones y tiempos, aungue estas diferencias se pueden deber a que
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al material le lleve mas tiempo transformar el reactivo MTT en esas condiciones
particulares, indicando igualmente que los materiales estudiados presentan buena
viabilidad celular, como se describio en estudios anteriores (Rodrigues et al., 2017b;
Tomas-Catala et al., 2017, 2018; Omidi et al., 2020). A pesar de ello, un trabajo anterior
obtuvo en sus resultados que la viabilidad celular del NeoMTA Plus variaba segun el pH
del medio, aumentando la viabilidad celular en pH &cidos y disminuyendo en pH alcalinos
(Rodriguez-Lozano et al., 2019).

En cuanto la bibliografia anterior acerca de MTA Angelus y su viabilidad celular, esta
confirma el resultado obtenido en el presente estudio acerca de la buena viabilidad celular
del material (Chang et al., 2014; Rodrigues et al., 2017a; Khedmat et al., 2021;
Rodriguez-Lozano et al., 2021a), siendo ésta mayor cuanto mayor es el tiempo de

exposicion (Jaberiansari et al., 2014).

En cambio, segun otro estudio donde se analizaba la viabilidad celular del MTA Angelus
en células estromicas de la pulpa dental humana, aquella se ve disminuida a los 7 dias
(Ali et al., 2021), indicando la posible necesidad de analizar la viabilidad celular de los
materiales pasadas las 72 horas, ya que esta puede no verse afectada en los primeros 3

dias.

El ensayo MTT no solo evalua la viabilidad celular, sino también la proliferacion celular.
Lo que puede llevar a confusion a la hora de interpretar los resultados, puesto que una
inferior viabilidad celular, representada en los resultados, puede significar simplemente
una proliferacion celular mas lenta. Como podria ser el caso del NeoPutty en nuestros
resultados. Aunque aparentemente vemos una disminucion de la viabilidad celular en el
grupo sin dilucion a las 72h, si vemos que esta ha ido aumentando con el paso de las
horas. Mostrando quiz4, una proliferacion celular mas lenta en comparacion al resto de

materiales y del grupo control.

Sin duda, como se ha mencionado, el ensayo MTT es la prueba més utilizada in vitro para
evaluar la viabilidad celular sobre las HDPSC, pero en la literatura cientifica publicada
también existen articulos publicados donde la forma de evaluar la viabilidad celular es

diferente y debemos de tenerla en cuenta.
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Un ejemplo de ese tipo de pruebas es la citometria de flujo, donde se introducen una serie
de anticuerpos en los cultivos (Birant et al., 2021). Se ha visto, en articulos previamente
publicados, que el NeoMTA Plus no produce apoptosis celular (Rodriguez-Lozano et al.,
2019) y que su viabilidad celular era adecuada (Birant et al., 2021; Rodriguez-Lozano et
al., 2021b) aunque era mayor en otro material estudiado, el Biodentine (Birant et al.,
2021).

Al analizar el MTA Angelus sobre HDPSC de la misma manera, se vio que no creaba
apoptosis celular, aunque si aumentaba la cantidad de células necrdticas en comparacion

con el grupo control (Bortoluzzi et al., 2015; Rodrigues et al., 2017a).

Sun et al., 2021, realiz esta prueba también en NeoPutty viendo que su viabilidad era
superior a la de Endosequence ES Putty, pero inferior al teflon que utilizaron como grupo

control.

Otro tipo de prueba in vitro que evalla la viabilidad celular es el ensayo XTT (XML
Tunneling Technology), el cual es una prueba similar al MTT. Consiste en la proliferacion
celular en presencia de factores de crecimiento, citoquinas y nutrientes, al transformar la
sal de tetrazolio (amarillo) en formazéan (naranja). Asi se hizo en un estudio que realiz6
esta prueba en HDPSC para evaluar la viabilidad celular del MTA Angelus en
comparacion con iRoot BP, pero, en este caso, no encontraban diferencias significativas

entre los grupos (Oncel Torun et al., 2015).

Por otro lado, Kim et al. (2022) usaron el cell counting kit, en el cual se afiade un reactivo
Ilamado CCK-8 al cultivo celular y se evalGa bajo un espectrofotdmetro. Evidenciaron

que NeoMTA plus presentaba viabilidad celular, pero ésta no alcanzo el 100%.

2.3 MIGRACION CELULAR

La curacién de la herida se lleva a cabo entre mediadores y células inflamatorias teniendo
un papel muy importante en este proceso (Lopez-Garcia et al., 2019). Aunque la
capacidad de los materiales usados en la TVP para estimular a las HDPSC a migrar se ha

demostrado en cultivos 2D, los resultados de este estudio corroboran la capacidad de
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migracion celular de los materiales bioceramicos estudiados, ya que todos ellos llevan al
cierre de la herida a las 72h sin diferencias significativas entre ellos, estando de acuerdo,
pues, con articulos publicados anteriormente acerca de alguno de estos materiales
(Tomés-Catal4 et al., 2017; Collado-Gonzélez et al., 2017a; Rodriguez-Lozano et al.,
2021b).

Ademas, Rodriguez-Lozano et al. (2019) observaron que, que incluso en medios acidos,
la migracion celular de NeoMTA Plus era buena. En cuanto al MTA Angelus hay
investigaciones que presentan resultados totalmente contrarios. Mientras que hay autores
que afirman que la migracion celular es inferior a la del grupo control (Omidi et al., 2020)

otros constatan que la migracion celular es similar (Sanz et al., 2021).

Por otro lado, existen otros materiales ampliamente reconocidos y estudiados como es el
caso de Biodentine, en el cual se ha observado en estudios anteriores, una migracion
celular mayor que la que presentan MTA Angelus 0 NeoMTA Plus (Araujo et al., 2018;
Tomas-Catala et al., 2018).

2.4 MORFOLOGIA Y ADHESION CELULAR

En este estudio se comprobo que los tres materiales presentaban buena adhesion celular
sobre ellos y que su morfologia celular era similar a la del grupo control mostrando, por

lo tanto, ausencia de citotoxicidad.

Rodriguez-Lozano et al. (2021b) estudiaron el NeoMTA Plus y encontré los mismos
resultados, tanto en adhesién como en lo que se refiere a la morfologia celular. Ademas,
un estudio que utilizé 2 de los 3 materiales de este estudio, NeoMTA Plus y MTA
Angelus, también encontré buena adhesion celular en ellos, destacando que el segundo
presentd mayor estructura de células monocapa, pero diferia de nuestros resultados en la
morfologia celular, describiendo encogimiento de las células al entrar en contacto con
estos dos materiales, siendo éste mayor en las células que estaban en contacto con MTA
Angelus (Tomas-Catala et al., 2017).
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Por lo contario, al comparar NeoMTA Plus con otro tipo de materiales, que no son
considerados como bioceramicos, como pueden ser el IRM o el Theracal LC, las células
en contacto con NeoMTA Plus presentan una mejor adhesion y crecimiento celular
(Collado-Gonzalez et al., 2017a).

Es pertinente analizar cada material nuevo que aparece y compararlo con otros que ya se
utilizan desde hace tiempo y estan consolidados en el mercado, con el fin de aumentar el
conocimiento sobre ellos para facilitar una eleccidn terapéutico, asi como para aportar

evidencia cientifica sobre la que basar la actividad clinica.

2.5 MATERIALES

2.5.1 NEOMTA PLUS

En rasgos generales, respecto a los resultados obtenidos podemos afirmar que NeoMTA
Plus es un material biocompatible, estando de acuerdo con Tomas-Catala et al., 2017, los
cuales observaron que, en presencia de NeoMTA Plus las células presentaba menor

encogimiento celular que con MTA angelus.

Del mismo modo Tomas-Catala, et al., 2018, obtuvieron los mismos resultados en cuanto
a la biocompatibilidad del NeoMTA Plus, pero en este caso Biodentine presentaba mayor
migracion celular y fijacion celular, estando de acuerdo con los resultados obtenidos por
Birant et al.,, 2021. Igualmente, Rodriguez-Lozano et al. (2019) confirmaron que
NeoMTA Plus no es un material citotoxico, viendo que esta biocompatibilidad aumentaba
en medios cidos. Aunque Rodriguez-Lozano et al. (2021b) vieron que NeoMTA Plus
también era un material biocompatible. La nueva version de este material NeoMTA 2,
consiguio mejorar la migracion celular de su version anterior, a pesar de que esta ya era

buena.
Segun Kim et al. (2022) la viabilidad celular de este material aumenta si el material se

encuentra diluido. En los resultados del presente estudio se vieron diferencias

significativas al respecto.
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2.5.2 NEOPUTTY

En cuanto al NeoPutty, los resultados obtenidos muestran que este material no es
citotoxico. Es un material muy reciente del cual, hasta donde sabemos, solo hay un
articulo publicado acerca de su biocompatibilidad sobre HDPSC, en el cual se llega a la
conclusion de que el NeoPutty es menos citotoxico que el resto de materiales estudiados
(Endosequence BC RMM Putty), en el que se afirma que se consigue reducir la
citotoxicidad con el fraguado completo del material (Sun et al., 2021). Aunque se ha
publicado un articulo recientemente referente a la biocompatibilidad de NeoPutty sobre
PDLSC, en el que se han realizado pruebas de biocompatibilidad similares a las de esta
tesis y han obtenido los mismos resultados. Mostrando que NeoPutty es biocompatible
(Saber et al., 2023).

Recientemente, se han publicado investigaciones que evalGan diferentes caracteristicas
de este material, como la unién de este material a diferentes materiales restauradores
(Algahtani et al., 2022; Ozata et al., 2023) y sobre su reaccion de fraguado (Peters et al.,
2023). También sobre su éxito en tratamientos de pulpotomias en dientes permanentes

jovenes (Algahtani et al., 2023).

Lo que nos muestra que es un material que esta causando interés clinico, para lo cual es

fundamental confirmar que su uso no es toxico para las células donde se va a colocar.

2.5.3 MTA ANGELUS

El otro material seleccionado para la comparacién es el MTA Angelus, un material que
ha sido muy estudiado y del que se conoce su biocompatibilidad, siendo esta confirmada
con los resultados obtenidos en el presente estudio, ya que no presenta efectos citotoxicos,
pero existe un estudio en el que vieron que su migracion celular es inferior a la del grupo
control (Omidi et al., 2020), pero en este estudio analizaban la migracion celular de un

recipiente a otro y no con la prueba de la curacién de la herida.
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Por otro lado, Araujo et al. (2018) encontraron resultados diferentes; viendo que
Biodentine y MTA Angelus presentaron mayor migracion celular que el hidroxido de
calcio. Ademas, Collado-Gonzalez et al. (2017a) obtuvieron en sus resultados que tanto

Biodentine como MTA Angelus presentaban buena migracion celular.

3. COMPARACION CON ESTUDIOS IN VIVO

Para analizar la biocompatibilidad de estos materiales, pero in vivo, se realizan pruebas
en diferentes tipos de animales. Al estudiar estos materiales en perros, se describi6 que
NeoMTA Plus es un material mas biocompatible que MTA Angelus, presentando menor
cantidad de células inflamatorias después de una semana de la colocacién del material en
perforaciones en la furca de los dientes de los perros, pero sin diferencias significativas
después de un mes (Abboud et al., 2021). Aunque en este caso se utilizaron materiales
indicados como reparadores de perforaciones y puede ser que las células pulpares
respondieran de otra manera, ya que en nuestro caso no se observaron diferencias

significativas entre ellos como para dictaminar que uno es mas biocompatible que el otro.

En cambio en otros estudios con animales se coloca el material subcutaneamente y se
evalua histolégicamente la inflamacion alrededor del material, lo cual no representa tan
fiablemente la realidad (Benetti et al., 2018). A pesar de ello, es considerada una de las
pruebas mas fiables para valorar la biocompatibilidad de los materiales (Rady et al.,
2021). Cuando se coloca un material subcutdneamente y se forma un capsula de tejido
fibroso, esto nos demuestra que el material esta siendo tolerado por los tejidos (Pinheiro
etal., 2018).

En este tipo de estudios, MTA Angelus es considerado biocompatible, a pesar de
presentar un aumento de células inflamatorias a los 7 dias, lo cual se relaciona con el
aumento del pH durante el fraguado completo del material, llevando a que se liberen

citoquinas proinflamatorias (Rady et al., 2021).
Otro estudio que realiz6 la misma prueba con MTA Angelus y NeoMTA Plus, establecio

que ambos materiales son biocompatibles al colocarlos subcutdneamente en ratas

(Pinheiro et al., 2018), coincidiendo con nuestros resultados.
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Hasta el momento y hasta donde conocemos, no existen estudios publicados que analicen
la biocompatibilidad de NeoPutty in vivo sobre animales, debido, como hemos comentado

con anterioridad, a su reciente aparicion en el mercado.

4. DISCOLORACION

Una desventaja que presentan los materiales bioceramicos es la discoloracion que muchos
de ellos provocan. Ademas, en la TVP estos materiales se colocan muchas veces en la

camara pulpar, siendo un lugar donde la discoloracion va a ser mas notable.

El MTA contiene 6xido de bismuto, el cual es conocido por ser el causante de la

discoloracién que presentan los dientes donde se coloca (Lopez-Garcia et al., 2019).

Una vez se supo el efecto discolorante del 6xido de bismuto, se buscaron alternativas para
evitar que ocurriera. En el caso de los materiales de este estudio, el MTA Angelus usa
tungstato de calcio como radioopacificante y, por otro lado, NeoMTA Plus y NeoPutty
presentan como radioopacificante el 6xido de tantalio, el cual se ha visto que no afecta a

la biocompatibilidad de los materiales en los que se coloca (Tomas-Catalé et al., 2017).

Ambos agentes radioopacificantes utilizados en estos materiales son una buena
alternativa al 6xido de bismuto. Aunque siguen provocando discoloracién dental, esta es
muy inferior a la producida por el 6xido de bismuto (Marques Junior et al., 2021), ya que
todos los cementos hidraulicos al entrar en contacto con la sangre, como es el caso en
algunos tratamientos de TVP, causan un cierto grado de discoloracion dental (Llena et
al., 2023).

A pesar de que el objetivo de esta tesis no es analizar la discoloracion de los materiales
estudiados, resulta interesante saber si se sabe algo sobre esto, ya que es relevante

posteriormente en el aspecto del paciente.

Jesus et al. (2023) analiza la discoloracion que producen NeoMTA Plus y MTA Angelus

sobre dientes bovinos a los que se les ha realizado TVP y colocado una restauracion de
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composite posteriormente. Se vio que el 6xido de bismuto que contiene el MTA original
es el causante de una discoloracion temprana, pero a los 2 afios del tratamiento, los dientes
a los que se les habia colocado MTA Angelus o NeoMTA Plus, también presentaban

cambios de color tanto en esmalte como en la restauracion de composite.

En cambio, acerca de NeoPutty, todavia no hay nada publicado acerca de la discoloracién
que produce. Pero debido a que el radioopacificante es el 6xido de tantalio, al igual que
el de NeoMTA Plus, podemos esperar que los efectos en los dientes en los que se cologue

este material sean los mismos que en los casos que se utiliza el NeoMTA Plus.

Tras discutir acerca del tema de esta tesis doctoral, vemos que es necesario seguir
estudiando los nuevos materiales que van apareciendo ya que se desarrollan, de manera
independiente de las empresas que los desarrollan y comercializan, con el fin de
conocerlos mejor y tener mas informacion ante la toma de decisiones terapéuticas en

relacion con la seleccién del biomaterial mas adecuado en cada caso.

o. LIMITACIONES

La poca informacidn existente acerca de NeoPutty, debido a ser un material muy reciente
y, sobre todo, los pocos datos en cuanto a los efectos del NeoPutty sobre las HDPSC no

permite comparar nuestros resultados con la evidencia cientifica existente.
Por otro lado, el hecho de ser un estudio in vitro limita el alcance de los resultados, ya

que los mecanismos de defensa del cuerpo humano no pueden ser simulados, y esto se

debe tener en cuenta a la hora de extrapolar los resultados a la practica clinica.
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Tras el estudio realizado y respondiendo a los objetivos previamente planteados, podemos

concluir que:

NeoPutty puede indicarse en procedimientos pulpares vitales al igual que los materiales
con los que se ha comparado, tanto NeoMTA Plus como MTA Angelus, debido a su

biocompatibilidad

Los resultados revelan similitudes en la ultraestructura de MTA Angelus y NeoMTA
Plus, mientras que la del NeoPutty exhibe una morfologia mas granulada. Sin embargo,
en cuanto a su composicion, NeoMTA Plus y NeoPutty comparten el mismo
radioopacificante (tantalio), y NeoMTA Plus es el que mayor cantidad de oxigeno y de

calcio contiene.

Ninguno de los materiales estudiados afecta a la morfologia celular de las HDPSC y todos

se adhieren correctamente a ellas.
En el presente estudio los resultados obtenidos nos demuestran que los 3 materiales

estudiados son biocompatibles y podrian utilizarse por tanto en la TVP, donde el material

puede entrar en contacto la pulpa dental, sin producir ningun efecto toxico sobre la misma.
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Ademas de la biocompatibilidad de estos materiales, también es importante saber si su
funcion es eficaz. Para ello, es necesario saber si son capaces de formar el puente de
dentina que protegera la pulpa y evitara el futuro tratamiento de conductos. Por lo tanto,
continuar esta investigacion con pruebas de bioactividad seria interesante. En el caso que
nos ocupa, y dentro de nuestro conocimiento, estas pruebas si han sido estudiadas sobre
NeoMTA Plus y sobre MTA Angelus, pero todavia no se ha analizado la bioactividad de

NeoPultty.

Es obvio que se necesitan mas estudios para verificar las propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas de los nuevos materiales de uso endoddntico para optimizar su uso clinico

sobre una base de evidencia cientifica.

Asimismo, es imprescindible estudiar las propiedades fisicas y quimicas de los
materiales. Asi como estudiar la union de estos materiales a los materiales restauradores
que se colocan encima, para evaluar la filtracibn que podria llevar a fracaso del
tratamiento de TVP.

También seria interesante evaluar la duracion del material en el lugar de su colocacién y
ver si esto influye o no en el éxito o fracaso del tratamiento a largo plazo, debido a que,
si el material se reabsorbe, pero esto ocurre una vez formado el puente de dentina, podria

no afectar a la vitalidad pulpar en el tiempo.
Otro aspecto para estudiar acerca de bioceramicos en TVP, seria un analisis en el que se

evalle cuantos de los tratamientos de TVP acaban en tratamiento de conductos y en

cuanto tiempo es necesario realizarlo, desde el tratamiento de TVP.
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