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1.1 Importancia del mantenimiento de la dentición en la arcada dentaria. 

La conservación de la integridad de la dentición primaria en sus funciones óptimas hasta 

su periodo de exfoliación normal constituye uno de los objetivos fundamentales de la 

odontología pediátrica1. La caries dental en la infancia es todavía una afectación muy común, que 

causa una severa y rápida destrucción del diente temporal. A pesar de los grandes avances en la 

prevención de la caries dental, la pérdida prematura de dientes temporales sigue siendo 

frecuente, pudiendo tener este hecho un efecto perjudicial sobre el posterior desarrollo de la 

dentición definitiva y del aparato masticatorio en su totalidad1,2. Durante muchos años la 

extracción constituyó el tratamiento de elección para dientes temporales con lesiones de caries 

con gran destrucción. 

 

Según Kopel y cols.3, la pérdida prematura de los dientes primarios por lesiones de caries 

dental, trae consigo las siguientes secuelas: 

- Pérdida de la longitud del arco. 

- Espacio insuficiente para la erupción de los dientes permanentes. 

- Erupción ectópica e impactación de premolares. 

- Inclinación mesial de dientes  adyacentes a la pérdida molar primaria. 

- Extrusión de dientes permanentes antagonistas. 

- Desviación de la línea media con la posibilidad de desarrollo de mordidas cruzadas. 

- Desarrollo de algunas posiciones anormales de la lengua.  

 

 Hay autores como Camp que señalaron la importancia de que la dentición temporal se 

mantenga dentro de la arcada dentaria, siempre que sea restaurada en función y permanezca 

libre de enfermedad4.  

 

1.2 Condicionantes anatómicos de la dentición temporal y su repercusión en el tratamiento 

pulpar. 

El tratamiento pulpar exitoso en la dentición temporal  exige el conocimiento de varios 

aspectos, tales como la morfología de la pulpa dental temporal, el proceso de formación de la 
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raíz y los problemas locales específicos debidos a la reabsorción de las raíces de los dientes 

temporales5,6. 

 

Entre las principales características anatómicas de los dientes temporales  destacamos7: 

1. Las cámaras pulpares presentan una reducción de su espacio debido al depósito de 

dentina secundaria en el techo cameral, influido por el estímulo funcional de la 

oclusión. 

2. El techo de la cámara presenta menor calcificación que los dientes permanentes, 

ya que su ciclo vital es menor.  

3. En las cámaras pulpares los diámetros mesiodistales y bucolinguales son mayores 

que el tamaño cérvico oclusal, no solo por la morfología externa de sus coronas, 

sino por la falta de estímulos laterales. 

4. Los dientes unirradiculares presentan forma cónica y no demandan desgastes 

compensatorios del abordaje coronario y de la cámara pulpar. 

5. Las divergencias y curvaturas de los dientes multirradiculares son uniformes y poco 

variables. 

6. La relación de las cámaras, amplias en sus planos horizontales, con las resultantes 

regulares de la dirección de los conductos, facilitan el abordaje y exploración de las 

cavidades pulpares, como podemos observar en la Figura 1. 

 

 

 

 

 

Figura 1. Presenta el corte mesial de un segundo molar superior temporal 

con la resultante a-b, de un conducto muy divergente; y el corte mesiodistal 

de un primer molar inferior temporario con las resultantes a-b y c-d, de los 

conductos mesial y distal, respectivamente. La línea e-d, muestra el ligero 

desgaste compensatorio7. 
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Los conductos radiculares de los dientes temporales difieren morfológica e 

histológicamente en gran medida respecto a sus sucesores permanentes y su tratamiento se 

complica debido a la reabsorción apical que permitirá la erupción del diente sucesor6. 

Contrastando con la topografía regular y constante de la cavidad pulpar, los dientes temporales 

presentan variaciones de la reabsorción progresiva de sus raíces7. La reabsorción radicular se 

produce principalmente por la estimulación bajo fuerzas de presión por la erupción del germen 

del diente permanente, ayudado por las fuerzas de la masticación, que son capaces de iniciar la 

reabsorción fisiológica. Pero también puede ser provocada por pulpitis, necrosis, alteraciones 

inflamatorias pulpares o periodontales y trauma oclusal o anquilosis, produciéndose en estos 

casos una reabsorción radicular patológica8. 

  

 En las raíces recién formadas de los dientes temporales, los orificios apicales se localizan 

cerca de sus ápices anatómicos. A medida que la reabsorción progresa, el orificio apical puede no 

corresponderse con el ápice anatómico de la raíz, sino localizarse coronalmente con respecto al 

mismo. Como consecuencia, la determinación radiológica del ápice radicular puede ser errónea a 

la hora de realizar el tratamiento pulpar requerido5. 

 

 La reabsorción también puede extenderse a través de las raíces y hacia el interior de los 

conductos radiculares, creando unas comunicaciones adicionales con los tejidos periapicales, 

además de los orificios apicales y los conductos laterales o accesorios. Se ha demostrado que éste 

fenómeno, ocurre en todos los niveles de la raíz5,6. 

 

 Por la relación de los gérmenes permanentes con las raíces de los dientes temporales, los 

planos de reabsorción presentan características constantes para cada grupo de dientes7: 

1- La reabsorción desde el ápice al tercio medio de los dientes unirradiculares superiores, se 

realiza a expensas de las superficies biseladas de corta extensión, con perforación 

parietal del conducto, debido a la posición perpendicular de los ejes de los dientes 
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temporales y a la ligera inclinación de los gérmenes de los dientes permanentes, como se 

observa en la Figura 2.  

 

Figura 2. Características de reabsorción en un incisivo central y canino 

superior temporal 7. 

2- La reabsorción en el tercio apical y tercio medio de los dientes unirradiculares inferiores 

se produce a expensas de la cara lingual en forma de bisel, o con perforaciones parietales 

en la zona media de la raíz, como se ve en la Figura 3. Esto se debe a la 

perpendicularidad de los dientes temporales y a la inclinación acentuada de los gérmenes 

de los permanenentes. 

 

Figura 3. Aspectos de la reabsorción de la cara lingual de las raíces de los 

dientes unirradiculares inferiores7. 

 
3-  En los molares superiores la reabsorción se produce, en general, y en primer término a 

expensas de la raíz distal y palatina como se representa en las Figuras 4 y 5 y en los 

inferiores a expensas de la raíz distal como se observa en las Figuras 6 y 7.  
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Este patrón de reabsorción se debe a la inclinación hacia mesial de los gérmenes 

permanentes. En los maxilares de gran desarrollo, los gérmenes permanentes logran una 

dirección perpendicular produciendo la reabsorción de sus raíces en un mismo plano como se 

observa en la Figura 8. 

 

Figura 8. Reabsorción, en un mismo plano, de dientes temporales superiores e 

inferiores7. 

4- En el tercio cervical la reabsorción se desarrolla en sentido horizontal, a consecuencia de 

la posición vertical de las coronas permanentes como se observa en la Figura 9.  

Figura 4. Reabsorción preponderante de las raíces distal y 

palatina del primer molar superior temporal7. 
Figura 5. Segundos molares superiores temporales 

que muestran la misma característica de 

reabsorción de los primeros molares superiores7. 

Figura 6. Reabsorción preponderante de la raíz distal de 

los primeros molares inferiores7. 
Figura 7. Segundos molares inferiores mostrando la 

reabsorción semejante a la de los primeros molares 

inferiores7. 
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Es importante tener en cuenta que cuando el germen del diente permanente se sitúa en 

pleno espacio interradicular del diente temporal, la reabsorción se manifiesta por múltiples 

perforaciones de las paredes internas de los conductos, lo que ha de tenerse en cuenta para la 

desvitalización de la pulpa; y en la acción germicida, para actuar más por la difusión que por la 

acción de contacto. Es necesario ser cauteloso durante la instrumentación de los molares 

temporales después de los siete años de edad, a fin de no introducir los instrumentos a través de 

estas perforaciones7 como se pueden observar en los molares que aparecen en la Figura 10.  

 

Estos procesos de reabsorción explicados previamente, complican la determinación de la 

longitud de trabajo, en caso necesario de realizar un tratamiento de conductos6. 

 

Debemos tener en cuenta estos patrones de reabsorción para evitar una sobre-

instrumentación del conducto radicular y realizar una cuidadosa condensación de los materiales 

Figura 9. Reabsorción horizontal en el tercio cervical de un incisivo 
central y canino superiores7. 

Figura 10. Perforaciones parietales y del piso de la cámara ocasionadas 
por la reabsorción7. 
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de obturación. Si los signos de reabsorción son visibles radiológicamente, es aconsejable 

establecer la distancia de trabajo de los instrumentos de endodoncia a 2-3 mm menos del ápice 

radiológico. En estos casos, para tener una precisión máxima al medir las longitudes del 

conducto, se recomienda utilizar una técnica de paralaje radiológico mediante cono largo5. Sin 

embargo, cuando existen grados pequeños de reabsorción pueden no ser apreciados en la 

radiografía. En estos casos, la determinación de la longitud del conducto radicular de manera 

electrónica, puede resultar de ayuda para superar los defectos del examen radiográfico en estos 

dientes. Otro de los beneficios de esta técnica se basa en la reducción en la exposición de los 

niños a los rayos X5. 

 

Según Moss y cols. otra de las complicaciones anatómicas que se presenta es la 

comunicación entre la cámara pulpar y el área interradicular, lo cual puede dar origen a lesiones 

de bi o trifurcación9. Este aspecto fue confirmado por Ringelstein y Seow cuando llevaron a cabo 

un estudio donde comprobaron que el 42% de 75 primeros molares temporales extraídos, tenían 

la foramina dentro del área de la furca. Este hecho explicaría la usual aparición de condiciones 

patológicas en el área intrarradicular de los  primeros molares temporales10. 

 

1.3 Diagnóstico pulpar en dentición temporal. 

La correlación entre los síntomas clínicos y los condicionantes histopatológicos en la 

patología pulpar de la dentición temporal es pobre y complica el diagnóstico pulpar cuando se 

produce una exposición pulpar en niños. Hoy en día, la evidencia científica determina que sin un 

examen histológico es imposible determinar con exactitud la extensión de la inflamación6. 

 

En ocasiones, puede resultar difícil diagnosticar la condición pulpar en dientes con 

lesiones profundas sin exposición pulpar clínica y sin hallazgos radiográficos. Algunas veces, la 

pulpa puede estar inflamada de forma reversible o estar desarrollando una pulpitis irreversible o 

estar necrótica, contraindicándose en las dos últimas condiciones la necesidad de terapia pulpar 

vital11. 
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Una historia médica completa analizando en la anamnesis las características de dolor, 

una rigurosa examinación intra y extraoral, y la realización de un test de vitalidad 

complementados con el estudio radiográfico proveerán, al clínico, de información esencial sobre 

el estado pulpar del diente o de los dientes en cuestión. Además, la fuente de disconfort (trauma, 

caries…) y la presencia de restauraciones grandes, profundas o inadecuadas, también juegan un 

papel crítico en el diagnóstico pulpar y por tanto, en el pronóstico del tratamiento12. 

 

El diagnóstico de una enfermedad es un proceso complicado que se basa en el resultado 

del análisis de la información registrada. El examen clínico inicial sirve como fundamento para 

decidir sobre la necesidad de considerar otras pruebas diagnósticas adicionales. Generalmente, 

con la información obtenida del examen clínico y radiográfico es suficiente para establecer un 

diagnóstico, aunque, en ocasiones, se necesitarán exploraciones complementarias1. 

 

1.3.1 Examen clínico extraoral e intraoral. 

1.3.1.1 Examen extraoral. 

La presencia de hinchazón facial, enrojecimiento o linfodenopatias de origen sub-

mandibular puede indicar la presencia de un absceso dento-alveolar agudo. En situaciones 

severas, una celulitis facial puede afectar el espacio infraorbitario resultando en un cierre parcial 

o total del ojo, apertura bucal limitada, fiebre y malestar general12. 

 

1.3.1.2 Examen intraoral. 

Se examinarán los tejidos blandos, atendiendo a cambios en la coloración de la mucosa, 

tumefacción, abscesos y fístulas. El absceso gingival o la fístula con drenaje asociados a un diente 

con una lesión de caries profunda constituyen un signo clínico obvio de pulpitis irreversible1. 

 

             A nivel dentario, se evaluará la profundidad y extensión del proceso carioso o fractura, 

exposiciones pulpares, pólipos y las posibilidades de aislamiento y restauración del diente. Los 

dientes con un diagnóstico cuestionable deberán ser examinados para observar si presentan 
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movilidad anormal o sensibilidad a la percusión. Cuando exista la presencia de lesiones de caries 

interproximales entre dientes adyacentes, ese espacio puede constituir un reservorio para la 

impactación alimentaria, dando como resultado un falso positivo en la prueba de percusión. La 

movilidad patológica también debe diferenciarse de la movilidad normal de los dientes 

temporales, previa a su recambio fisiológico1,12. 

 

1.3.2 Examen radiográfico. 

El estudio radiográfico resulta fundamental para el diagnóstico de las lesiones pulpares y 

ofrece información relevante como se presenta a continuación1: 

- Tiempo de vida útil. 

- Estado del diente permanente en formación. 

- Anatomía del diente. 

- Relación o proximidad entre el techo y el piso cameral. 

- Profundidad de la lesión y su proximidad a la cámara pulpar. 

- Tratamientos previos. 

- Reabsorción patológica externa o interna. 

- Presencia de cálculos pulpares. 

- Perforación del piso cameral. 

- Lesiones radiolúcidas periapicales o interradiculares, su extensión y su relación con el 

saco pericoronario del diente permanente sucedáneo. 

 

1.3.3 Historia del dolor. 

El dolor provocado que cesa tras eliminar la causa es normalmente reversible e indica un 

menor número de cambios inflamatorios. Los estímulos pueden ser térmicos, químicos y 

mecánicos y muchas veces son debidos a caries profundas, restauraciones filtradas,  diente 

temporal próximo a la exfoliación o erupción de un diente permanente6. 
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El dolor espontáneo es un dolor constante o palpitante que ocurre sin estimulación 

previa y que puede aparecer en momentos de inactividad como el sueño6. En un estudio 

histológico, Guthrie y cols. demostraron que la presencia de dolor espontáneo está normalmente 

asociada con cambios degenerativos extensos que se extendían hasta los conductos radiculares. 

Concluyeron que en los dientes temporales con historia de dolor espontáneo no se debía realizar 

el tratamiento de pulpotomía, sino de pulpectomía o extracción13. 

 

1.3.4 Test vitalidad. 

 Las pruebas de vitalidad pulpar, tanto térmicas como eléctricas, tienen escasa utilidad en 

dentición temporal, no ofrecen evidencias fiables sobre el grado de inflamación de la pulpa, 

aparte de que el dolor que desencadenan puede reducir la disposición del niño a cooperar1. 

 

La aplicación de agentes sobre el diente para incrementar o disminuir la temperatura y 

estimular de esta manera la respuesta pulpar a través de la conducción térmica ha sido el test de 

vitalidad  más empleado. El spray de frío, debido a su sencillo almacenaje y su sencilla aplicación 

técnica, es el más empleado en la actualidad14. 

 

Jespersen y cols. evaluaron la respuesta pulpar al frío y al test pulpar eléctrico en dientes 

con presencia y ausencia de caries. Encontraron que la presencia de lesiones de caries en dientes 

vitales resultaba en una respuesta más precisa al realizar el test del frío. Sin embargo, cuando no 

había respuesta ante el test del frío en dientes con lesiones por caries, el diagnóstico de necrosis 

pulpar era certero15. 

 

El láser doppler desarrollado en 1970 para medir la velocidad de los glóbulos rojos en los 

capilares, es una alternativa no invasiva y no dolorosa, a los métodos tradicionales de 

estimulación resultando un test prometedor para los más jóvenes. Este medidor de flujo ha sido 

utilizado con éxito para medir el flujo en la pulpa de dientes de gatos, ratas y humanos16,17. 
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Gazelius y cols., en un estudio realizado con pulpa dental humana, encontraron que el 

medidor de flujo podía producir una señal que permitiría la diferenciación de dientes vitales de 

no vitales17. 

 

Fratkin y cols. realizaron un estudio en 119 dientes temporales con láser Doppler para 

determinar si el flujo sanguíneo pulpar estaba presente o ausente. Para ello, los dientes se 

testaron bajo dos condiciones, el diente insitu y extraído y el diente con pulpa o removida. Los 

autores concluyeron que aunque existen varios métodos para evaluar la vitalidad pulpar, el láser 

Doppler es el único que es objetivo, no invasivo, indoloro y aceptado por los pacientes más 

jóvenes y que éste láser tiene inmediatas aplicaciones clínicas en la valoración del estado pulpar 

en dientes temporales18. 

 

El pulsioxímetro es un método no invasivo que permite medir la saturación de oxígeno en 

sangre. Es una prueba objetiva, que no requiere una respuesta subjetiva por parte del paciente. 

Fue inventado por Takuo Aoyagi en 197419, 20. 

 

El sensor del pulsioxímetro consiste en dos diodos, uno transmite luz roja (640 nm) y otro 

emite luz infrarroja (940 nm). Los diodos transmiten la luz a través de un lecho vascular pulsátil, 

como el dedo o la oreja, y se detectan en el lado opuesto con un fotorreceptor. La hemoglobina 

oxigenada (HbO2) y la desoxihemoglobina (Hb) absorben diferentes cantidades de luz roja o 

infrarroja. La HbO2 absorbe la luz del espectro infrarrojo y permite el paso de la luz roja; por el 

contrario, la Hb absorbe la luz del espectro rojo y permite el paso de la luz infrarroja. El radio de 

la absorción de la luz roja e infrarroja mide el grado de oxigenacion de la hemoglobina20. 

 

Schnettler y Wallace encontraron una relación entre la saturación de oxígeno sistémica y 

la de la pulpa utilizando un pulsioximetro de oreja modificado sobre un diente. Estos autores 

recomendaron su uso como test de vitalidad pulpar21. 



 
 

 
EVALUACIÓN IN VITRO DE LA BIOCOMPATIBILIDAD DE MATERIALES EN BASE DE BIOSILICATO PARA SU 

USO EN PULPOTOMÍAS EN DENTICIÓN TEMPORAL 

 
30 

Gopikrishna y cols, desarrollaron mas tarde un pulsioximetro para evaluar la vitalidad 

pulpar. Compararon la precisión de este pulsioxímetro con los test pulpares eléctricos y térmicos 

y encontraron que la probabilidad de encontrar vitalidad pulpar positiva fue de un 81% con el 

test frio, un 74% con test eléctrico y un 100% con el pulsioxímetro. La posibilidad de encontrar 

vitalidad pulpar negativa fue de un 92% con el test de frio, un 91% con el test eléctrico y un 95% 

con el pulsioxímetro22. 

 

En un estudio realizado por Goho, la muestra consistió en 45 incisivos temporales y 48 

incisivos permanentes de niños entre 4 y 10 años de edad. Encontró que la saturación de oxígeno 

que se tomó en los incisivos permanentes  mediante un sensor de oreja tuvo un valor medio del 

94%, mientras que los valores medidos en el dedo del paciente tuvieron una media del 93%. En 

los incisivos temporales el valor medio fue del 93%, mientras que en el dedo del paciente fue del 

97%. Por tanto, concluyó que los valores registrados que procedían de los dientes fueron 

menores que los que procedían de los dedos. Sin embargo no existió una relación 

estadísticamente significativa entre ambos valores. Esto puede ser debido a la utilizacion de un 

sensor que no esta específicamente diseñado para el diente, sino para otra parte del cuerpo 

humano23. 

 

El requisito que debe cumplir un pulsioxímetro, para ser utilizado en boca, es que el 

sensor debe adaptarse al tamaño, forma y contorno anatómico del diente. El sensor y el 

fotorreceptor deben estar paralelos para que el fotorreceptor reciba la luz transmitida a través 

del diente22. 

 

 Para que el pulsioximetro sea preciso también será necesario tener un flujo arterial 

normal. Cuando este es bajo, el pulsioximetro no podrá medir adecuadamente24. 

 



 
 

 
INTRODUCCIÓN 

 
31  

1.3.5 Prueba de percusión. 

La sensibilidad a la percusión puede ser valiosa para el diagnóstico, pero se complica 

debido a la fiabilidad de la respuesta del niño por los aspectos psicológicos involucrados6. 

Esta prueba se realiza con la punta del dedo, y es útil para localizar un diente doloroso en 

el cual la inflamación avanza y afecta al ligamento periodontal1.  

 

La movilidad dental puede ser normal debido a la reabsorción fisiológica, y muchos 

dientes que presentan un problema pulpar no tienen movilidad. La movilidad dental patológica 

debe diferenciarse de la movilidad normal de los dientes temporales previa a su caída; siempre 

hay que comparar con el diente contralateral y tener en cuenta la edad de exfoliación6. 

 

1.3.6 Diagnóstico histopatológico. 

 En muchas ocasiones el diagnóstico definitivo solo se puede obtener por evaluación 

directa del tejido pulpar. El color y la cantidad de sangrado se deberán evaluar cuando el tejido 

pulpar esté expuesto; un sangrado profuso o un exudado purulento indicarán una pulpitis 

irreversible o una necrosis pulpar. Un sangrado excesivo es una indicación de que la inflamación 

ha alcanzado la pulpa radicular. Por el contrario, si el sangrado cesa tras la amputación de la 

pulpa coronal, es indicativo de un proceso pulpar reversible y la pulpotomía constituirá el 

tratamiento de elección para ser llevado a cabo12,25. 

 

1. 4 Terapia pulpar vital en dentición temporal. 

 La pulpa de un diente temporal puede resultar expuesta debido a varias causas, 

destacando entre ellas, una lesión de caries. El desarrollo de la lesión de caries a través de la 

dentina puede provocar una invasión de microorganismos de la pulpa y con ello el desarrollo de 

una inflamación pulpar. El objetivo de la terapia pulpar vital es tratar la lesión reversible de la 

pulpa y mantener su vitalidad y función hasta el momento del recambio fisiológico. Por eso la 
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técnica de elección es la pulpotomia, donde sólo se retira el tejido pulpar coronal inflamado, 

dejando el tejido pulpar radicular no afectado26. 

 

La pulpotomía, hoy en día, constituye el tratamiento llevado a cabo en las exposiciones 

pulpares por lesiones de caries en dientes temporales asintomáticos. Es definida por la American 

Association of Pediatric Dentistry (AAPD) como el procedimiento clínico para eliminar el tejido 

pulpar coronal afectado, con el fin de preservar la vitalidad y la función de la pulpa radicular27. Su 

objetivo es evitar el dolor y la inflamación provocadas por la invasión bacteriana a la pulpa, 

manteniendo el diente temporal y preservando la longitud de la arcada28. 

 

La pulpotomía está indicada cuando la remoción de la caries resulta en una exposición 

pulpar en un diente temporal con un tejido pulpar normal o con pulpitis reversible, o tras 

exposición pulpar por traumatismo. El tejido pulpar coronal es amputado y el tejido pulpar 

radicular remanente deberá estar vital sin supuración, purulencia, necrosis o hemorragia excesiva 

que no pueda ser controlada por un algodón sobre el suelo de la cámara pulpar  tras varios 

minutos de compresión y en ausencia de signos radiográficos de infección o reabsorción 

patológica5,27. 

 

La presencia de cualquier signo o síntoma de inflamación que se extienda más allá de la 

pulpa coronal es una contraindicación para la pulpotomía1. Por tanto, la técnica de la pulpotomía 

en dientes temporales está contraindicada en las siguientes circunstancias29,30: 

- Presencia de inflamación de los tejidos blandos adyacentes de origen pulpar. 

- Presencia de una fístula. 

- Presencia de movilidad patológica. 

- Reabsorción radicular externa o interna. 

- Lesiones radiográficas periapicales o interradiculares. 

- Calcificaciones pulpares. 
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- Ausencia de sangrado pulpar o excesivo sangrado tras la amputación pulpar. 

- Historia de dolor espontáneo o nocturno. 

- Sensibilidad a la percusión o palpación. 

- Diente no restaurable. 

- Diente próximo a ser exfoliado. 

1.4.1 Técnica de pulpotomía para dientes temporales. 

 La técnica para la realización de una pulpotomía se basa en el hecho de que el tejido 

pulpar radicular está vital y tiene la capacidad de curarse tras la amputación quirúrgica de la 

pulpa coronal, que puede estar infectada o afectada30. 

  

La pauta de tratamiento es la siguiente1,12 : 

1. Seleccionar el diente sobre el que vamos a realizar la terapia pulpar. El diente no 

debe presentar dolor espontáneo, presencia de absceso o fístula y movilidad, no 

presentar reabsorción radicular interna o externa y que no exista radiolucidez en 

la zona de la furca. 

2. Anestesia y aislamiento con dique de goma para evitar la contaminación 

bacteriana de la pulpa cameral. 

3. Remover toda la caries antes de realizar el acceso a la cámara pulpar. 

4. Realizar la apertura de la cámara pulpar con una fresa de tungsteno nº 330 a alta 

velocidad y con refrigeración. 

5. La pulpa coronal es removida con una fresa redonda de tungsteno a baja 

velocidad o con una cucharilla bien afilada. La hemostasia se consigue mediante 

la aplicación de un pellet de algodón durante un tiempo no superior a los 5 

minutos. Si la hemostasia no se consigue, la pulpotomía no estará indicada, 

debido a que el tejido pulpar estará inflamado e hiperémico.  

6. Una vez que se ha logrado conseguir la hemostasia se colocará el material de 

fijación de elección. 
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1.4.2 Materiales utilizados en pulpotomías de dientes temporales. 

Idealmente un material para pulpotomías debe cumplir una serie de propiedades, como 

ser bactericida, fácil de usar, ser inofensivo para el tejido pulpar remanente y las estructuras que 

lo rodean y no debe interferir con la reabsorción radicular fisiológica del diente temporal. En la 

búsqueda de éste material ideal, han surgido varios candidatos desde que Buckley en los años 90 

introdujera el formocresol. Estos han sido clasificados en tres grandes categorías de acuerdo con 

sus efectos sobre la pulpa radicular remanente: desvitalización, preservación y regeneración12. 

 

Ranly en 1994 clasificó la terapia pulpar vital de acuerdo con los objetivos de 

tratamiento: desvitalización (momificación, cauterización), preservación (mínima desvitalización, 

no inducción de la reparación dentinaria) o regeneración (inducción y reparación)31. 

 

1.4.2.1 Desvitalización. 

Según el diccionario de la RAE desvitalizar se define como quitar la vitalidad a alguien o a 

algo32. 

 Los materiales que se engloban en este grupo están diseñados para momificar el tejido 

pulpar remanente y son el formocresol, el láser y la electrocirugía2. 

 

1.4.2.1.1 Pulpotomía con formocresol. 

En 1905, Buckley introduce el uso de una combinación de formalina y tricresol a partes 

iguales para tratar dientes permanentes no vitales33. Durante los años treinta, Sweet propuso la 

aplicación de una mezcla de óxido de cinc eugenol y formocresol para el tratamiento pulpar de 

molares decíduos34. 

 

El análisis microscópico de Emmerson y cols. mostró que la mayor parte de los efectos 

beneficiosos del formocresol se producían en los primeros 5 minutos35. Por lo tanto, la técnica 

original de 4-visitas se cambió por la técnica de 1-visita, con 5 minutos de aplicación introducida 

por Redig en 196812,36. 
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Desde entonces, el formocresol ha sido el medicamento más empleado en pulpotomías 

en dentición temporal, principalmente porque su uso es sencillo y garantiza unas altas tasas de 

éxito clínico37. Los resultados histológicos, sin embargo, han sido más problemáticos. Se ha visto 

que el formocresol es citotóxico, desvitalizante pulpar y produce inflamación crónica y necrosis 

de los tejidos. Otro problema es la posible difusión del formocresol desde la pulpa a la circulación 

sistémica. La metabolización y excreción del formocresol que se absorbe se produce por vía 

pulmonar y renal, el resto puede llegar a fijarse en los tejidos, sobre todo en riñón, hígado y 

pulmones5, 38. En un estudio realizado por Pashley y cols. en  perros se observó que el 10% del 

formaldehído procedente de una pulpotomía realizada con formocresol fue absorbido a nivel 

sistémico39. 

 

Bolt y cols. en un estudio realizado con ratas observaron que se producía una interacción 

entre el formaldehído y el ADN que podían producir tumores y concluyeron que el formaldehído 

presenta un riesgo carcinogénico para los humanos40. 

 

Zarzar y cols. realizaron un estudio in vivo con una muestra de 20 niños que tenían 

dientes temporales con caries y que precisaban tratamiento pulpar. Se tomaron dos muestras de 

sangre de cada niño, una antes del tratamiento pulpar y otra 24 horas después. Los autores 

concluyeron que aunque no había diferencias estadísticamente significativas en ambas muestras, 

antes y después de realizar la pulpotomía mediante la fórmula de Buckley, sí que se encontraron 

alteraciones cromosómicas en el cultivo linfocitario de un paciente41. 

 

Además, la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer clasificó el 

formaldehído como carcinogénico para los humanos en junio del 2004, dejando que la profesión 

buscara otras alternativas al formocresol. Milnes publicó una extensa y detallada revisión de las 

más recientes investigaciones sobre el metabolismo, farmacocinética y carcinogenicidad del 

formaldehído y concluyó que el formaldehído no es un potente carcinógeno humano en 
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condiciones de baja exposición. Este autor recomendaba la dilución 5 a 1 de la solución  de 

Buckley42. 

 

La búsqueda de alternativas adecuadas al formocresol como medicamentos pulpares ha 

sido continua durante más de tres décadas, con el objetivo de identificar un material 

biocompatible que preservase la función de la pulpa involucrada de los dientes temporales, en un 

paciente en crecimiento43. 

 

Según Fuks, el material ideal para preservar la pulpa radicular debería ser: (1) bactericida, 

(2) inofensivo para la pulpa y las estructuras vecinas, (3) capaz de promover la curación de la 

pulpa radicular y (4) no interferir con el proceso fisiológico de reabsorción radicular44. 

 

Se han sugerido varios materiales que cumplen los requisitos anteriores tales como el 

glutaraldehido, el sulfato férrico, el agregado trióxido mineral (MTA), el hueso deshidratado, la 

proteína ósea morfogenética y el colágeno26,45. 

 

Sin embargo, en una revisión Cochrane llevada a cabo por Nadin y cols. en el año 2003, se 

concluyó que no había suficiente evidencia acerca del uso de un particular agente o técnica sobre 

otras en pulpotomías de dientes temporales46. 

 

1.4.2.1.2 Electrocirugía. 

Consiste en la aplicación de una corriente de alta frecuencia para incidir, coagular, 

fulgurar o disecar tejidos47. 

 

La pulpotomía mediante electrocirugía tiene sus ventajas. Es más rápida y limitada, la 

penetración pulpar no es muy profunda. Hay hemostasia y buena visualización sin coagulación 

por un medio químico y no hay afectación sistémica48. 
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 Shulman y cols. publicaron en 1987 el primer estudio comparativo entre pulpotomías 

realizadas con formocresol y con electrocirugía sobre dientes temporales de primates. Tras 65 

días de estudio observaron presencia de inflamación, reabsorción radicular y radiolucidez en la 

bifurcación en los dientes tratados mediante electrocirugía. Concluyeron que el calor y el tiempo 

de exposición podía ser la causa de la degeneración dental. Tampoco observaron que la adición 

del formocresol a los dientes, tratados mediante electrocirugía, mejorara los resultados respecto 

a cuándo se utilizaba sola49. 

 

 Mack y Dean publicaron en 1983 un estudio retrospectivo donde realizaban  pulpotomías 

mediante electrocirugía en 164 molares temporales de 101 niños. Tras un periodo de 60 meses, 

observaron que el 99,4% de los casos fueron un éxito desde el punto de vista clínico y 

radiográfico. Concluyeron que la técnica mediante electrocirugía es superior a la técnica 

mediante formocresol y puede considerarse un procedimiento ideal para el tratamiento de 

pulpotomía en molares temporales50. 

 

 Rivera y cols. realizaron un estudio comparativo entre pulpotomías realizadas con 

formocresol y con electrocirugía en una muestra de 80 molares. Tras 6 meses, no obtuvieron 

diferencias estadísticamente significativas. Concluyeron que la electrocirugía era un método más 

rápido que la técnica de formocresol y que deberían hacerse más estudios al respecto que 

pudieran contrastar dicha información51. 

 

Ruemping y cols. en su estudio comparaban la respuesta pulpar a nivel histológico del 

formocresol con respecto a las pulpotomías realizadas con electrocirugía en dientes de primates. 

Tras dos meses de estudio, concluyeron que ambos sistemas mantenían la vitalidad, no 

existiendo evidencia de afectación periapical, furcal o necrosis pulpar48. 
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1.4.2.1.3 Láser. 

Algunos estudios que han reportado la aplicación del láser sobre tejidos dentales, han 

mostrado su potencial para incrementar la curación, estimulando la dentinogénesis y 

preservando la vitalidad de la pulpa dental52. Como resultado del uso de diferentes tipos de 

láseres en odontología y los beneficios terapéuticos ofrecidos por estos, como hemostasis, 

esterilización, curación de la herida pulpar, se ha sugerido el empleo del láser como  alternativa al 

formocresol en la técnica de la pulpotomía53. El uso del láser en pulpotomías fue reportado por 

primera vez por Shoji en 1985, quién empleó un láser CO2 en el tratamiento de pulpotomías en 

dentición temporal54. 

 

 En 1996, Wilkerson y cols. evaluaron los efectos clínicos, radiográficos e histológicos del 

láser argón sobre pulpotomías vitales en dientes de cerdo. Los resultados mostraron que todos 

los tejidos blandos permanecieron normales y todos los dientes exhibían movilidad normal. 

También se observó histológicamente, como criterio de éxito, la formación de dentina55. 

 

Huth y cols. encontraron que las pulpotomías que realizaron con el láser Er:YAG tuvieron 

un éxito insignificativamente menor (78%) que con el formocresol (85%) tras un estudio de dos 

años de seguimiento56. En contraste, Liu reportó un alto éxito clínico (97%) y radiológico (94,1%) 

para las pulpotomías realizadas con el láser Nd:YAG52. 

 

Niranjani y cols. realizaron un estudio in vivo en el que comparaban el efecto del MTA, el 

láser y el BiodentineTM en la realización de pulpotomías de dientes temporales. Los mejores 

resultados fueron los obtenidos en el grupo del MTA, sin embargo, las diferencias no fueron 

estadísticamente significativas57. 
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1.4.2.2 Preservación. 

Según el diccionario de la RAE preservar significa proteger, resguardar a alguien o a algo, 

de algún daño o peligro32. 

 

El objetivo de los materiales incluidos en este grupo es preservar la vitalidad de la pulpa 

radicular y entre ellos se encuentran el ZOE, el glutaraldehído, el sulfato férrico y el hipoclorito de 

sodio. Son materiales que no son capaces de generar un proceso inductivo31. 

 

1.4.2.2.1 Óxido de zinc eugenol. 

 Históricamente, el óxido de zinc-eugenol (ZOE) ha sido uno de los materiales más usados 

para realizar tratamientos pulpares en dentición temporal después del formocresol. Su empleo 

más frecuente es como material de obturación en pulpectomías, pero también se utiliza en 

pulpotomías en dientes temporales58,59. 

  

En la búsqueda de alternativas al formocresol, algunos clínicos han eliminado el paso 

intermedio de colocar un medicamento y sitúan el ZOE en el interior de la cámara pulpar después 

de conseguir hemostasia mediante presión45. 

El ZOE puede funcionar como un cicatrizante y estimulador del órgano dentino-pulpar, 

fomentando el proceso de neoformación de dentina reparadora60. 

 

Chien y cols. compararon el éxito de pulpotomías sólo con ZOE con pulpotomías con 

ZOE/sulfato férrico y encontraron tasas de éxito del 100% para ambos materiales61.  Erdem y cols. 

mostraron un éxito de un 68% durante 24 meses de seguimiento, usando la técnica de 

pulpotomías con ZOE62. 

 

A pesar de que éste material ha mostrado resultados satisfactorios cuando se utiliza para 

pulpotomías de dientes temporales, el ZOE tiene un efecto tóxico notable. Diferentes estudios 
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han mostrado que los dientes en los que se realizaron pulpotomías con ZOE, presentaron 

reabsorción interna e inflamación, en la zona de la amputación de la pulpa cameral. Se cree que 

la reabsorción interna está asociada con el eugenol y cuando el ZOE se utiliza  como material para 

la pulpotomía, el eugenol contacta directamente con el tejido vital y causa una respuesta 

inflamatoria de moderada a severa. Por lo tanto, si prevenimos el contacto directo entre el 

eugenol y el tejido pulpar vital, aumentará el éxito de nuestro tratamiento45,63. 

 

1.4.2.2.2 Glutaraldehído. 

El glutaraldehído, un dialdehído saturado, ha sido sugerido como medicamento de 

preservación para pulpotomías en dentición temporal, debido a sus excelentes propiedades 

como fijador tisular64. El glutaraldehído no tiene capacidad bactericida a pH bajo y por lo tanto 

debe ser alcalinizado a un pH de entre 7.5 y 8.5 para mejorar su efectividad. Ese aumento de pH 

lo hace inestable, disminuyendo su vida media a 14 días64,65. En 1980 Kopel y cols. introducen el 

glutaraldehído como material para la realización de  pulpotomías de dientes temporales con el fin 

de encontrar un material que fuera menos tóxico que el formocresol, ya que éste limita su 

penetración en el tejido pulpar y preserva la pulpa radicular66. 

 

Rushmah y cols. realizaron un estudio para determinar la difusión del formocresol y del 

glutaraldehído en 30 molares temporales. Estos dientes fueron pulpotomizados, utilizando 

formocresol en una dilución (1:5) o glutaraldehído al 2% y sumergidos en una solución tampón 

para valorar la difusión de ambos hacia la dentina y cemento radicular.  Los autores encontraron 

que el formocresol difundía a través de la dentina y el cemento dentro de los 15 minutos 

siguientes a la realización de la pulpotomía con formocresol, sin embargo no se observó difusión 

del glutaraldehído64. 

 

Se evaluó el efecto del tiempo, la concentración y el pH sobre el efecto fijador del 

glutaraldehido en un estudio in vitro por Ranly y cols. Estos autores concluyeron que el 
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glutaraldehído es más efectivo cuando está tamponado y que, aumentando su concentración y 

aplicándolo por periodos de tiempo cortos, mejora el grado de fijación del material. Los datos 

sugirieron que en tratamientos clínicos se podría usar al 4% durante 4 minutos o al 8% durante 2 

minuntos67. 

 

En otro estudio, Tsai y cols. evaluaron clínica y radiográficamente 258 pulpotomías 

realizadas en molares temporales utilizando diferentes concentraciones de glutaraldehído, 

encontrando un 98% de éxito clínico y un 78,7% de éxito radiográfico68. 

 

Lloyd y cols. en su estudio evaluaron la respuesta histológica de la pulpa dental, 

utilizando varias concentraciones de glutaraldehído (0,5, 1,0 y 2,0%) durante diferentes tiempos 

de aplicación (2,5 y 10 minutos) en 160 dientes primarios de monos. Encontraron que la 

efectividad del glutaraldehído fue inversamente proporcional a la concentración y al tiempo de 

exposición. A menor concentración, mayor es el tiempo que el glutaraldehído necesita estar en 

contacto con la pulpa radicular remanente para mantener su efectividad. Sus resultados 

mostraron que una concentración del 2% con una exposición de 10 minutos tenía las tasas de 

éxito más favorables a lo largo del tiempo69. 

 

Uno de los inconvenientes del empleo del glutaraldehído es que posee unas 

características de pureza, preparación, estabilidad y almacenaje muy meticulosas para que la 

solución no pierda efectividad1. 

 

1.4.2.2.3 Hipoclorito de sodio (NaOCl). 

Usado durante cuatro décadas como el irrigante más popular en endodoncia, ha 

demostrado ser un buen antimicrobiano y agente hemostático, dos factores importantes a la 

hora de realizar pulpotomías de dientes temporales26. La efectividad antimicrobiana del NaOCl se 
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basa en su alto pH que interfiere con la integridad de la membrana celular, el metabolismo 

celular y la peroxidación lipídica70. 

 

 Hafez y cols. llevaron a cabo dos estudios histológicos y reportaron que el NaOCl es 

biológicamente compatible con el tejido pulpar expuesto cuando es usado como  hemostático en 

un recubrimiento pulpar directo71,72. Cox y cols., cuyos estudios evaluaron la respuesta pulpar en 

dientes temporales, consideraron que la hemostasia es el factor crítico más importante para el 

éxito clínico en el tratamiento de pulpotomía y que se consigue mejor con el NaOCl. A diferencia 

del formocresol, que solo tiene propiedades hemostáticas, NaOCl tiene otras cualidades, como 

ser un antiséptico eficaz sin causar una irritación pulpar significativa73. 

 

En otro estudio, realizado por Tunc y cols., evaluaron el efecto del hipoclorito de sodio al 

3% aplicado durante 30 segundos para el control de la hemorragia en pulpotomías con hidróxido 

de calcio en dientes temporales. Reportaron que el uso del NaOCL al 3% como agente 

hemostático no influía en el resultado de las pulpotomías con hidróxido de calcio74. 

 

En un estudio se comparó la habilidad para disolver tejido pulpar vital humano entre el 

NaOCl y el suero salino, en una muestra de 40 premolares extraídos por motivos ortodóncicos. 

Rosenfeld y cols. concluyeron que el NaOCl al 5,25% era más efectivo que la solución salina 

usando NaOCL al 5% y que su efecto solvente estaba limitado al tercio medio y oclusal, por lo que 

su acción sobre tejidos profundos era mínimo75. 

 

Vargas y cols. realizaron un estudio clínico randomizado comparando el sulfato férrico 

con el NaOCL encontrando una tasa de éxito del 90% en el grupo de  NaOCL durante un periodo 

de 12 meses en comparación con la tasa del 74% del sulfato férrico76. Posteriormente Vostatek y 

cols. reportaron también unas tasas de éxito clínico y radiográfico del 95% y 82% 
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respectivamente durante 21 meses de seguimiento, tras realizar la pulpotomía con NaOCl a 192 

molares temporales38. 

 

Ruby y cols. obtuvieron unas tasas de éxito clínico y radiográfico del 100% y 80% 

respectivamente evaluando los efectos de NaOCL al 3% en pulpotomías de molares temporales 

en comparación con solución 1:5 de Buckley de formocresol, cuyas tasas fueron de 100% y 84% 

respectivamente tras 12 meses de evolución77. 

 

1.4.2.2.4 Sulfato férrico. 

El sulfato férrico (15,5%) ha sido ampliamente estudiado en investigaciones con animales 

y humanos como agente hemostático en procedimiento de pulpotomías78. 

 

               Cuando el sulfato férrico entra en contacto con la sangre, se produce una aglutinación de 

las proteínas de la sangre en contacto con los iones hierro y sulfato. Esta aglutinación forma 

microcoágulos que taponan los orificios de los capilares, limitando así el sangrado79. 

 

               Landau y Johnson fueron los primeros en estudiar la respuesta del sulfato férrico en  

pulpotomías realizadas en dientes de monos. Los autores encontraron a los 60 días de 

tratamiento mejores resultados histológicos con el empleo de sulfato férrico que con hidróxido 

de calcio80. Fei y cols. compararon el uso de sulfato férrico con formocresol en un estudio clínico 

de 12 meses de duración. Encontraron que los resultados clínicos y radiológicos fueron mejor 

para el sulfato férrico (100% y 97%, respectivamente), que para el formocresol (96% y 81%)81. 

 

Histológicamente, Fuks y cols. demostraron que el sulfato férrico, así como el 

formocresol, no promueven la recuperación del tejido pulpar remanente y se encontraron varios 

grados de inflamación crónica82. Asimismo, Salako y cols. encontraron una destrucción pulpar 
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completa con sulfato férrico y necrosis pulpar con formocresol en pulpotomías realizadas en 

molares de ratas83. 

 

Un efecto común del sulfato férrico es la degradación crónica de la pulpa, que puede 

resultar en una exfoliación prematura del diente pulpotomizado84,85. La exfoliación prematura en 

relación con las pulpotomías utilizando sulfato férrico y formocresol fue evaluado por Vargas y 

cols. Los autores concluyen que el 11% se perdió prematuramente debido a la formación de un 

absceso en el grupo del sulfato férrico y un 10% en el grupo del formocresol76. Fuks y cols. y 

Salako y cols. realizaron estudios histológicos donde se observó que tanto el sulfato férrico como 

el formocresol producían una respuesta inflamatoria severa. Esto podría afectar a la exfoliación 

del diente temporal así como a la formación del diente sucesor82,83. 

 

Fuks y cols. en un estudio comparativo entre el sulfato férrico y el formocresol reportaron 

un 7,2% de casos con reabsorción radicular interna utilizando sulfato férrico y 5,4% con 

formocresol después de 34 meses85. 

 

 Smith y cols. consiguieron unas tasas de éxito del 80% utilizando el sulfato férrico para 

pulpotomías en molares temporales. Encontraron también que las respuestas pulpares más 

frecuentes eran la reabsorción radicular interna (7-18%) y la calcificación (6-33%)86. También 

Huth y cols. y Papagiannoulis y cols. encontraron una tasa de fracasos del 4% y 21,9% 

respectivamente por reabsorción radicular interna tras un periodo de 24 meses87,88. 

 

1.4.2.3 Reparativos. 

 Los materiales incluidos en ésta categoría deben permitir la vitalidad de la pulpa radicular 

y aislarla completamente de los efectos nocivos de los materiales restauradores y de las bases. 
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 Podrán inducir también la formación de dentina reparativa31. Dentro de estos se 

encuentran el hidróxido de calcio, MTA y BiodentineTM. 

 

1.4.2.3.1 Hidróxido de calcio. 

 El uso del hidróxido de calcio en endodoncia fue introducido por Hermann en 192026. Este 

autor expuso que el hidróxido de calcio estimulaba la formación de nueva dentina en contacto 

con el tejido pulpar 89. 

 

El hidróxido de calcio se utiliza de forma habitual en endodoncia como medicación 

intraconducto debido a sus excelentes propiedades. Entre éstas se incluyen: biocompatibilidad; 

actividad antibacteriana; alteración de la pared celular de las bacterias e inactivación de las 

endotoxinas bacterianas; propiedades antiinflamatorias y acción reparadora gracias a la 

activación de la fosfatasa alcalina, que es una enzima implicada en la inducción de la formación 

de tejido óseo90. 

 

 Siqueira y cols.91 aconsejaron el uso del hidróxido de calcio como medicación 

intraconducto por las siguientes razones: 

a) Elimina las bacterias supervivientes en el interior del conducto radicular. 

b) Previene la proliferación de bacterias entre citas. 

c) Actúa como una  barrera físico-química, evitando la reinfección del canal radicular y el 

aporte de nutrientes a las bacterias remanentes. 

  

 Debido a que la medicación intraconducto permanece durante un periodo de tiempo más 

largo que los irrigantes, es importante que estos materiales sean capaces de alcanzar a las 

bacterias remanentes en el interior de los conductos radiculares91. 

 

Teuscher y Zander, en 1938, usaron el hidróxido de calcio para realizar pulpotomías en 

dentición temporal. Los resultados obtenidos fueron pobres debido a la frecuente reabsorción 

interna de los dientes tratados con hidróxido de calcio, siendo este material en un principio 
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relegado como material de obturación en dientes temporales92.  Heiling y cols. sugirieron que esta 

reabsorción era el resultado de un proceso de “embolización” donde las partículas de hidróxido 

de calcio entraban en contacto con el tejido pulpar formando puntos focales de inflamación. 

Estos autores intentaron controlar este proceso usando una forma fraguada de hidróxido de 

calcio en 17 dientes. Las tasas de éxito fueron del 88% tras un periodo de observación de 9 

meses93. 

 

Doyle y cols., encontraron unas tasas de fracaso del 64% de pulpotomías realizadas con 

hidróxido de calcio en un estudio comparativo con pulpotomías realizadas con formocresol 

durante 18 meses94. Waterhouse y cols. también realizaron un estudio comparativo entre el 

formocresol y el hidróxido de calcio durante un periodo de 22 meses en 84 molares temporales, 

encontrando unas tasas de éxito del 84% para el formocresol y 77% para el hidróxido de calcio95. 

 

Otros estudios han mostrado tasas de éxito del uso del hidróxido de calcio en 

pulpotomias que varían del 31-100%, con la mayoría de los fracasos debido a la reabsorción 

radicular interna96,97. 

 

 Los bajos resultados, encontrados al utilizar el hidróxido de calcio como material para la 

realización de pulpotomías en dientes temporales, puede ser debido a que se produce una 

inflamación crónica o a la presencia de un coágulo sanguíneo que puede inhibir los efectos 

beneficiosos de este tipo de material sobre el tejido pulpar remanente98. El coagulo sanguíneo 

también puede actuar como substrato bacteriano, atrayendo microorganismos al área de la 

herida99. Por tanto, la remoción del coágulo así como la limpieza de la superficie de la herida 

puede mejorar significativamente el éxito de las pulpotomías con hidróxido de calcio. Sin 

embargo, pocos estudios han evaluado la influencia del agente antibacteriano sobre el proceso 

de reparación y no hay consenso sobre cuál es el agente apropiado para la desinfección de la 

cámara pulpar. Azcay y cols. encontraron que el uso del NaOCl como desinfectante de la pulpa 

cameral antes de realizar la pulpotomía con hidróxido de calcio, mejoraba el éxito de la 
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pulpotomía en comparación a cuando se utilizaba un agente salino durante un periodo de 12 

meses100. 

 

1.4.2.3.2 Agregado de trióxido mineral. 

El agregado de trióxido mineral (MTA) es un material bioactivo fundamentalmente 

compuesto de silicato y de calcio, que es capaz de conducir y de inducir formación de tejido 

duro100. Según Torabinejad y cols., la composición del MTA se basa principalmente en la 

presencia de silicato tricálcico, aluminato tricálcico, óxido tricálcico y silicato dicálcico, siendo las 

moléculas de calcio y los iones de fósforo las partículas más abundantes101. 

 

 El MTA es un polvo que consiste en finas partículas hidrofílicas y que fragua en presencia 

de humedad. Cuando el material se hidrata da lugar a un gel coloidal con un pH medio de 12.5, 

que solidifica formando un cemento duro. El tiempo de fraguado es de unas 3 horas 

aproximadamente102,103,104. Una vez que fragua el material tiene una baja solubilidad y una 

radiopacidad más alta que la de la dentina93. Presenta una resistencia a la compresión de 70 MPa. 

Esto es aproximadamente igual que el IRM, pero mucho menor que la amalgama (311 MPa)93,101. 

 

              Fue utilizado experimentalmente hasta que fue aprobado por la FDA en 1998, para su uso 

como material endodóncico en humanos102,103. 

 

 El MTA tiene numerosas aplicaciones en el campo de la endodoncia como material 

empleado para recubrimientos pulpares, reparación de perforaciones radiculares, 

retropreparaciones y otras102,105. En dientes temporales el MTA se utiliza predominantemente 

para recubrimientos pulpares y pulpotomías. 

 

Los mayores beneficios del MTA son que es biocompatible, bactericida (pH alto: 12.5) y 

capaz de estimular la formación de una estructura similar al cemento, adherencia de los 

osteoblastos y regeneración osea12,106. 
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Ford y cols.107 y Torabinejad y cols.108, en estudios histológicos observaron una gran 

biocompatibilidad del MTA y muy poca inflamación, al utilizarlo en perforaciones radiculares, 

cuando el material se extruía mas allá del sitio de la perforación109. 

 

Koh y cols.110 estudiaron osteoblastos humanos in vitro y encontraron que el MTA 

produce una liberación de citoquinas y la producción de interleukina. Holland y cols.111 también 

mostraron que el MTA induce la formación de tejido duro109. 

 

Su biocompatibilidad, su capacidad de sellado y su actividad dentinogénica resultan de las 

reacciones físico-químicas entre el MTA y los fluidos tisulares durante la formación de la 

hidroxiapatita100,112. 

 

 El MTA y el hidróxido de calcio comparten propiedades similares y ambos están 

relacionados con la formación de un puente dentinario en contacto con tejido pulpar vital63. 

Caicedo y cols. reportaron que la presencia del puente dentinario no podía determinarse 

radiográficamente, aunque si se pudieron observar histológicamente en los dientes113. Estudios 

recientes sugieren que el mecanismo por el cual el hidróxido de calcio o el MTA estimulan el 

proceso de curación está relacionado con el efecto de solubilización del hidróxido de calcio en la 

matriz de la dentina. El alto pH y la baja solubilidad del hidróxido de calcio prolongan su efecto 

antibacteriano. Sin embargo, el hecho de ser soluble en agua puede hacer que se disuelva bajo 

restauraciones permeables, dejando un espacio vacío debajo del material restaurador12. El MTA 

tiene mejor capacidad de sellado que el hidróxido de calcio, sin embargo se sigue utilizando junto 

con una capa de ionómero de vidrio114. La capacidad de sellado del MTA no está influida por la 

sangre o el agua. De hecho, Arens y Torabinejad han recomendado cubrirlo con un algodón 

húmedo y un IRMTM para mejorar el fraguado del material115. 

 

Una de las desventajas del MTA es la presencia de hierro, tiñendo el diente de un color 

gris oscuro12. 
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El MTA blanco (ProRoot WhiteTM) fue introducido como una mejora estética sobre el 

material original, el MTA gris, para colocarlo en dientes anteriores. Los principales componentes 

del MTA blanco eran silicato tricálcico, silicato dicálcico, aluminio tricálcico, sulfato cálcico 

deshidratado y óxido de bismuto116. 

 

Agami y cols. realizaron un estudio en pulpotomías en molares temporales comparando 

el MTA gris y blanco y el formocresol, durante un periodo de 12 meses. Concluyeron que el MTA 

gris era superior al grupo del MTA blanco y al grupo del formocresol109. 

 

El MTA se prepara inmediatamente antes de su uso, mezclando el polvo con agua estéril 

o solución salina en proporción 3:1 sobre una loseta o papel de mezcla para obtener una 

consistencia que sea manejable. La mezcla se coloca sobre la pulpa expuesta y se compacta 

mediante un algodón. 

 

Hay dos tipos principales de MTA que se encuentran disponibles en el mercado, el 

Proroot MTATM (Dentsply, York, PA, USA) y MTA AngelusTM (Angelus Soluçoes Odontológicas, 

Londrina, PR, Brazil). Los dos materiales tienen una composición química similar y están 

compuestos de cemento Portland y de óxido de bismuto. Existen diferencias en la textura y en las 

partículas de cada material. MTA AngelusTM no tiene la fase de sulfato cálcico, lo que resulta en 

un tiempo de fraguado más corto del material. Además, es menos radioopaco117,118. 

 

Según Celik y cols. ProRoot MTATM Y MTA AngelusTM mostraron tasas de éxito similares 

(98% y 91% respectivamente) como materiales de pulpotomía en molares temporales. Estas tasas 

fueron superiores a las obtenidas por el hidróxido de calcio (77%)119. 

 

En 2001, Eidelman y cols.  publicaron el primer estudio en el que analizaron clínica y 

radiográficamente los efectos del MTA comparándolos con el formocresol como agente 

terapéutico en pulpotomías en molares temporales, obteniendo un 100% de éxito clínico, 

concluyendo que el MTA podría ser un sustituto aceptable para el formocresol120. 
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Desde entonces se han hecho muchos estudios relacionados con la terapia pulpar y el 

MTA con tasas de éxito que varían entre el 66 y el 100%, siendo uno de los materiales más 

importantes para terapia pulpar en décadas12. 

 

1.4.2.3.3 BiodentineTM. 

El BiodentineTM (Saint Maur des Faussés, France) es un material que se usa como  

restaurador de la dentina, además de tener indicaciones similares a las de MTA112. Es un material 

recomendado para recubrimientos pulpares y para varios aspectos del tratamiento endodóncico 

reparador como perforaciones, apexificaciones y obturaciones a retro121. 

 

 El BiodentineTM está compuesto por un polvo y un líquido. El polvo contiene 

principalmente  silicato dicálcico y tricálcico así como carbonato cálcico. El líquido contiene 

cloruro cálcico y un agente reductor de agua (polímero hidrosoluble). El cloruro cálcico actúa 

como un acelerador en el proceso de hidratación del silicato tricálcico. Esto forma una solución 

ácida, y esta reacción, junto con el carbonato cálcico que es básico, ayuda a aumentar la 

velocidad en la reacción de fraguado122. 

 

 Como resultado de estos componentes el BiodentineTM fragua en una media de entre 9-

12 minutos, lo cual es más rápido que otros materiales como el MTA basados en silicatos de 

calcio sin modificar. El fraguado del BiodentineTM es similar al cemento Portland, sólo que ocurre 

más rápido gracias al efecto acelerador del cloruro cálcico122. 

 

 Hay una amplia evidencia de los efectos positivos de BiodentineTM sobre las células de la 

pulpa vital, estimulando formación de dentina terciaria y rápida formación de dentina 

reparativa123,124,125,126. 

 

 Diferentes estudios acerca de las interacciones del BiodentineTM con la dentina han 

mostrado que este material penetra en la dentina formando microestructuras similares a los tags 
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dentro de los túbulos. Estas estructuras obliteran los túbulos dentinarios provocando un sellado 

hermético y podrían estar involucrados en la disminución de la hipersensibilidad 

postoperatoria127. 

 

Además, se ha observado clínicamente que, tras la aplicación del BiodentineTM como 

material restaurador, se produce una disminución de la sensación dolorosa y ausencia de la 

sensibilidad postoperatoria en casos de pulpitis sintomáticas. Sin embargo, el potencial celular y 

el mecanismo molecular por el que el BiodentineTM induce un efecto de alivio del dolor todavía se 

desconocen128. 

 

Algunos estudios muestran que el BiodentineTM  parece tener mejores propiedades físicas 

que otros materiales como el MTA y no causa discoloración dental12. Laurent y cols. reportaron 

que inducía la diferenciación de células pulpares y biomineralización in vitro, sugiriendo su 

habilidad para estimular la dentinogénesis reparativa tras el recubrimiento pulpar directo112,129. 

 

El BiodentineTM presenta un tiempo de fraguado inferior y una fuerza de compresión 

superior, si lo comparamos con otros cementos con base de silicato de calcio. Además es un 

material dimensionalmente estable130. 

 

1.4.2.3.4 Theracal  LC. 

Theracal LC (Bisco, Schamurg, IL, USA), es un nuevo material de silicato de calcio 

modificado con resina, fotocurable, diseñado para recubrimientos pulpares directos e 

indirectos131. Theracal LC contiene, aproximadamente, 45%  cemento Portland, 10% componente 

radiopaco (óxido de bismuto), 5% agente hidrofílico espesante (sílice ahumada) y 40% resina. Se 

ha visto que este nuevo material presenta un tiempo de fraguado corto, menor solubilidad y 

mayor fluidez si lo comparamos con el MTA convencional132. 
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Gandolfi y cols. estudiaron las propiedades físicas y químicas del Theracal LC y reportaron 

una mayor liberación de iones calcio que el ProRoot MTA y el DycalTM133. 

 

Poggio y cols. realizaron un estudio in vitro, donde compararon la biocompatibilidad de 7 

materiales de recubrimiento pulpar: DycalTM, CalcicurTM, Calcimol LCTM, Theracal LC, ProRoot 

MTA, MTA AngelusTM y  BiodentineTM. Evaluaron su citocompatibilidad mediante odontoblastos 

de ratones (MDPC-23) en tres tiempos diferentes (24, 48, y 72 h). Los autores encontraron que 

los materiales en base a MTA, así como el BiodentineTM, mostraron una gran biocompatibilidad. 

Mientras que el Theracal LC, a pesar de que su constituyente principal es el cemento Portland, 

presentaba una disminución en los valores de viabilidad celular comparable con los materiales en 

base a hidróxido de calcio134. 

 

1.5 Regeneración de la pulpa dental. 

Con el objetivo de mantener la vitalidad pulpar, sobre todo en casos de traumatismos, se 

han realizado tratamientos conservadores de la pulpa, durante los últimos años. Con el 

descubrimiento del papel que juegan las células madre en el tejido pulpar dental, la búsqueda de 

métodos biológicos para utilizar este tipo de células para la regeneración de la pulpa, se ha 

intensificado en los últimos años. Mientras que los tratamientos actuales se  han enfocado en el 

mantenimiento de la estructura comprometida, el objetivo futuro será la regeneración completa 

del tejido dental135. 

 

El aislamiento de células madre post-natales de diferentes fuentes de la cavidad oral y el 

desarrollo de materiales más biocompatibles para las células y los factores de crecimiento 

posibilita que los tratamientos basados en biología celular sean más factibles12. 
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1.5.1 Células madre. 

Las células madre (CM) son células indiferenciadas que presentan alta capacidad 

clonogénica, de autorrenovación y pueden diferenciarse en múltiples linajes celulares, incluyendo 

osteoblastos, adipocitos, condrocitos…136,137,138,139,140 

 

 Hay tres aspectos que las hacen únicas en la medicina regenerativa: su estado de   

indiferenciación, su capacidad para proliferar indefinidamente y por último, su plasticidad y 

capacidad de dar origen a otros tipos celulares141. 

 

Encontramos diferentes tipos de células madre (CM), dependiendo de su origen, grado de 

diferenciación o tejido en el que se encuentren136,142.  

 

1.5.1.1 Clasificación según su potencial de diferenciación. 

• Células madre totipotentes: son capaces de generar 200 tipos de tejido humano además 

de tejidos extraembrionarios. El cigoto es totipotente, lo que significa que es la única 

célula que tiene el potencial de desarrollarse en un embrión con todas las células 

especializadas que forman un ser vivo, así como en la estructura de soporte necesaria 

para el desarrollo de la placenta fetal. 

• Células madre pluripotentes: pueden generar cualquier estirpe del embrión, endodermo, 

mesodermo o ectodermo, aunque no extraembrionarios. Se las denomina células madre 

embrionarias, y se pueden diferenciar en células de aproximadamente 200 tipos de tejido 

humano. Takahashi y cols.143 descubrieron en 2012 que una célula madura podrá 

reprogramarse para convertirse en pluripotente (células pluripotenciales inducidas). 

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

Son capaces de diferenciarse en un número limitado de destinos celulares; distintos tipos 

de células, pero un mismo linaje celular. 
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• Células madre oligopotentes: cuando el subconjunto de tipos celulares que pueden 

generar es más reducido. 

• Células madre unipotentes: si sólo generan un tipo celular. Son células madre adultas que 

producen células de un solo linaje, como las células madre germinales, entre ellas las 

espermatogonias que generan el esperma. 

 

1.5.1.2 Clasificación según su origen. 

• Células madre embrionarias (ESCs) son células pluripotentes y pueden diferenciarse en 

casi cualquier tipo celular del cuerpo humano. Sin embargo, existen  problemas éticos y 

legales, en relación con el uso de embriones humanos, así como el problema de rechazo 

de tejidos en el paciente transplantado143,144. 

 Las células madre embrionarias derivan de la masa celular interna de los 

blastocitos de mamífero, tienen la habilidad de crecer indefinidamente mientras 

mantienen su pluripotencialidad y la capacidad de diferenciarse en células de las tres 

capas germinales143. 

• Células madre adultas, también conocidas como somáticas o postnatales o células 

estrómicas multipotentes (MSCs), pueden ser aisladas de muchos tejidos adultos 

diferentes y tienen el potencial de dar lugar a células de diferentes linajes145. A diferencia 

de las ESCs, las células madre adultas pueden usarse para el tratamiento de varias 

enfermedades143. 

 

1.5.2 Células madre mesenquimales. 

 Estas células se encuentran en la médula ósea, son llamadas células madre 

mesenquimales (CMM) o mesenchymal stem cells (MSCs). Fueron identificadas por Friedenstein 

y cols. en 1996146. Presentan un aspecto fibroblástico y características de células madre. Tienen 

capacidad de autorrenovación, proliferación y capacidad de diferenciación a varias líneas de 
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tejido mesodérmico147. Por lo tanto son células multipotentes; aunque recientemente se ha 

observado que se les puede inducir pluripotencialidad144. 

 

 Los criterios que debe cumplir una célula para ser considerada una célula madre 

mesenquimal son: 

a) Tienen que ser adherentes al plástico en un cultivo con condiciones estándar. 

b) Mas o igual que el 95% de la población celular debe expresar los marcadores CD105, 

CD73 y CD90 cuando se mide por citrometría de flujo, además deben carecer de la 

expresión (menos o igual 2% positivo) de los marcadores CD45,  CD34, CD14, CD11b, 

CD79α o CD19 y HLA clase II. 

c) Las células deben ser capaces de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y 

condroblastos bajo condiciones de diferenciación estándar in vitro145. 

  

 La diferenciación hacia osteoblastos se puede demostrar utilizando la tinción Alizarin red 

o con la tinción Von Kossa. La diferenciación hacia adipocitos  se puede demostrar fácilmente con 

la tinción Oil Red O. Y por último la diferenciación a condroblastos, se puede demostrar mediante 

la tinción Alcian blue o mediante tinción inmunohistoquímica para colágeno tipo II145. 

 

 Morfológicamente son difíciles de definir o distinguir, debido a que pueden ser grandes y 

planas o alargadas, siendo similares a los fibroblastos. Su identificación se basa en la expresión de 

una serie de marcadores moleculares de superficie, aunque ninguno de estos marcadores 

específico para CMMs, ya que también han sido detectados en células mesenquimales 

diferenciadas, endoteliales y epiteliales143,145. 

 

Hynes y cols. identificaron células que eran similares a las células madre mesenquimales 

derivadas de médula ósea, periostio, cartílago articular, membrana sinovial, líquido sinovial, 

músculo esquelético, tejido adiposo, tendones, sangre, vasos sanguíneos, vasculatura del cordón 
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umbilical, tejido placentario, tejidos fetales y piel148. Los tejidos dentales también se consideran 

una fuente rica en células madre mesenquimales143. 

 

1.5.3 Células madre dentales. 

El primer tipo de células madre dentales estudiadas fueron aisladas de la pulpa humana y 

fueron denominadas como “células madre de la pulpa dental postnatal” (DPSCs)149. 

Seguidamente se aislaron y caracterizaron 3 tipos más, que son: células madre de los dientes 

temporales exfoliados (SHED)150, células madre del ligamento periodontal (PDLSCs)151 y células 

madre de la papila apical (SCAP)152. Morsczeck y cols. identificaron un quinto tipo, las células 

madre del folículo dental (DFPCs)153. Se observan en la Figura 11. 

 

 Estas células se nombran de acuerdo con su localización anatómica, y son caracterizadas 

mediante marcadores de superficie, por su habilidad para formar colonias y su función 

regenerativa dental. Investigaciones recientes indican que las células madre dentales pueden 

tener el potencial de generar hueso, ligamento periodontal y posiblemente dientes154. 

  

 Encontramos células madre intrabucales en: 

• Ligamento periodontal (PDLSCs). 

• Folículo dental (DFSCs). 

• Papila apical (SCAP). 

• Tejido gingival (GMSC). 

• Tejido inflamatorio periapical procedente de infecciones odontógenas (PL-MSC). 

• Lámina propia mucosa oral (OMLP-PCs). 

• Médula ósea de mandíbula (OMSCs). 

• Pulpa dental (DPSCs).  

• Dientes deciduos (SHED)149,150,151,152,155,156. 
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Figura 11. Etapas del desarrollo del diente y el origen de las células madre dentales154. 

  

 Estas células presentan un inmunofenotipo de tipo mesenquimal. Revelaron un alto 

grado de expresión de los antígenos de superficie CD73, CD90 y CD105, mientras que resultaron 

negativos los antígenos CD45, CD34; CD14 o CD11b, CD79a o CD19 y HLA II. Este perfil cumple los 

criterios de la International Society of Cellular Therapy, para considerar una célula como de 

estirpe mesenquimal157. 

 

Leprince y cols. reportaron que este tipo de células expresan receptores para numerosos 

mediadores de la inflamación, que pueden aumentar o disminuir el reclutamiento, proliferación 

y/o diferenciación de las células madre pulpares. A su vez estas células poseen propiedades 

inmunosupresoras158. 

 

Según Huang y cols., las células madre dentales derivadas del ectomesénquima, pueden 

tener diferentes características similares a las de las células de la cresta neural154. 

 

1.5.3.1 Células madre procedente de la pulpa dental (DPSCs). 

Gronthos y cols. aislaron e identificaron una población de células precursoras de la 

odontogénesis de tejido pulpar adulto. Estos autores describieron la identificación de las células 

madre de la pulpa dental (DPSCs) en virtud de sus habilidades clonogénicas, las tasas de 
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proliferación rápida y la capacidad para formar tejidos mineralizados tanto in vitro como in 

vivo149. 

 

 El primer tipo de células madre dentales fue aislada a partir de la pulpa de terceros 

molares sanos exodonciados149. Mostraron capacidad de diferenciación multipotente, expresaron 

marcadores indicativos de células madre, capacidad clonogénica y potencialidad para regenerar 

el complejo dentino-pulpar in vivo. Estas células residen en un microambiente perivascular 

específico donde mantienen sus características de células madre154. Se observó que presentaban 

un mayor porcentaje de proliferación que las células madre mesenquimales de la médula ósea159. 

  

 Las DPSCs presentan los marcadores STRO-1, c-Kit y  CD34, lo que  representa  que son 

capaces de diferenciarse en líneas celulares osteogénicas, adipogénicas y en linajes miogénicos. 

Además, la expresión de estos marcadores son indicativos de una población de células madre 

mesenquimales que tiene su origen en la cresta neural160. 

  

 Tras dos años de criopreservación,  las DPSCs mantienen su fenotipo e integridad celular, 

así como su capacidad para diferenciarse  a pre-odontoblastos y para producir tejido óseo161. 

  

 Tras ser implantadas subcutáneamente en ratas inmunocomprometidas fueron capaces de 

diferenciarse hacia odontoblastos y de formar el complejo dentino-pulpar149. Este grupo de 

odontoblastos fue capaz de expresar sialofosfoproteína dentinaria, indicador de la producción 

dentinaria162. Además, combinadas con una matriz de colágeno y proteínas de la matriz de la 

dentina, las DPSCs fueron capaces de generar tejido pulpar en ratones inmunodeprimidos163. 

 

 Presentan un aumento de la expresión del ARN  de sialofosfoproteína de la dentina (DSPP) 

y de fosfoglicoproteína de la matriz extracelular, que son indicadores  diferenciales de la 

progresión celular en el  linaje  odontoblástico164. 
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  No están claros los factores implicados en la diferenciación odontoblástica debido a la gran 

heterogeneidad de estas células162, 165,166, 167. 

 

 La presencia de osteoblastos cultivados con DPSCs puede promover las diferenciación 

osteogénica y la proliferación de las células madre pulpares168. In vivo se puede obtener una 

subpoblación de células con potencial osteogénico, odontoblastos derivados de células madre 

pulpares. Estos osteoblastos derivados de las células madre pulpares presentan ligeras 

diferencias con respecto a los odontoblastos primarios de origen óseo169. 

  

 Presentan capacidad de diferenciación hacia subconjuntos endocrinos y exocrinos   como 

son las células pancreáticas170; también capacidad de diferenciación hepática, obteniendo células 

con igual morfología y funcionalidad171; capacidad de diferenciación en melanocitos y células de 

Schwann172 y son capaces de inducir angiogénesis y promover la migración celular endotelial, 

pudiendo ser útil para patologías correlacionadas con la angiogénesis inadecuada como el 

accidente cerebrovascular o infarto de miocardio173; también son capaces de mostrar un fenotipo 

de mioblastos en cultivo tras seis semanas, con  lo que tienen  capacidad de formación de 

músculo174. 

 

  Las DPSCs no solo se pueden obtener de dientes sanos, sino también de dientes con 

pulpitis irreversible175. Las células aisladas del tejido pulpar normal y las aisladas del tejido pulpar 

inflamado forman una capa celular homogénea, células similares a fibroblastos, presentando una 

tasa de proliferación similar y los mismos tipos de líneas de diferenciación celular.  Las DPSCs de 

pulpas inflamadas tienen alteradas algunas de las propiedades de células madre, aunque no se 

conocen los mecanismos de alteración, pero mantienen el potencial de regeneración de tejido176. 

Aisladas del tejido pulpar inflamado, presentan una alta tasa de disfuncionalidad en términos de 

sus propiedades inmunomoduladoras. Tienen una capacidad para estimular respuestas 
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antiinflamatorias mínima. Esto reduce su relevancia,  especialmente cuando se utiliza para  

enfermedad, injerto o posible trasplante de órganos177. 

  

 Las células madres de pulpa obtenidas de dientes con afectación periodontal severa 

presentan una morfología relativamente similar a las de dientes sin afectación, pero la 

proliferación celular es menor.  Aunque existen estudios que no obtuvieron diferencias en la 

diferenciación en la morfología, en el potencial de diferenciación, ni en la tasas de 

proliferación178, existen otros en los que se encontró una disminución del potencial de 

diferenciación adipogénico, osterogénico y dentinogénico179. 

  

1.5.3.2 Células madre procedentes de dientes deciduos (SHED). 

 La regeneración de las estructuras dentales de forma individual es un objetivo más 

realista que la regeneración de un diente completo. El primer cultivo de células madre que 

procedían de la pulpa dental fueron denominadas células madre de la pulpa dental  (DPSCs)149. 

Un tiempo después, los dientes temporales exfoliados fueron identificados como una fuente 

importante de células madre postnatales (SHED). Fue la investigación llevada a cabo por Miura y 

cols. quiénes probaron que la pulpa remanente de los dientes temporales exfoliados contienen 

una población de células madre multipotenciales. Estas células se pueden obtener a través de 

métodos no invasivos, de muy fácil acceso, presentan una disposición natural y presentan muy 

pocos problemas legales o éticos; siendo capaces de proporcionar suficientes células para la 

aplicación clínica potencial150. 

 

Las células madre de la pulpa a partir de dientes deciduos (SHED) presentan una mayor 

plasticidad que las de la pulpa de los dientes permanentes. Se diferencian de las DPSCs por su 

alto rango de proliferación, así como la habilidad de formar grupos denominadas “colonias 

celulares”. Presentan diferentes marcajes de superficie como son el CD13, CD29, CD44, CD56, 
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CD73, CD90, CD105, CD146 y CD16180,181. Son capaces de diferenciarse hacia un linaje 

osteoblástico, adiposo y neural. Comparadas con las células madre de la médula ósea, muestran 

30-50% de tasa de proliferación más alta y un incremento en la duplicación de la población150. 

  Se observó la expresión de marcadores de mineralización y la formación de nódulos 

mineralizados, cuando estas células eran cultivadas en un medio inductivo que contenía ácido 

ascórbico, dexometasona y fosfato inorgánico149,150,151. Después del trasplante in vivo, DPSCs y 

SHED son capaces de regenerar estructuras similares al complejo  dentino-pulpar80. En un 

experimento en el que se indujeron al linaje neural in vitro, tras trasplantar este tipo de células 

en ratones inmunodeprimidos fueron capaces de formar hueso, regenerar dentina y producir 

tejido pulpar, lo que sugiere que podrían ser un buen recurso para regeneración de hueso 

orofacial y tejido pulpar182,183. 

  

 Además, en un estudio realizado con células alogénicas de dientes deciduos procedentes 

de minicerdos, se comprobó la capacidad de estas células para regenerar con eficacia la pérdida 

de tejido duro y tejido blando provocado por la periodontitis. En este estudio, los índices clínicos 

mostraron una restauración de salud periodontal significativa in vivo. La tomografía 

computarizada mostró que el 75% de las muestras tuvo éxito en la regeneración de tejido duro-

blando y el examen clínico demostró una notable regeneración de los tejidos periodontales184. 

  

Otros estudios también realizados con cerdos demostraron que las SHED fueron capaces 

de regenerar satisfactoriamente defectos de hueso de mandíbula, producir tejido dentinario y 

restaurar los defectos del techo de la cámara pulpar185,186. Estudios han demostrado que las SHED 

pueden reparar defectos óseos críticos a través de la formación de hueso183. Aunque las SHED no 

pueden diferenciarse directamente en osteoblastos, pueden inducir la formación de nuevo hueso 

reclutando in vivo células osteogénicas. Este descubrimiento implica que los dientes deciduos no 

proveen únicamente una guía para la erupción del diente permanente como se asume 
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generalmente, sino que también están relacionados con la inducción de formación de hueso 

durante la erupción del diente permanente150. 

 

1.5.3.3 Células madre procedentes de la papila apical (SCAP). 

 La papila apical es un tejido blando que rodea el ápice en los dientes inmaduros con ápice 

abierto en desarrollo104. Está localizada más apicalmente que la membrana del epitelio y existe 

una capa rica en células entre la pulpa y la papila apical. La diferencia que existe entre la pulpa 

dental y la papila apical es que ésta es el tejido precursor de la pulpa radicular180. 

 

 Las SCAP fueron descritas por primera vez en 2008152. Son células clonogénicas, capaces de 

diferenciarse a odontoblastos, osteoblastos y adipocitos. Comparadas con las DPSCs y BMMSCs, 

las SCAP muestran un potencial de diferenciación osteo/dentinogénico similar y algo menor el 

adipogénico. Al igual que otras poblaciones de células madre, se caracterizan por su expresión de 

marcadores indicadores como STRO-1 y CD146143. Existe un marcador especifico, el CD24, que es 

expresado por las SCAP, no detectable en otras células madre mesenquimales, incluidas las 

DPSCs. 

  

 Pueden aislarse de terceros molares extraídos de pacientes jóvenes, obteniendo unas 

células postnatales de alta plasticidad para tratamientos regenerativos152. 

 

 Según algunos estudios las SCAP son la fuente de aportación de odontoblastos primarios, 

que se encargan de la formación de la dentina radicular, mientras que las DPSCs son las 

responsables del recambio de los odontoblastos en la fase reparativa de la dentina187. 

  

 En un estudio llevado a cabo por Sonoyama y cols. encontraron que la papila apical 

radicular contenía células madre mesenquimales que parecían tener una mayor capacidad para 
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regenerar dentina que las DPSCs. Esta población celular expresó unos valores altos de survivin y 

telomerasa, que son dos moléculas mediadoras importantes en el proceso de proliferación 

celular152. 

 

1.5.3.4 Células madre procedentes del folículo dental (DFSCs). 

 El folículo dental es un saco de tejido conectivo derivado del ectomesénquima que rodea al 

germen del diente en desarrollo antes de la erupción. Las DFSCs, pueden ser  fácilmente aisladas 

del folículo de terceros molares que todavía no han erupcionado154. 

 

 El folículo dental desempeña un papel importante en la erupción dental, regulando la 

osteoclastogénesis y la osteogénesis145. Tras la erupción del germen dental, el folículo dental se 

diferencia en células del periodonto, incluídos osteoblastos, fibroblastos y cementoblastos188. 

 

 Las DFSCs se caracterizan por su rápida adhesión en los cultivos y por su expresión de 

marcadores indicadores de células madre como STRO-1,  Notch-1 y Nestin153. Además, cumplen  

los criterios para ser consideradas células madre de origen mesenquimal189. 

   

 Muestran una proliferación más rápida comparada con las DPSCs, un mayor número de 

células que expresan el marcador STRO-1 y una capacidad de regenerar dentina in vivo 

aumentada. Esta capacidad puede ser una ventaja, pero también puede suponer un riesgo 

potencial de formación de tumores malignos143,161. 

 

 Las DFSCs son capaces de diferenciarse hacia otras líneas celulares, como  odontoblastos,  y 

contribuir a la formación de dentina en presencia de la matriz dentinaria, también reparar 

ligamento periodontal in vivo y formar un tejido similar al cemento cuando se implantan en 

ratones inmunodeprimidos148. Además tienen capacidad osteogénica, adipogénica y neurogénica, 
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mientras que la capacidad  condrogénica está en duda en los estudios llevados a cabo 

actualmente. Pueden criopreservarse durante muchos años manteniendo la expresión de los 

marcadores de células madre189,190,191.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2-Justificación. 
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La conservación de los dientes temporales hasta su periodo de exfoliación natural, es 

esencial para mantener la integridad de la arcada dentaria y prevenir problemas estéticos y 

funcionales1. 

 

El principal objetivo de la terapia pulpar, según la Academia Americana de 

Odontopediatría, es mantener la integridad y la salud de los dientes afectados por caries o 

trauma y sus tejidos de soporte6. 

 

La pulpotomía es el tratamiento más aceptado para aquellos dientes temporales 

asintomáticos, que presentan exposición pulpar por caries. Su éxito se basa en la capacidad de 

reparación del tejido pulpar radicular una vez que el tejido pulpar coronal infectado o afectado, 

ha sido amputado5,6,27. 

 

Desde que Buckley introdujera la técnica de pulpotomía al formocresol, en 1904, se han  

obtenido unas altas tasas de éxito clínico y radiográfico. Sin embargo, diferentes estudios han 

mostrado su potencial tóxico, carcinogénico y mutagénico, así como su capacidad de distribución 

a nivel sistémico33,34.39. 

 

A lo largo de los años se ha intentado buscar un sustituto adecuado para el formocresol, 

que mantenga los criterios de éxito mencionados y evite los efectos adversos. Entre estos 

materiales se encuentran: el glutaraldehído, el hipoclorito de sodio, el sulfato férrico, el láser, la 

electrocirugía y más recientemente, materiales más biocompatibles, como el MTA, el 

BiodentineTM y el Theracal LC43. 

 

Desde la aparición del MTA, y su aplicación en el campo de la odontopediatría, han 

surgido distintos materiales basados en silicatos de calcio con el fin de mejorar las propiedades y 
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ampliar las aplicaciones clínicas del mismo. El BiodentineTM es un material altamente 

biocompatible como el MTA, que se ha visto que presenta propiedades mecánicas superiores y 

tiene la ventaja de no teñir el diente tras su aplicación12,130. El Theracal LC es un nuevo material 

basado en silicato de calcio modificado con resina, que mejora los tiempos de fraguado y es 

fotopolimerizable con lo que facilita su aplicación clínica131. 

 

La rápida evolución en este ámbito requiere una constante investigación aplicada para 

establecer las posibilidades, limitaciones e indicaciones de estos materiales: estudios clínicos, 

análisis de propiedades físico-mecánicas y, por supuesto, estudios de orden biológico, como, por 

ejemplo, los estudios de biocompatibilidad. 

 

Con la presente investigación se pretende aportar conocimiento sobre éste último 

aspecto, para ello se evaluará la citotoxicidad de cuatro materiales, tres de ellos en base a 

biosilicatos (MTA, BiodentineTM y Theracal LC) y uno de obturación provisional (IRMTM), utilizados 

para el tratamiento de pulpotomías en dentición temporal, sobre células madre procedentes de 

dientes decíduos (SHED). 
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3.1 Objetivo General. 

 Evaluar la citotoxicidad de tres materiales en base a biosilicatos y uno de obturación 

provisional, utilizados para realizar pulpotomías en dentición temporal, sobre células madre de 

dientes decíduos (SHED). 

3.2 Objetivos especÍficos. 

 

3.2.1 Evaluar la viabilidad celular de SHED en presencia de extractos de MTA AngelusTM, 

BiodentineTM, Theracal LC e IRMTM. 

 

3.2.2 Establecer los niveles de apoptosis celular en presencia de los extractos de MTA 

AngelusTM, BiodentineTM, Theracal LC e IRMTM. 

 

3.2.3 Describir la capacidad de migración en presencia de los extractos de MTA AngelusTM, 

BiodentineTM, Theracal LC  e IRMTM. 

 

3.2.4 Evaluar la morfología celular sobre los discos de MTA AngelusTM, BiodentineTM, 

Theracal LC e IRMTM. 

 

3.2.5 Evaluar la capacidad de mineralización y/o formación de depósitos cálcicos de las 

SHED en presencia de discos de MTA AngelusTM, BiodentineTM, Theracal LC e IRMTM. 

  

 

 

 



 

 
 
 

 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  
 
 
 

  

  

 

 

 

 

 

 

 

4-Material y métodos. 
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4.1 Tipo y población de estudio. 

Se realizó un estudio experimental in vitro de citotoxicidad según ISO 10993-5, de tipo 

comparativo entre diferentes materiales utilizados para pulpotomías en dentición temporal. El 

estudio fue aprobado por el Comité Ético del Hospital Clínico Universitario Virgen de la Arrixaca 

(Murcia). 

 

4.1.1 Selección y tamaño de la muestra. 

 Las extracciones dentales se realizaron en la Unidad de Cirugía Oral y Maxilofacial del 

citado hospital. Se extrajeron dientes deciduos por indicación ortodóncica, sin afectación pulpar 

(n=8 de niños de entre 6 y 9 años de edad). Para asegurar el anonimato de los donantes no se 

llevó a cabo la identificación de los dientes recogidos. Los padres/tutores de los donantes 

firmaron un consentimiento informado que se presenta en el Anexo 1. 

 

4.1.1.1 Criterios de inclusión/exclusión. 

 Los criterios de inclusión fueron: 

- Dientes temporales vitales y asintomáticos sin afectación pulpar. 

- Ausencias de evidencias clínicas y radiográficas que indicaran una posible 

degeneración pulpar, como reabsorción interna/externa u osteítis interradicular en 

la zona de la furca. 

 

 Los criterios de exclusión fueron: 

- Presencia de signos o síntomas de afectación pulpar del diente temporal. 

 

4.2 Materiales. 

 Los materiales utilizados para este estudio fueron, óxido de zinc eugenol (IRMTM, 

Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Alemania), MTA AngelusTM (Angelus, Industria de Productos 
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Odontológicos S/A, Londrina, PR, Brazil), BiodentineTM (Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, 

Creteil, France) y Theracal LC (Bisco Inc, Schamburg, IL, USA), como se puede apreciar en la Tabla 

1. 

Material 

 

 

 

Presentación 

 

                           Componentes 

Óxido de cinc 

eugenol 

  Polvo-líquido  Dentsply, 

Konstanz, 

Alemania 

Polvo: 

Óxido de zinc, 

polimetilmetacrilato. 

Líquido: 

Eugenol. 

MTA AngelusTM  Polvo-líquido Angelus, 

Brasil. 

Polvo: 

Silicato tricálcico, silicato 

dicálcico, óxido de 

bismuto, aluminato 

tricácico, sulfato de calcio, 

óxido de calcio. 

Líquido: 

Agua destilada. 

BiodentineTM  Polvo-líquido Saint Maur des 

Faussés, 

France 

Polvo: 

Silicato tricálcico, óxido de 

calcio, carbonato cálcico, 

óxido de zirconio, óxido de 

hierro (trazas). 

Líquido: 

Agua, cloruro cálcico, 

polímero hidrosoluble. 

Theracal LC 

 

 Jeringa 

premezclada 

Bisco,Inc 

Schaumburg,IL

.USA 

Cemento Portland tipo III, 

HEMA, Dimetacrilato 

polietilenglicol, zirconato 

de bario. 

     

     

Tabla 1. Presentación y composición de los materiales utilizados. 
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4.3 Metodología. 

4.3.1 Obtención de las células madre de los dientes temporales. 

4.3.1.1 Aislamiento celular. 

 Inmediatamente tras la extracción, los dientes recogidos se depositaron en tubos 

(FALCON) con medio de cultivo celular, que consta de: Dulbecco´s modified Eagle Medium 

(DMEM, SIGMA), una  mezcla de antibióticos (100 unidades/ml de penicilina y 100 μg/ml de 

estreptomicina; SIGMA) y antifúngicos (250 unidades/ml de anfotericina; SIGMA). 

 

 Las muestras se conservaron entre 4˚C y 8˚C hasta poder ser procesadas. 

 

4.3.1.2 Extracción de la pulpa dental humana (hDP). 

 Se trabajó en condiciones de esterilidad en una cabina de seguridad biológica vertical tipo 

II con filtro HEPA (Telstar): 

• Los dientes recogidos se colocaron en una placa de Petri que contenía PBS estéril 

(tampón fosfato salino 0.1 M, pH 7.4) y una mezcla de antibióticos (100 unidades/ml de 

penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina; SIGMA) y antifúngicos (250 unidades/ml de 

anfotericina; SIGMA). 

• Para obtener la pulpa dental el diente se seccionó transversalmente y con la ayuda de 

limas manuales y tiranervios se obtuvo el tejido pulpar. 

• La pulpa dental (junto con el PBS) se traspasó por separado a un tubo (Falcon) donde se 

centrifugó durante 10 minutos a 1000 rpm. Se desechó el sobrenadante y se procedió a 

realizar la disgregación enzimática y mecánica. 

 

4.3.1.2.1 Disgregación enzimática. 

1. El precipitado celular se sometió a una disgregación enzimática utilizando una solución de 

proteasas: colagenasa tipo I (3mg/ml; Worthington Biochem) y dispasa (4mg/ml; GIBCO) 

durante 1 hora a 37˚C. (Figura 12) 
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2. Las proteasas se inactivaron añadiendo un volumen igual o mayor de medio de cultivo 

celular DMEM muy frío. 

3. Se centrifugó durante 10 minutos a 1000 rpm. 

4. Tras desechar el sobrenadante, se resuspendió el precipitado celular en medio de cultivo 

celular DMEM con anfotericina (250 unidades/ml). 

5. Se centrifugó durante 10 minutos a 1000 rpm. (Figura 13) 

6. Tras desechar el sobrenadante, se añadió medio de cultivo celular DMEM con anfotericina 

(250 unidades/ml). 

 

 

Figura 12. Precipitado celular.      Figura 13. Centrifugadora. 

4.3.1.2.2 Disgregación mecánica. 

1. Con el fin de quitar los trozos más grandes de tejido remanente, se recogieron las células 

del tubo con una pipeta Pasteur y se depositaron sobre una malla estéril de 70 μm (Falcon, 

BD), donde se tamizaron a través de la malla añadiéndose medio de cultivo DMEM. 

2. La solución resultante se centrifugó durante 10 minutos a 1000 rpm. 

3. Posteriormente, se desechó el sobrenadante y se añadió medio de cultivo celular DMEM. 

 

4.3.1.3 Recuento y estimación de la viabilidad celular. 

 Antes de cultivar las células obtenidas, se hizo un recuento y estimación de la viabilidad 

celular mediante la utilización de la cámara de Neubauer o hemocitómetro y azul tripán. Este 

método se basa en el principio de que las células vivas (viables) cuya membrana citoplasmática 

está intacta, no permite la entrada del colorante (azul tripán), permaneciendo refringentes. 
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Mientras que las células muertas (no viables), debido a que su membrana citoplasmática se 

encuentra rota, permiten el paso de colorante, tiñéndolas de azul. La sistemática que se llevó a 

cabo se describe a continuación. 

 

La suspensión celular se agitó y se depositaron 10µl de la misma en un tubo (Eppendorf), 

se añadió 10 µl de la solución de azul tripán a la muestra anterior, agitándose la mezcla con la 

misma micropipeta y procurando no hacer burbujas. Se pegó el cubrecámara en el 

hemocitómetro humedeciendo los bordes del mismo, y se llenó con la mezcla anterior la cámara 

de aire que existe entre el cubreobjetos y el hemocitómetro (0,1 mm3), por uno de los lados del 

mismo. Contamos en el microscopio de contraste de fase las células teñidas y no teñidas en una 

de las regiones de la cámara como se observa en la Figura 14. 

 

                     

Figura 14. Cámara de Neubauer con azul tripán. 

Para un recuento más exacto pueden contarse las cuatro regiones de la cámara y obtener 

la media aritmética de los recuentos (Figura 15). Se calculó el número de células totales y viables 

de la muestra según las siguientes fórmulas: 

 Nº células viables/ml = nº células vivas contadas x 10000 x factor de dilución. 

 Nº células totales/ml = (nº células vivas contadas + muertas contadas) x 10000 x factor de 

dilución. 

  
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Se multiplica el número de células por 10000, ya que el volumen correspondiente a la región 

contada en la cámara Neubauer es de 0,1 mm3. 

 

 

 

 

Figura 15. Recuento con cámara de Neubauer o hemocitómetro. 

Tras hacer el recuento y la estimación de la viabilidad, se ajustó la solución celular a 1x105 

células/ml y se sembró 3 ml de la misma por frasco de cultivo de 25 cm2 (Sarstedt). Las células se 

cultivaron a 37˚C, 5% de CO2 y 95% de humedad. 

 

4.3.1.4 Cultivo de células de pulpa dental de dientes deciduos (SHED). 

 Las células aisladas de la pulpa dental crecen adheridas al plástico de la placa de cultivo. 

Para el cultivo primario de las SHED, su expansión y mantenimiento, se utilizó un medio de cultivo 

celular que fue denominado medio basal (MB). El medio basal está compuesto por α-MEM al que 

se le añadirán los siguientes componentes que se presentan en la Tabla 2: 
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Tabla 2. Componentes que se añaden al α-MEM 

 Con el objetivo de conseguir un número de células suficientes para llevar a cabo la 

investigación semanalmente, cuando las células estaban cerca de llegar al estadío de confluencia, 

ocupando aproximadamente el 85% de la base del frasco de cultivo, se realizó el siguiente 

proceso: 

• Se retiró el medio de cultivo del frasco que contenían las células, se añadió Tripsina 

0,25% + EDTA 1mM (disgregación enzimática) en cantidad suficiente para cubrir la 

superficie del mismo y se incubó en una estufa para cultivos celulares a 37˚C, 5% de 

CO2 y 95% de humedad durante 5 minutos. 

• Posteriormente, se procedió a la neutralización de la actividad enzimática con igual o 

mayor cantidad de medio de cultivo frío. La mezcla fue centrifugada durante 10 

minutos a 1000 rpm, se desechó el sobrenadante y se resuspendieron las células en 1 

ml de medio de cultivo basal. Tras estimar la viabilidad, se ajustó el número de células 

de la suspensión anterior, normalmente a 1x105 células/ml, y fueron sembradas en un 

frasco de cultivos de mayor superficie que el anterior. Las células se incubaron en una 

estufa para cultivos celulares a 37˚C, 5% de CO2 y 95% de humedad. El medio de 

cultivo celular basal se cambió con una frecuencia de 3 veces por semana 

aproximadamente. 

COMPONENTES CONCENTRACIÓN 

SBF (Gibco) 15% 

P/E (Sigma) 100 µg/ml 

Glutamina (Sigma) 2 mmol/l 

Ácido ascórbico 2 fosfato (Sigma) 100 µg/ml 

Anfotericina (Sigma) 2,5 µg/ml 
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4.3.2 Ensayo experimental. 

4.3.2.1 Caracterización o identificación celular.  

El fenotipo de las células SHED se analizó mediante inmunofluorescencia usando 

anticuerpos específicos para CD90 (dilución 1:250) (BD Biosciences, Pharmingen, San José, CA, 

USA), CD73 (1:200) (Santa Cruz Biotechnology Inc, Santa Cruz, CA, USA) and CD105 (1:100) 

(Abcam, Cambridge, UK). Después de tres lavados con PBS, las células fueron incubadas en la 

oscuridad durante 1 hora con el anticuerpo secundario anti-anticuerpo de ratón Alexa Fluor® 488 

(1:500) (Molecular Probes, Invitrogen, Eugene, OR, USA). Los portas de microscopio se montaron 

con una solución anti-desvanecimiento (Vecta shield mounting medium, Vector Laboratories, 

Hercules, CA, USA) que contiene 4´,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (sonda molecular 

fluorescente, 0,2 mg/mL in PBS) y examinadas en un microscopio de fluorescencia (Leica DMI 

4000B, Wetzlar, Germany). 

 

4.3.2.2 Preparación de los extractos. 

Para realizar el estudio se pretendió simular las condiciones en que los distintos 

materiales iban a interactuar con el tejido pulpar de los dientes temporales. Puesto que son 

materiales destinados a fraguar dentro de la cámara pulpar, se eligió el método de elución, en el 

que se extrae una sustancia por elución, que llamaremos extracto o eluato, mediante un 

disolvente que entra en contacto con el material, que llamamos eluente. 

 

El eluente es el medio de cultivo que se incuba durante 24 horas con el material de 

estudio, y el extracto resultante se aplicó en distintas concentraciones sobre las células.  

 

En el ensayo se aplicó cada concentración de eluente a tres pocillos diferentes, y tres 

semanas más tarde se repitió todo el ensayo, por lo que se hizo por sextuplicado. Además de las 

diluciones, se empleó un control negativo (medio de cultivo), y un blanco (medio de cultivo sin 

células, para contrarrestar la contaminación colorimétrica del propio medio de cultivo).  
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 La preparación de los extractos de los distintos materiales se realizó siguiendo el 

protocolo estándar establecido en las normas ISO 10993-5 para test de citotoxicidad in vitro170. 

Para ello, se mezclaron los materiales y se prepararon según las instrucciones del fabricante en 

condiciones de esterilidad. Una vez mezclados, se colocaron fragmentos de los materiales de 2-3 

mm de alto y 35 mm de diámetro en placas estériles de 6 mm de alto y 35 mm de diámetro y se 

dejaron fraguar en una cámara de humedad (según el material) a temperatura ambiente durante 

24 horas. Una vez fraguados todos los materiales, se cubrieron con medio de cultivo, (DMEM; 

Sigma-Aldrich, Madrid, España), suplementado con 10% de suero bovino fetal (Gibco Invitrogen, 

Paisley, Scotland), L-glutamine (PAA Laboratories, Pasching, Austria), penicilina /estreptomicina 

(PAA Laboratories) en una relación de 3 cm2 de material en la placa por cada mililitro de medio 

de  cultivo según la norma ISO 10993-5, y se dejaron 24 horas en la incubadora de CO2, a 37ºC y 

humedad relativa del 95%. 

 

Posteriormente, se recogió con una jeringa estéril el medio de cultivo que se había 

incubado con los materiales de estudio y se filtró para eliminar residuos, con un filtro para 

tamaño de partícula 0,22 μm (Merck Millipore, Billerica, EE.UU.) y con capacidad para un 

volumen de 1-10 ml de volumen filtrado. A partir de aquí se obtuvo un resultante, que será la 

concentración total, a partir de la cual se prepararán las diluciones 1/2 y 1/4.  

 

4.3.2.3 Ensayo de viabilidad celular MTT.  

La tasa de viabilidad celular en presencia de las diferentes eluciones de los materiales se 

evalúa utilizando un ensayo MTT (MTT Cell Growth Kit, Chemicon, Rosemont, EE.UU.). Con esta 

técnica se quiere evidenciar la proliferación de las SHED en presencia del extracto sin diluir y con 

las diluciones 1/2 y 1/4. Esta prueba permite determinar la funcionalidad mitocondrial de las 

células tratadas a través de la reducción metabólica que realiza la enzima mitocondrial succinato- 

deshidrogenasa sobre el sustrato bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5- difeniltetrazol (MTT). 

Como resultado se genera formazán, un compuesto de color azul cuya cantidad generada es 

proporcional a la cantidad de células vivas en cultivo. 
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 Para la realización de este ensayo se procedió del siguiente modo:  

a)  Se sembraron SHED en placas de 96 pocillos, con una densidad de  siembra de 3000 

cel/pocillo (1x103).   

b)  Tras 24 horas de incubación a 37oC, 5% de CO2 y 95% de humedad, se  aplicaron 100 

μl/pocillo de diluciones 1:1, 1:2, 1:4, y se incubaron a 24, 48 y 72 horas a 37oC, 5% de 

CO2 y 95% de humedad.   

c)  Transcurrido el tiempo de incubación (24h, 48 ó 72 horas), se sustituyó el  DMEM con 

rojo fenol por 400 μl de DMEM sin rojo fenol.   

d)  El reactivo MTT se añadió a cada uno de los pocillos para quedar a una concentración 

final de 3,8 mg/ml y se incubó a 37oC y un 5% de CO2 durante 4 horas. (Figura 16) 

e)  Tras la incubación, se retiró el contenido de los pocillos y se añadió 400 μl de DMSO 

por pocillo. 

 

 

Figura 16. Formación de los cristales de formazan, tras 4 horas de incubación. 

 

f)  Se trasvasaron 200 μl del contenido de cada pocillo a una placa de lectura y se midió la 

absorbancia a 570 nm con medida de referencia a 620 nm utilizando un lector de 

microplacas automático (ELx800; Bio-Tek Instruments, Winooski, EE.UU.). 
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Análisis de la expresión de los marcadores de superficie de células madre mesenquimales sobre 

las SHED expuestas a los materiales de pulpotomía. 

 

 La expresión de los marcadores de superficie de las células madre mesenquimales se 

analizaron en los cultivos de SHED por medio de la citometría de flujo. Las células fueron 

sembradas a una densidad de 3×104 cel/cm2 en 48 placas y tratadas con los diferentes eluatos 

durante 72 días a 37oC. Posteriormente, las células fueron despegadas usando una solución 

tripsina/ EDTA al 0,25%, lavadas dos veces con PBS e  incubadas en la oscuridad a 4oC durante 30 

minutos con anticuerpos monoclonales específicos conjugados con fluorescencia para CD73, 

CD90 y CD105 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), como recomienda la Sociedad 

Internacional de Terapia Celular, para confirmar el fenotipo mesenquimal de las células139. 

También se analizó la falta de expresión de los marcadores hematopoyéticos CD14, CD20, CD34 y 

CD45. La fluorescencia no específica se midió utilizando anticuerpos monoclonales de isotipo 

específico. La fluorescencia celular se realizó usando un citómetro de flujo BD FACSCantoTM (BD 

Biosciences, Pharmingen, San Jose, CA, USA) y analizadas mediante el análisis de software Kaluza 

(Beckman Coulter, Inc., Brea, California, USA). 

 

4.3.2.4 Ensayo de apoptosis celular. 

 En la fase temprana de la apoptosis, la integridad de la membrana celular se mantiene, 

pero se pierde la simetría de la membrana citoplasmática. Las anexinas son un grupo de 

proteínas calcio dependientes unidas a fosfolípidos. Estas se utilizan junto con tinciones vitales 

para identificar, mediante citrometría de flujo, diferentes estados apoptóticos. Dentro de ellas, la  

Anexina-V es una proteína recombinante que se une específicamente a residuos de fosfatidil 

serina (PS), los cuales se encuentran expuestos en la cara externa de la membrana plasmática 

celular. 

 

La PS es una molécula que se encuentra orientada hacia el interior de la célula, y cuando 

ésta entra en el proceso de muerte por apoptosis, uno de los eventos tempranos es la exposición 
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de la misma hacia el exterior de la membrana celular, pudiendo ser detectada mediante Anexina-

V conjugada con ficoeritrina (PE). 

 

 Cuando el proceso de apoptosis progresa la integridad de la membrana celular se pierde, 

el ADN se hace accesible y se emplean moléculas fluorescentes que actúan como agentes 

intercalantes en los ácidos nucleicos de doble cadena (y, por tanto, en el ADN) como el Yoduro de 

Propidio (PI) y la 7-aminoactinomicina D (7-AAD). 

 

Se sembraron SHED en placas de 96 pocillos, con una densidad de  siembra de 3000 

cel/pocillo (1x103). Tras 24 horas de incubación a 37oC, 5% de CO2 y 95% de humedad, se 

aplicaron 100 μl/ pocillo de diluciones 1:1, 1:2, 1:4, y se incubaron a 72 horas a 37oC, 5% de CO2 y 

95% de humedad.  

 

Las SHED  fueron sometidas a una tinción doble con Anexina-V conjugada con PE y 7-AAD 

mediante el kit de detección de apoptosis (BD BiosciencesTM) con el fin de  determinar la 

viabilidad celular mediante citometría de flujo.  

 

Los pasos a seguir fueron los siguientes: 

- Las células se separaron de la superficie de cultivo empleando una solución de 

tripsina-EDTA al 0,25%. 

- Se lavaron con PBS 1X. 

- Se incubaron con Anexina-V conjugada con PE y 7-AAD en tampón de unión a 

temperatura ambiente durante 15 minutos. 

 

El análisis de los resultados se realizó en el citómetro de flujo BD FACSCantoTM, 

interpretándolos del siguiente modo: 

- Células vivas: Anexina-V-/7-AAD-. 



  
 
 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 
87 

- Células en apoptosis temprana o tardía: Anexina-V+/7-AAD-. 

- Células necróticas: Anexina-V+/7-AAD+. 

 

 Todas las determinaciones se realizaron por triplicado. 

 

4.3.2.5 Ensayo de migración celular. 

 Para este ensayo, cultivamos SHED a una densidad adecuada (5x 105) en placas de 6 

pocillos hasta que alcancen la confluencia en presencia de eluatos. En ese momento, trazamos 

una línea utilizando una punta  estéril de 200 μl de pipeta, creando una herida en el campo de 

visión al microscopio, dando lugar a una zona despejada de células. Cambiamos el medio de 

cultivo para retirar las células despegadas y administramos las diluciones por triplicado.  

 

Tomamos imágenes de las zonas despejadas, teniendo como referencia la marca 

realizada en el exterior del pocillo con rotulador permanente, utilizándola como guía de la línea 

que hemos trazado anteriormente.  Las imágenes se tomaron a las 0, a las 24 y a las 48 horas de 

tratamiento, utilizando un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-U (Nikon Corp., Tokio, 

Japón).  

 

Las imágenes obtenidas se corrigieron con Adobe Photoshop 7.0.1 (Adobe Systems, 

McLean, VA, EE.UU.), mientras que se utilizó el software ImageJ (Instituto Nacional de Salud, 

Bethesda, MD, EE.UU.) para medir la superficie cubierta por las células.  

 

Se determinó la distancia entre los frentes de migración a las 0,24 y 48 horas.  

 

4.3.2.6 Estudio microscópico de la morfología celular.  

Se utilizó la microscopía electrónica de barrido (MEB) para analizar la morfología celular 

en cada material. 
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 Se prepararon quince discos de cada material y se subdividieron en 3 grupos, de 5 

muestras cada uno. Para eliminar posibles subproductos tóxicos, todos los discos se incubaron 

primero a 37oC en placas de cultivo de 24 pocillos que contenían 1 ml de agua destilada, que se 

cambiaron al día durante 5 días. Después, las SHED se sembraron directamente sobre cada disco 

a una densidad de 5 x 104 células/ml. 

 

 Después de 4 días de cultivo, las muestras sembradas con SHED fueron retiradas de los 

pocillos de cultivo, se enjuagaron con PBS y se fijaron con 3% de glutaraldehído en 0,1 M tampón 

de cacodilato de 1,5 h a 4oC. Luego se aclararon de nuevo y después fueron  fijados en tetróxido 

de osmio durante 1 hora, antes de ser deshidratados en una serie de soluciones de etanol 

graduadas (30, 50, 70, 90% vol/vol). El secado final se realizó por el método de punto crítico 

(CPDO2 Balzers Union). Finalmente, las muestras metalizadas con oro fueron examinadas por 

MEB.  

 

4.3.2.7 Análisis del depósito de calcio en la matriz. 

 Para este estudio se prepararon discos similares en cuanto a dimensión que en el estudio 

con microscopia electrónica de barrido y se sembraron 1 x 104 células en placas de 12 pocillos, en 

presencia de estos discos. 

 

  Se estudió la producción de calcio en la matriz en los grupos experimentales y de 

control, a los 7, 14 y 21 días de tratamiento mediante una tinción de Alizarin red, un 

colorante derivado de la antraquinona que se une a las sales de calcio y que se utiliza para 

determinar la presencia de los depósitos de calcio que contienen los osteocitos de un cultivo 

diferenciado de MSCs, tanto de humanos como de roedores. Se fijaron  las células  con metanol  

durante 5 minutos a -20ºC y  se lavaron con agua ultrapura. Posteriormente se tiñeron con una 

solución de Alizarin red al 2%  (Sigma AB, Malmö, Sweden) durante 30 minutos y se lavaron tres 

veces con agua ultrapura. Dejamos una capa de agua para evitar que se reseque la muestra y 
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tomamos fotos con una cámara acoplada a  un microscopio invertido Nikon Eclipse TE2000-U 

(Nikon Corp., Tokio, Japón). 

 

  Para cuantificar el nivel de tinción se añadió 1 ml de cloruro de cetilpiridinio (CPC) (Sigma 

AB, Malmö, Sweden), al 10%, a cada pocillo y se incubó durante 20 minutos para disolver los 

depósitos que estaban teñidos. La absorbancia de la tinción eluída fue leída a 550 nm usando un 

espectrofotómetro, y se elaboró una curva estándar usando tinción de Alizarin red y CPC. 

 

4.4 Análisis estadístico. 

 Los datos procedentes del ensayo MTT, del ensayo de migración celular y del de 

cuantificación de la tinción Alizarin red, se analizaron usando el paquete de software estadístico 

SPSS versión 15.0  (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Se evaluaron los datos por distribución normal 

usando el test de Kolmogorov-Smirnovt, y las diferencias entre grupos fueron analizadas 

mediante el análisis de varianza de una vía (ANOVA)  seguido de un test de Bonferroni. Todos los 

valores fueron presentados como media ± desviación   estándar (DS). Un valor p <0.05 se  

consideró significativo. 
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5.1 Obtención de las células madre de dientes temporales exfoliados (SHED). 

5.1.1 Aislamiento y caracterización de las SHED. 

La presencia de células madre procedentes de la pulpa dental remanente de dientes 

temporales que habían sido exfoliados, fue confirmada y caracterizada utilizando anticuerpos 

específicos para los siguientes marcadores de superficie: CD73, CD90 y CD105. Más del 95% 

presentaron resultados positivos para estos marcadores como se puede observar en la Figura 17. 

 

 

Figura 17. Imagenes de inmunofluorescencia de SHED teñidas, usando CD73 (A), CD90 

(B), CD105 (C) y un control negativo (D). 

 

5.2 Ensayo experimental. 

5.2.1 Ensayo de proliferación celular MTT. 

Se midió la proliferación celular de las células madre de los dientes temporales SHED, tras 

la exposición a diferentes diluciones de los materiales para pulpotomías estudiados (sin diluir; 

dilución 1:2, dilución 1:4), a las 24, 48 y 72 horas de incubación como se observa en las Gráficos 

1, 2 y 3. 
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Gráfico 1. Proliferación celular de los diferentes materiales aplicados sin diluir. 

                                                                   
Gráfico 2. Proliferación celular de los diferentes materiales aplicados a dilución 1:2. 

 
Gráfico 3. Proliferación celular de los diferentes materiales aplicados a dilución 1:4. 
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Las células incubadas en presencia del eluato del IRMTM para las diluciones (1:1 o 

1:2<1:4), mostraron una reducción significativa de la tasa de crecimiento celular (p<0.001) en 

todos los tiempos evaluados, en comparación con lo observado en el grupo control. 

 

En presencia del eluato del Theracal LC, para las  diluciones (sin dilución y 1:2) la 

proliferación celular fue casi completamente inhibida y fue significativamente menor que la tasa 

obtenida en el grupo control para todos los tiempos del experimento (p<0.001). 

 

Sin embargo, MTA AngelusTM mostró unas tasas de proliferación celular 

significativamente mayores que el grupo control desde las 48 horas en adelante (p<0.01), en las 

tres diluciones (sin diluir, 1:2, 1:4). 

 

Asimismo, para BiodentineTM a las 48 y 72 horas se halló una proliferación 

significativamente mayor que la del grupo control (p<0.001), en las tres diluciones estudiadas. 

 

A modo de resumen podemos decir que BiodentineTM, particularmente, induce la 

proliferación de las SHED y presenta una tasa de proliferación celular significativamente mayor 

que el MTA AngelusTM desde las 48 horas de incubación en adelante (p<0.01) y superior a la del 

grupo control en todas las diluciones. En tercer lugar se posicionó el Theracal LC, apreciándose 

que a concentraciones más bajas, permitía mayor proliferación celular. Y por último, el IRMTM  

que fue el material que menor proliferación celular indujo en todos los tiempos y diluciones. 

 

5.2.2 Análisis del fenotipo mesenquimal y apoptosis/necrosis. 

5.2.2.1 Análisis del fenotipo. 

Realizamos un análisis mediante citometría de flujo para confirmar el fenotipo  

mesenquimal de las células madre SHED, aisladas de un cultivo de pulpa dental de dientes 
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temporales, y para determinar posibles cambios fenotípicos, tras el cultivo con los eluatos de los 

diferentes materiales utilizados para pulpotomías en dentición temporal a las 72 horas. 

 

Mas del 95% de las células SHED, presentaron resultados positivos de los marcadores 

mesenquimales CD73, CD90 y CD105, mientras que sólo un 5% presentaron resultados positivos 

de los marcadores hematopoyéticos CD14, CD20, CD34 y CD45 como se puede observar en la 

Figura 18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Expresión de marcadores específicos mediante citometría de flujo. 

 

 Un aspecto importante es el hecho de que tras la incubación de las SHED con las 

diferentes diluciones de los extractos eluídos (sin dilución, 1:1, 1:2, y 1:4), el porcentaje de 

resultados positivos de los marcadores mesenquimales no presentó cambios significativos frente 

al grupo de SHED no tratadas (control). 
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5.2.2.2 Análisis apoptosis/necrosis. 

Las SHED se cultivaron sobre eluatos de BiodentineTM, MTA AngelusTM, Theracal LC, IRMTM 

y plástico (control) durante un periodo de 72 horas. Transcurrido éste tiempo, las células fueron 

marcadas con Anexina-V y 7-AAD y analizadas mediante citometría de flujo. 

 

Se representó mediante diagrama de puntos bidimensional, la distribución de las células 

vivas (Anexina-V-/7-AAD-), células en apoptosis temprana (Anexina-V+/7-AAD-) y células en 

apoptosis tardía y necróticas (Anexina-V+/7-AAD+ y Anexina-V-/7-AAD+) en SHED no tratadas, o en 

las expuestas a las diferentes diluciones de los eluatos de los agentes para pulpotomías 

estudiados, como se observa en la Figura 19. 

 
 

FIgura 19.  Porcentaje de células vivas, en apoptosis temprana, apoptosis tardía y necróticas. 
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Los extractos sin diluir de BiodentineTM  y MTA AngelusTM  permiten la viabilidad celular de 

más del 87% y del 97% de las células, respectivamente, tras 72 horas. En la dilución 1:4 

aumentaron los valores de viabilidad celular a un 96% y 98% respectivamente. 

 

 Por el contrario, Theracal LC e IRMTM muestran una disminución significativa de la 

viabilidad celular cuando usamos los eluatos más concentrados (sin dilución) siendo inferior al 

39% y en la dilución 1:2 inferior al 47%. Este efecto citotóxico se pierde cuando empleamos los 

eluatos más diluidos (1:4), obteniendo unos valores de viabilidad celular del 95% para el Theracal 

LC y del 90% para  IRM TM. 

 

5.2.3 Ensayo de migración celular. 

Para evaluar si los diferentes materiales utilizados para pulpotomías en dentición 

temporal podían influenciar el proceso de migración celular, se utilizó un modelo de curación de 

herida (wound healing). Se basa en la observación del comportamiento de una monocapa de 

células a la que previamente se le ha hecho una  “herida”, área libre de células. Las células en el 

borde de la “herida” se moverán hacia la abertura, pudiendo evaluar la migración celular que se 

produce en presencia o ausencia de los extractos de los materiales de pulpotomía empleados. 

 

En el grupo control se observa, que a medida que aumenta el tiempo de cultivo, se 

produce una mayor migración celular, produciéndose el 50% del cierre de la herida a las 24h y el 

cierre completo a las 48 horas. 

 

El tratamiento con diferentes diluciones del eluato del BiodentineTM  a las 24 horas induce 

una tasa de migración celular, algo menor, pero todavía significativa (p<0.001) que la del grupo 

control. Mientras que a las 48 horas se produjo el cierre completo en las diluciones (sin dilución y 

1:2). 
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Los extractos del MTA AngelusTM a las 24 horas en la dilución 1:1 presentaron resultados 

similares que el grupo control y el grupo BiodentineTM. Mientras, en las diluciones 1:2 y 1:4 la tasa 

de migración celular del MTA AngelusTM fue menor que en el grupo control y en el grupo 

BiodentineTM. Tras 48 horas de tratamiento, ambos materiales promovieron significativamente el 

cierre de la herida, siendo estos resultados comparables con los observados en el grupo control 

(p<0.001).  

 

El tratamiento con la dilución 1:1 de los eluatos del IRMTM y del Theracal LC a las 24 

horas, presentaron los menores valores de migración celular con respecto al resto de los grupos. 

Tras 48 horas de incubación con IRMTM  y Thercalal LC (sin dilución, 1:2 y 1:4), la migración celular 

fue significativamente menor que en el grupo control (p<0.001). (Figura 20) 

 
Figura 20. Porcentaje de migración celular a las 24 y 48 horas para cada uno de los grupos en comparación 

con el grupo control. (* p<0.05;** p<0.01;  ***p<0.001) 

 

5.2.4 Fijación de las SHED sobre los discos de materiales de pulpotomía. 

La morfología y adhesión de las SHED sobre la superficie de los discos de BiodentineTM, 

MTA AngelusTM, Theracal LC e IRMTM tras un cultivo de 72 horas se muestran en la Figura 21. 
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El análisis mediante SEM muestra un mayor crecimiento y extensión celular sobre el 

BiodentineTM y el MTA AngelusTM (Figura 21 A y B respectivamente) comparado con lo observado 

sobre Theracal LC o IRMTM (Figura 21 C y D respectivamente). Se formaron un mayor número de 

estructuras celulares monocapa sobre la superficie del BiodentineTM y MTA AngelusTM, sugiriendo 

que estos materiales poseen una buena microestructura porosa que permite una mayor fijación 

celular. Sin embargo, la fijación celular sobre los discos de IRMTM y Theracal LC fue limitada, 

mostrando sólo unas pocas células redondas sobre la superficie de los discos de material. 

 
 

Figura 21. Morfología de la adhesión de las SHED a las 72 horas de cultivo sobre las superficies de los discos de 

BiodentineTM (A), MTA AngelusTM (B),Theracal LC (C) e IRMTM (D). 

 

5.2.5 Análisis del depósito de calcio en la matriz mediante tinción de Alizarin red. 

El depósito de calcio en la matriz se verificó mediante la tinción de Alizarin red, 

aplicándola sobre los diferentes materiales tras el cultivo con SHED. 

 

Las células cultivadas sobre el BiodentineTM  presentaron una tinción significativamente 

más alta que el grupo control tras 7 días de cultivo, a diferencia de los cultivos de IRMTM  o 
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Theracal LC, donde la tinción fue prácticamente inexistente (p<0.01). (Figura 22 A y B) El MTA 

AngelusTM presentó una tinción superior a la del grupo control, pero inferior a la del BiodentineTM. 

 

A los 15 días de cultivo, el BiodentineTM seguía presentando los valores más altos de 

calcificación, superando a todos los grupos. Por el contrario el Theracal LC presentó una tinción 

significativamente más baja que el grupo control (p<0.001). 

 

Las  tinciones se hicieron más pronunciadas a medida que aumentaba el tiempo de 

cultivo, y, tras 21 días de tinción con Alizarin red, el BiodentineTM mostró un incremento 

significativo en la calcificación comparado con los resultados obtenidos en el grupo control o con 

el del Theracal LC/IRMTM (p<0.01 y p<0.0001, respectivamente). (Figura 22 B) 

 

 

Figura 22. Tinción de las SHED con Alizarin red en presencia de los materiales para pulpotomías utilizados. 
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6.1 Sobre la metodolología. 

La biompatibilidad describe la habilidad de un material o de una substancia para dar lugar 

a una respuesta conveniente en el huésped cuando se aplica intencionadamente192. Esta es una 

propiedad importante que debe tenerse en cuenta a la hora de seleccionar el material para 

realizar un tratamiento pulpar vital, debido al contacto directo de éste con el tejido vivo193. 

 

En este estudio, se llevaron a cabo tests in vitro relacionados con la biompatibilidad, con 

el fin de proveer datos, sobre el uso seguro de biomateriales, para la terapia pulpar vital en 

dentición temporal. Los ensayos in vitro constituyen métodos muy útiles para evaluar los efectos 

biológicos de los biomateriales y presentan una serie de ventajas como la rapidez con la que se 

pueden realizar los estudios, la relación coste/efectividad y el no utilizar animales de 

experimentación194. 

 

Dentro de los métodos para evaluar los efectos adversos de los materiales se incluyen los 

cultivos celulares, los experimentos con animales y los estudios clínicos. Los métodos de análisis 

modernos confían en cultivos celulares, para determinar efectos dañinos inespecíficos (no 

relacionados con los materiales dentales) sobre las células (citotoxicidad y mutagenicidad). Los 

análisis con animales, también llamados análisis secundarios, son desarrollados para evaluar, por 

ejemplo, irritaciones de piel y mucosa y efectos tóxicos sistémicos y para determinar el potencial 

de sensibilización de los materiales. La finalidad de estos test es la aplicación de los materiales en 

animales de la misma manera que se haría en los pacientes195. 

 

Recientemente se han desarrollados análisis mediantes cultivos celulares, dirigidos a 

reemplazar a los modelos que utilizan animales de experimentación. El objetivo es mejorar la 

compatibilidad de los datos generados por laboratorios diferentes  así como disminuir los costes  

y los experimentos con animales195. 
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Las técnicas de cultivo celular se usan para evaluar la biocompatibilidad de diferentes 

materiales192. De hecho, se utilizan ensayos in vitro con cultivos celulares de manera habitual, 

para esclarecer los mecanismos involucrados en las diferentes respuestas biológicas y para 

investigar el comportamiento celular en situaciones específicas. Aunque los resultados de estos 

ensayos in vitro no pueden ser extrapolados inmediatamente a las condiciones clínicas en 

humanos, son clínicamente relevantes, porque presentan un modelo apropiado para la 

evaluación de las propiedades de los diferentes materiales dentales, así como para evaluar los 

riesgos potenciales para la salud196. 

 

6.1.1 Sobre el aislamiento celular. 

 La transición de la dentición temporal a la dentición permanente es un proceso único y 

dinámico en el cual el desarrollo y erupción del diente permanente está coordinado con la 

reabsorción de las raíces de los dientes temporales. El proceso por el cual se completa el 

reemplazo de los 20 dientes temporales en humanos, lleva unos 7 años150. 

 

En nuestro estudio aislamos una población de células madre multipotentes procedentes 

de la pulpa remanente de los dientes temporales exfoliados. Elegimos este tipo de células, puesto 

que  los materiales que evaluamos son para realizar las pulpotomías en dentición temporal. 

 

Utilizamos la técnica de aislamiento celular descrita por Seo y cols. que combina la 

disgregación celular de forma mecánica y enzimática151. Otros autores como Deltoé y cols. o Zhu 

y cols. utilizaron la técnica de explante o cultivo de tejido197,198. Viña-Almunia y cols. realizaron un 

estudio comparativo entre diferentes técnicas de aislamiento celular, concluyeron que el tiempo 

necesario para la obtención de las células madre de la pulpa dental se reducía mucho mediante la 

combinación de digestión, disgregación y agentes mecánicos. Todo ello sin comprometer la 

obtención de las células199. 
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El recuento y estimación de la viabilidad celular se determinaron mediante la utilización 

de la cámara de Neubauer o hemocitómetro y azul tripán, que es una técnica universalmente 

conocida y más sensible que utilizar el lector automático (TC20TM Automatic Cell Counter de 

BioRad), debido a la heterogeneidad del cultivo primario200. 

 

En un estudio previo, Miura y cols.150 utilizaron células madre procedentes de dientes 

temporales, indicando que el hecho natural de exfoliación de un diente era similar al del proceso 

del cordón umbilical, constituyendo una fuente de células madre que pueden servir para futuras 

aplicaciones clínicas. 

 

Moodley y cols. reportaron que la líneas celulares procedentes de pulpa humana 

mostraron una sensibilidad más alta que las líneas celulares de murine 3T3, que muchos autores 

han utilizado para evaluaciones de citocompatibilidad de materiales dentales201. 

 

Autores previos como de Menezes y cols. habían utilizado líneas celulares de animales, 

nosotros en este estudio utilizamos células madre de la pulpa dental procedente de dientes 

temporales exfoliados. Estos autores en su estudio también trabajaron con materiales para 

pulpotomías teniendo en común con nosotros el MTA202. 

 

6.1.2 Sobre los materiales. 

Los materiales analizados en este estudio fueron tres en base a  biosilicatos: BiodentineTM 

(Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, Creteil, France), MTA AngelusTM (Angelus, Industria de 

Productos Odontológicos S/A, Londrina, PR, Brazil), Theracal LC (Bisco Inc, Schamburg, IL, USA) y 

un material de obturación provisional, IRMTM (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Germany). Se 

analizaron para evaluar su citocompatibilidad con las SHED. 

 

Para la realización de este estudio, se escogieron estos materiales debido a que el ZOE es 

uno de los materiales más utilizados en odontopediatría y es el primer material que se utilizó 
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para intentar preservar el tejido pulpar, MTA y BiodentineTM son dos materiales en base a 

biosilicatos que han mostrado grandes propiedades en cuanto a su biocompatibilidad y un 

material más reciente como Theracal LC, del que no hay estudios de citotoxicidad con células 

madre procedentes de la pulpa dental de dientes exfoliados. 

 

Aunque todos los materiales que utilizamos en nuestro estudio se pueden encontrar en el 

mercado y han pasado los test oportunos de seguridad, nuestro objetivo fue evaluar cuál sería el 

material idóneo en términos de citotoxicidad para su uso en la práctica clínica. 

 

6.1.3 Sobre el ensayo para viabilidad celular. 

Para evaluar la citotoxicidad  y el potencial de los posibles efectos adversos sobre el 

comportamiento celular, existen una serie de métodos in vitro cuantitativos y cualitativos203. Una 

prueba in vitro ideal para evaluar la proliferación celular y la citotoxicidad debe tener como 

características principales: ser simple, rápida, eficiente, económica, reproducible, sensible, 

segura, efectiva en la medida de la población celular viable y que no muestre interferencia con el 

compuesto a evaluar204. Existen diferentes métodos para realizar ensayos de citotoxicidad in 

vitro. Por ejemplo, el ensayo MTT (Mossman’s Tetrazolium Toxicity) basado en colorimetría, es 

una técnica que se utiliza para valorar cuantitativamente la viabilidad  o proliferación celular. Este 

método está basado en la reducción de 3-(4.5-dimeltiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolio bromuro 

(MTT). Este colorante amarillo pálido, soluble en agua, es reducido tempranamente en células 

viables, por componentes de la cadena respiratoria, concretamente por la enzima mitocondrial 

succinato deshidrogenasa, a formazán (cristales azul violeta, insolubles en agua). Posteriormente 

se añade una solución acidifica para disolver el formazán, que es un producto insoluble, 

obteniendo como resultado una solución coloreada. La absorbancia de esta solución se puede  

cuantificar. Esto nos permitirá evaluar la viabilidad celular y la citotoxicidad de los 

materiales205,206. 
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Dicho método fue desarrollado por Mosmann207, como método colorimétrico 

cuantitativo de microtitulación para la determinación de la supervivencia y capacidad de 

proliferación de células mamíferas, y es preciso y rápido208. La literatura consultada avala el uso 

del MTT, siendo una prueba de citotoxicidad empleada en varios de los artículos 

encontrados128,134,197,209,210,211,212,213,214,215. 

 

 Sin embargo, la citotoxicidad es sólo un aspecto de la biocompatibilidad y por tanto, éste 

método por sí solo, no puede usarse únicamente para clasificar un material como biocompatible 

o no biocompatible192. Por tanto, en nuestro estudio, nosotros también analizamos la apoptosis 

celular, la migración celular y la mineralización, en presencia de los citados materiales con el fin 

de obtener más información en términos de citocompatibilidad. 

 

6.1.4 Sobre la identificación celular. 

La Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) estableció una serie de criterios para 

la identificación del tipo celular, que nosotros seguimos en éste estudio. Los marcadores de 

antígenos de superficie, que se han utilizado en gran medida en inmunología y hematología, nos 

permiten una rápida identificación de la población celular. Para identificar las células 

mesenquimales, Dominique y cols. propusieron que debían expresar los marcadores CD105 

(conocido como endoglin y reconocido por el MAb SH2), CD73 (conocido como ecto 

5´nucleotidasa y reconocido por el MAb SH3 y SH4) y CD90 (también conocido como Thy-1). 

También recomendaron la falta de expresión de antígenos hematopoyéticos como un criterio 

adicional para la identificación, ya que las MSC no expresan esos antígenos145. 

 

Las SHED son células madre de origen mesenquimal y se considera que tienen capacidad 

para diferenciarse hacia un linaje osteoblástico, adiposo y neural150. 

 

En nuestro estudio, las SHED se caracterizaron inicialmente mediante tinción 

inmunocitoquímica debido a los claros detalles citomorfológicos que éste método consigue. 
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También utilizamos citometría de flujo porque permite correlacionar múltiples características en 

células individuales y la identificación de la presencia de antígenos tanto en la superficie como en 

el interior de la célula. Además, la información obtenida es cualitativa y cuantitativa216. 

 

6.1.5 Sobre el ensayo de apoptosis celular. 

Los métodos que resultan más confiables para la detección de apoptosis son la 

determinación de alteraciones morfológicas, el ensayo de TUNEL, así como la detección de 

cambios en la simetría de la membrana celular y la activación de las caspasas217. 

 

En nuestro estudio elegimos el método consistente en la doble tinción celular mediante 

Anexina-V y 7-AAD, con el fin de determinar la apoptosis celular. Esta técnica requiere de la 

utilización de células íntegras, por lo que su uso se recomienda para estudios in vitro, aunque 

también puede ser utilizada en análisis de apoptosis en muestras obtenidas para análisis 

citológicos, o bien para detectar apoptosis en sangre217. La tinción con Anexina-V precede la 

pérdida de la integridad de la membrana celular (la cual acompaña las últimas etapas de muerte 

celular) resultante de un proceso de apoptosis o necrosis. Por tanto, la tinción con Anexina-V se 

usa normalmente acompañada de un colorante vital como es el 7-AAD para identificar los 

diferentes estadíos de apoptosis. Esto permite conocer si la célula se encuentra en una etapa 

temprana de la muerte celular, o bien, en una etapa tardía en la cual ya se encuentra presente la 

necrosis secundaria217. 

 

6.1.6 Sobre el ensayo de migración celular. 

En cavidades muy profundas donde el espesor de la dentina remanente está entre 0.25-

0.01 mm o en caries con exposición pulpar, las células madre de la pulpa proliferan, migran al 

sitio del daño y se diferencian en células odontoblásticas216. 

 

Según Rennert y cols. la migración celular es necesaria para mantener la homeostasis del 

tejido y la regeneración de los órganos y tejidos dañados218. Por esta razón, los materiales 
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dentales deberían facilitar la migración celular con el fin de proteger o reparar la pulpa dental. En 

nuestro estudio se evaluó  la migración celular mediante la técnica de curación de  “herida” o 

“wound healing”, donde se mide la capacidad para recolonizar la zona dañada por parte de 

nuestras células. Chaushu y Weinreb describieron ésta técnica como la adecuada para analizar la 

migración celular219. 

 

6.1.7 Sobre el estudio de la morfología celular.  

El microscopio electrónico de barrido es un instrumento muy útil para determinar la 

morfología y la fijación celular de un cultivo celular primario sembrado  sobre  materiales 

dentales220. Nos sirve para comprobar el estado celular, si las células se encuentran bien fijadas al 

disco y presentan una morfología adecuada o si por el contrario tenemos células en estado de 

apoptosis y mal adheridas, presentando una morfología redondeada que termina muriendo y por 

tanto despegándose del biomaterial221,214. 

 

 Las diferencias en el nivel de  adhesión y extensión celular de los diferentes materiales se 

pueden atribuir a varios factores como la composición química, el tamaño de partícula, la 

topografía de superficie y la bioactividad de las muestras222,223.  

 

6.1.8 Sobre el análisis del depósito de calcio en la matriz. 

La tinción de Alizarin red (ARS) se ha utilizado durante décadas para evaluar los depósitos 

ricos en calcio que depositan las células en el cultivo. Resulta interesante que el colorante pueda 

ser extraído de la monocapa teñida y por tanto ser analizada. Este colorante tiene predilección 

por las sales de calcio224. En nuestro estudio, nosotros también analizamos la mineralización de la 

matriz extracelular en presencia de 4 materiales utilizados para pulpotomías de dientes 

temporales, empleando la tinción Alizarin red.  

 

Para investigar el potencial de las SHED, para diferenciarse en tejido mineralizado, Miura 

y cols. también emplearon la  tinción de Alizarin red en su estudio. Obtuvieron que se formaron 
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nódulos que dieron positivo para la tinción de Alizarin red en los cultivos celulares con SHED  tras 

4 semanas de inducción, indicando que existía una acumulación de calcio in vitro150. 

 

6.2 Sobre los resultados. 

En la última década, se han llevado a cabo muchos estudios clínicos y experimentales 

para comprobar la biocompatibilidad y las propiedades antibacterianas de nuevos materiales 

dentales. Los materiales usados deben provocar una respuesta apropiada en el huésped. Esto 

significa que los tejidos que se pongan en contacto con los materiales, no deben mostrar ninguna 

respuesta tóxica, irritante, inflamatoria, alérgica, genotóxica o carcinogénica. Los materiales que 

utilizamos para recubrimientos pulpares o pulpotomías deben actuar como una barrera que 

proteja la vitalidad del tejido pulpar recubriendo la mínima exposición tisular posible para 

prevenir un futuro tratamiento endodóncico134. 

 

 Aunque el formocresol diluido (solución de Buckley 1:5) ha sido considerado el material 

gold standard para realizar la pulpotomía en dientes temporales, podemos encontrar otros 

agentes que protejan la pulpa radicular. El uso del formocresol ha sido cuestionado debido a sus 

efectos adversos como su potencial carcinogénico, mutagenicidad y citotoxicidad. Esto ha llevado 

a realizar más investigaciones sobre técnicas y materiales nuevos57. 

 

Nosotros en nuestro estudio decidimos emplear tres materiales en base a biosilicatos y 

uno de obturación provisional como es IRMTM, que ha sido utilizado en el campo de la 

odontopediatría durante muchos años. 

 

El MTA se utiliza habitualmente en muchos procedimientos desde que se considera  un 

material altamente biocompatible225. 

 

BiodentineTM es un material basado en silicato de calcio, que ha demostrado su 

biocompatibilidad cuando ha sido probado sobre varias líneas celulares con unas mejores 
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propiedades de mezclado y un tiempo de fraguado mas corto comparado con el MTA226,227,228,229. 

Sin embargo la evidencia científica es limitada en cuanto a las interacciones de este material con 

las células madre procedentes de la pulpa dental y no hay ninguno que se hubiera realizado con 

SHED124,126. 

 

Theracal LC es un material reciente, basado en el cemento Portland y modificado con 

resina. Estos monómeros de resina pueden causar reacciones adversas en la pulpa. Theracal LC 

no incluye agua en su composición, por lo que esta depende del agua que capten del ambiente 

que les rodea y de su difusión dentro del material y su citotoxicidad hacia las células dentales de 

la pulpa no ha sido estudiada de forma extensa124. 

 

6.2.1 Relacionado con la caracterización y aislamiento celular. 

 La pulpa dental de los dientes temporales contiene una población celular heterogénea y 

única que comienza su formación durante la sexta semana intraútero. La pulpa dental es un 

tejido conectivo vascular que está rodeado por dentina y está compuesta por fibroblastos, 

odontoblastos, células sanguíneas, células de Schwann, células endoteliales y células 

mesenquimales indeferenciadas231. Numerosos estudios han demostrado que las células 

procedentes de la pulpa dental tiene la capacidad de diferenciarse en odontoblastos para reparar 

el daño sufrido por la dentina, como en caries o traumatismos231,232. 

 

Las células procedentes de la pulpa dental, frecuentemente fibroblastos y células 

mesenquimales indiferenciadas, son capaces de crecer en placas de cultivo y han sido utilizadas 

para estudiar la diferenciación  de las células pulpares en células similares a los odontoblastos231. 

 

Miura y cols. comentaron que la pulpa dental remanente de dientes temporales 

exfoliados contenía una población células madre multipotentes, llamadas SHED. Se vio que estas 

células expresaban  los marcadores STRO-1 y CD146, que son marcadores  de células madre 
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mesenquimales, que habían sido encontrados previamente en células madre procedentes de la 

médula ósea y células madre procedentes de la pulpa dental de dientes permanentes. Las células 

madre procedentes de dientes primarios mostraron una proliferación celular más alta que 

aquellas que procedían de dientes permanentes. Estos autores también confirmaron que las 

SHED parecen ser un tipo de células más inmaduras que las DPSCs, presentando un gran índice de 

proliferación y potencial de diferenciación en múltiples líneas celulares150. 

 

La línea celular elegida para  este estudio fueron las SHED, que fueron aisladas de dientes 

temporales exfoliados. 

 

 En nuestro estudio encontramos que con BiodentineTM y MTA AngelusTM, mas del 95% de 

las células SHED, presentaron resultados positivos de los marcadores mesenquimales CD73, CD90 

y CD105, mientras que sólo un 5% presentaron resultados positivos de los marcadores 

hematopoyéticos CD34 y CD45. Sin embargo, tan sólo con una dilución 1:4 de IRMTM y Theracal 

LC obtuvimos resultados similares para el marcador CD73, probablemente debido a factores 

relacionados con la muerte celular. 

 

En un estudio previo realizado por Insausti y cols. en el cual aislaron MSCs procedentes 

de otras fuentes como la membrana amniótica o el tejido adiposo, encontraron resultados 

similares, presentando resultados positivos para los marcadores CD54, CD29, CD73, CD90, CD13, 

CD44, CD105 y CD106. Nuestros resultados sugieren que los perfiles morfológicos y 

immunofenotípicos de las SHED son similares a aquellos procedentes de las MSCs aisladas de 

médula ósea233,234. 

 

6.2.2 Relacionado con la viabilidad celular y la citotoxicidad. 

De Menezes y cols. compararon la toxicidad in vitro de MTA con otros agentes utilizados 

para pulpotomías en dentición temporal, el hidróxido de calcio, sulfato férrico, el  formocresol 
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diluido y la solución de Buckley de formocresol202. Se utilizó el MTT para el ensayo de viabilidad 

celular. Los autores concluyeron que el MTA presentó los valores de toxicidad más bajos de los 

materiales evaluados, siendo la solución de formocresol de Buckley la que presentaba los valores 

más altos . En nuestro estudio el MTA también presentó unos valores altos de viabilidad celular. 

 

Widbiler y cols. mostraron que la viabilidad de las DSPSC sobre el MTA fue 

significativamente menor  que sobre BiodentineTM durante los 7 primeros días214. Sin embargo 

otros estudios que comparaban la viabilidad de los fibroblastos procedentes de la pulpa humana, 

fibroblastos procedentes de la encía humana o células similares a osteoblastos expuestos a 

BiodentineTM y MTA, observaron similar crecimiento celular sin diferencias estadísticamente 

significativas entre ambos materiales226,227,228. 

 

Un estudio previo mostró  que las células de la papila apical presentaron mayor viabilidad 

cuando se exponían a MTA fraguado durante 24 horas que al MTA fraguado  durante 1 hora. Una 

explicación es que la liberación de iones calcio, así como la presencia de componentes tóxicos 

que proceden del MTA fresco, puede afectar el comportamiento celular235. Nosotros  utilizamos 

los materiales fraguados y no frescos  cuando se realizó la preparación de los extractos. 

 

En nuestro estudio encontramos que los resultados del MTT muestran que ni 

BiodentineTM, ni MTA fueron citotóxicos para las SHED, por lo menos en las diluciones 1:1, 1:2 y 

1:4. Sin embargo, en presencia de los eluatos de IRMTM y de Theracal LC, encontramos que la 

viabilidad celular fue muy baja o prácticamente nula. 

 

  Estos resultados corroboran los estudios previos, como el de Daltoé y cols., los 

cuales revelan que no existen diferencias significativas entre los extractos del MTA AngelusTM y el 

BiodentineTM con sus respectivos controles, tras 24 y 48 horas de cultivo usando DPCs197. Sin 

embargo, usando una línea celular odontoblástica de ratón (MDPC-23), Ceci y cols.236 2015, 
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reportaron que BiodentineTM mostró mejor biocompatibilidad que los eluatos del  MTA AngelusTM 

y  Proroot MTATM después de 72 horas de cultivo. 

 

 Poggio y cols.134 compararon entre otros materiales, el MTA AngelusTM, MTA ProrootTM y 

Theracal LC. Observaron que el BiodentineTM mostró los porcentajes más altos de 

biocompatibilidad celular, mientras que el MTA AngelusTM y el Proroot MTATM resultaron menos 

biocompatibles a las 72 horas, lo que coincide  con los resultados encontrados en nuestro estudio 

en los que el MTA AngelusTM mostró unos valores inferiores al BiodentineTM en todos los tiempos 

y diluciones. El estudio también muestra que el Theracal LC resultó bastante citotóxico pero sólo 

en el tiempo de incubación más largo, a las 72 horas. En nuestro caso en presencia del Theracal 

LC, la proliferación celular fue casi completamente inhibida y menor que el grupo control en 

todos los tiempos del experimento, para las  diluciones (sin dilución y 1:2). 

 

Zhou y cols. también evaluaron en su estudio la citotoxicidad de BiodentineTM, MTA 

blanco ProrootTM y un cemento ionómero de vidrio (Fuji IX), en fibroblastos humanos, que fueron 

incubados durante un periodo de 7 días. Concluyeron que las células expuestas a los extractos del 

BiodentineTM obtuvieron las mayores tasas de viabilidad en todas las concentraciones. Esto 

coincide con nuestros resultados sobre el BiodentineTM. Los autores comentaron que a pesar de 

la superficie desigual y cristalina del BiodentineTM y del MTA comparados con la textura suave de 

la superficie del ionómero de vidrio, la fijación y el crecimiento celular fueron más favorables en 

estos dos materiales. Esto se puede atribuir a la liberación de sustancias por parte del ionómero 

de vidrio que interaccionarían de manera negativa a nivel celular237. 

 

Agrafioti y cols.238 compararon en su estudio BiodentineTM, MTA fraguado 1 hora y MTA 

fraguado 24 horas. Se cultivaron DPSCs y se pusieron en contacto con los materiales. Se observó 

que BiodentineTM expresó una mayor viabilidad celular comparada con los otros grupos tras 4 

días, no existiendo diferencias a los 7 días. Utilizaron MTT para su estudio de viabilidad celular. 

Los resultados muestran que BiodentineTM presentó la mayor viabilidad celular a los 4 días 
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comparado con el MTA, esto coincide con los datos de nuestro estudio, donde el BiodentineTM 

mostró los resultados más altos de viabilidad celular tras 72 horas de tratamiento. 

 

 Hebling y cols.239 evaluaron los efectos citotóxicos de Theracal LC, VitrebodTM y 

Ultrablend plusTM sobre un cultivo de células pulpares. Tras  incubarse durante 72 horas las 

células pulpares, los extractos se pusieron en contacto con las células. A las 24 horas de entrar en 

contacto con los extractos de Theracal LC, VitrebondTM y Ultrablend plusTM mostraron una 

disminución de la viabilidad celular al 31%, 73.5% y 71% respectivamente. Esto coincide con 

nuestros resultados en los que el Theracal LC mostró una baja viabilidad celular a las 24 horas, 

siendo su citotoxicidad en torno al 38% en su mayor concentración. 

 

Lee y cols.240  evaluaron y compararon la formación de la barrera cálcica, la inflamación 

del tejido pulpar y la formación de la capa odontoblástica de Proroot MTATM, RetroMTATM y 

Theracal LC en pulpotomías realizadas  en 60 dientes de perro. Se utilizó IRMTM como control 

negativo. Después de 4 semanas los dientes fueron extraídos y examinados histológicamente y 

por inmunohistoquímica. Los autores observaron la formación de una barrera calcificada tanto en 

Proroot MTATM, como en RetroMTATM, y el tejido pulpar estaba libre de inflamación y se podía 

observar una capa odontoblástica, sin embargo, Theracal LC presentó una barrera cálcica de 

menor calidad, una formación de la capa odontoblástica menos favorable y extensa inflamación a 

nivel pulpar. Concluyeron que tanto Proroot MTATM como RetroMTATM producían una respuesta 

pulpar favorable, al contrario que Theracal LC. Esto coincide con nuestro estudio, en el que 

Theracal LC presenta unos valores altos de citotoxicidad. 

 

Dedeus y cols.241 compararon la citotoxicidad de ProrootMTATM, MTA AngelusTM y 

cemento Portland, y no encontraron diferencias estadísticamente significativas entre los tres 

materiales en términos de citotoxicidad. 
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 Haglund y cols.242 compararon MTA, la amalgama, IRMTM y una resina compuesta, para 

evaluar sus efectos sobre fibroblastos y macrófagos de ratones. Hubo una disminución 

significativa de los cultivos celulares en el grupo del IRMTM fresco y del composite, comparados 

con el de la amalgama y el del MTA. Para los materiales fraguados no hubo diferencias 

significativas en el crecimiento celular de los fibroblastos ente MTA, amalgama y el composite. En 

cambio el IRMTM presentó una disminución del crecimiento celular respecto a los otros materiales 

en la línea de los macrófagos. En nuestro estudio IRMTM mostró los valores más altos de 

citotoxicidad, muy por encima de MTA. 

 

En nuestro estudio, los resultados revelaron que MTA y BiodentineTM no inducen 

apoptosis, mientras que  IRMTM y  Theracal LC fueron más citotóxicos que los otros materiales a 

base de silicato empleados en el estudio, conduciendo a una permeabilidad de la membrana 

relacionada con la apoptosis y necrosis celular. Estos resultados de apoptosis de nuestro estudio 

coinciden con los de Bortoluzzi y cols.243 quienes reportaron que la exposición a MTA AngelusTM, 

BiodentineTM, Theracal LC y IRMTM frescos mostraron unas diferencias significativas en los 

porcentajes de células saludables, no apoptóticas y no necróticas, siendo Theracal LC e IRMTM los 

más citotóxicos. 

 

6.2.3 Relacionado con la migración celular. 

En este estudio se evaluó la migración celular de las SHED en presencia de los eluatos de 

varios materiales. BiodentineTM y MTA mostraron una migración celular muy buena a las 48 

horas, especialmente en la dilución 1:4, mientras que los eluatos de IRMTM y Theracal LC no 

estimularon la migración celular de las SHED. Estos resultados coinciden con los encontrados por 

Luo y cols.229, que mostraron que la exposición a BiodentineTM produce un incremento 

significativo en la migración celular y fijación a los discos. 

 

 En otro estudio se evaluó la migración de células madre dentales con MTA, virutas de 

dentina y Bio-ossTM. Se realizaron cavidades en terceros molares extraídos mediante un molde y 
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se llenaron con los diferentes materiales. Las células fueron sembradas sobre la superficie de la 

cavidad. Los autores concluyeron que tras 24 horas, tanto el MTA como las virutas de dentina, 

promovían la migración de las células madre dentales, mientras que el Bio-OssTM parecía 

inhibirla244. Esto coincide con el estudio de D´antó y cols., que observaron que el MTA favorecía la 

migración de las células madre mesenquimales derivadas de médula ósea (hMSCs), siendo ésta 

significativamente mayor que la encontrada con el cemento Portland245. 

 

6.2.4 Relacionado con la morfología celular. 

En el presente estudio, el SEM mostró  un nivel limitado de adhesión celular sobre los 

discos de IRMTM y de Theracal LC, mientras que MTA AngelusTM y BIodentineTM permitieron una 

colonización celular extensa sobre sus discos, formando de esta manera, una monocapa celular 

que cubría la totalidad de la superficie. 

 

Widbiller y cols. obtuvieron resultados similares acerca de la adhesión celular cuando 

utilizaron hDPSCs y discos de BiodentineTM 214. 

 

Zhu246 y Balto227 observan, mediante microscopía electrónica de barrido, la morfología 

celular y adhesión de distintas células cultivadas en presencia de MTA. Zhu246 comprobó que los 

osteoblastos humanos se adhieren y extienden bien sobre composite y MTA; no así sobre 

amalgama e IRMTM, con los que presentan aspecto redondeado. Estos datos indican una 

respuesta favorable al MTA, así como al composite. Balto227 detecta adhesión y crecimiento de 

fibroblastos de ligamento periodontal humano sobre  MTA fraguado. Concluyó que la calidad y 

cantidad de células adheridas podría utilizarse como criterio para evaluar la toxicidad del 

material. 

 

En otro estudio comparativo entre MTA y BiodentineTM las DPSCs mostraron adherencia a 

los discos, tanto con MTA como con BiodentineTM. Las células sobre los materiales conservadas 
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en ácido cítrico mostraron una apariencia similar a los fibroblastos con un citoesqueleto 

alargado238. 

 

 Koh110 evaluó la reacción celular a MTA e IRMTM. Observó, con el microscopio electrónico 

de barrido, el aspecto de cultivos de células óseas humanas incubadas en presencia de los 

materiales durante distintos periodos de tiempo. Observaron que las células incubadas con MTA 

presentaban una morfología normal (planas y adheridas al cemento), lo cual demuestra la 

biocompatibilidad del cemento, mientras que con el IRMTM las células aparecen redondeadas y en 

menor número, lo que indica mayor toxicidad de este último material. 

 

Haglung  y cols. en su estudio también  observaron que se producía  una zona de muerte 

celular alrededor del MTA, aunque más allá de esa zona, la morfología de las células es normal. 

Morfológicamente MTA se caracteriza por desnaturalizar proteínas del medio y produce la 

muerte celular de las células adyacentes al material, lo cual observó solo en el grupo de MTA 

fresco.242. 

 

Saidon y cols.247 compararon el efecto de MTA y el cemento Portland recién mezclados 

sobre cultivos celulares de fibroblastos de ratón. Se encontraron resultados similares tras dos 

semanas de estudio. Se observó una zona de muerte celular alrededor de los materiales frescos, 

teniendo un crecimiento normal más allá de esa zona al igual que encontró Haglung242. 

 

6.2.5 Relacionado con el depósito de calcio en la matriz. 

Múltiples estudios histológicos realizados con MTA, por Torabinejad y cols.248 y Koh y 

cols.249 expresan que éste tiene un substrato propicio en la activación de los osteoblastos y puede 

estimular la formación de fosfato de calcio, que favorece la comunicación con el contenido 

celular. 
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No solo es un material de sellado que no provoca inflamación, sino que produce un 

sustrato biológico y biocompatible activo para la formación de tejidos duros como hueso y 

cemento250. 

 

Para mantener la viabilidad celular, los materiales de recubrimiento deben ser capaces de 

inducir la formación de puentes de tejido mineralizado cuando entran en contacto con la pulpa 

en procedimientos como las pulpotomías y los recubrimientos pulpares197. 

 

En nuestro estudio analizamos la mineralización de la matriz extracelular en presencia de 

los cuatro materiales para pulpotomías en dentición temporal evaluados. BiodentineTM estimuló 

la deposición de nódulos de mineralización en una extensión significativa y su efecto fue menos 

pronunciado en el caso de MTA. La habilidad de MTA para inducir la deposición de calcio ha sido 

reportada en varios estudios que evaluaron su bioactividad y su potencial para inducir 

diferenciación osteogénica251,252. Sin embargo la falta de estudios que evalúen la bioactividad del 

BiodentineTM sobre SHED descarta comparaciones directas con los resultados del presente 

estudio. 

 

Thompson y cols.253 comprobaron la capacidad de los cementoblastos humanos para 

crecer y adherirse sobre MTA y para producir, en presencia del material, osteocalcina, una 

proteína implicada en la regulación del proceso de mineralización del tejido duro. El autor 

considera al material cemento-conductor. 

 

Bonson254 comparó MTA con un cemento de vidrio ionómero, con un cemento de óxido 

de zinc y amalgama con el objetivo de ver cuál de estos materiales promovía la expresión de un 

fenotipo osteogénico. Se vio que el MTA era capaz de inducir en fibroblastos gingivales y de 

ligamento periodontal humnos, la expresión de genes de proteínas relacionados con la formación 

de hueso como la periostina o la fosfatasa alcalina. 
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Margunato y cols.255 compararon el efecto de Proroot MTATM, BiodentineTM y MM-MTA, y 

evaluaron la viabilidad celular, capacidad de deposición de tejido duro y la diferenciación 

osteogénica de las células madre de médula ósea (hBMSCs) derivadas de hueso mandibular. 

Estos autores evaluaron la viabilidad celular mediante MTT y el depósito de calcio mediante la 

tinción de Alizarin red. 

 

Concluyeron que MTA, BiodentineTM y MM-MTA  presentaron efectos citotóxicos sobre 

las hBMSCs comparados con el control negativo tras 14 días de cultivo. Aunque todos los 

materiales estimularon la diferenciación celular osteogénica de HBMSCs comparadas con el 

control negativo, Proroot MTATM mostró más osteoinduccion que BiodentineTM y MM-MTA con 

respecto a la técnica por inmunohistoquímica, a la tinción de Alizarin red y a la fosfatasa alcalina. 

 

Esto difiere de nuestro estudio, ya que la mayor osteoinducción la encontramos en el 

BiodentineTM, aunque nosotros utilizamos el material MTA AngelusTM y no Proroot MTATM. Todos 

los materiales mostraron un potencial de diferenciación osteogénico de las hBMSCs. 

 

Según Daltoé y cols., BiodentineTM estimula los mismos marcadores de mineralización 

que MTA, pero la tinción fue más intensa en la pulpa dental radicular y en los puentes 

dentinarios197. 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 
 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7-Conclusiones. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 
 

CONCLUSIONES 
 

 
125  

1. BiodentineTM mejora la viabilidad celular de las SHED, siendo superior al MTA AngelusTM. 

Theracal LC presenta una tasa de viabilidad celular disminuida, mientras que en presencia 

de IRMTM disminuye considerablemente la viabilidad de las células madre procedentes de 

dientes exfoliados. 

 

2. BiodentineTM y MTA AngelusTM presentan una tasa prácticamente nula de apoptosis. 

Mientras que Theracal LC e IRMTM produjeron un aumento de la apoptosis celular. 

 

3. Con BiodentineTM y MTA AngelusTM se incrementó la migración celular, mientras que con 

Theracal LC e  IRMTM fue prácticamente inexistente. 

 

4. La morfología celular de las SHED sembradas sobre MTA AngelusTM y BiodentineTM fue 

adecuada y su fijación y extensión celular grande. Theracal LC e IRMTM presentaron una 

fijación celular limitada y una morfología redonda y por tanto inadecuada. 

 

5. BiodentineTM presentó el mayor incremento en la calcificación seguido por el MTA 

AngelusTM. Por el contrario, Theracal LC e IRMTM presentaron valores muy bajos de 

calcificación. 

 

6. Tras nuestros resultados, podemos concluir que BiodentineTM resultó ser el material más 

adecuado en términos de citocompatibilidad y bioactividad para pulpotomías en molares 

temporales. 
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Anexo 1.- Consentimiento informado. 

 

DECLARACIÓN DE CONSENTIMIENTO INFORMADO 

 

D./Dña. …………………………, de ….. años de edad  y con DNI nº ……….., manifiesta que ha sido 

informado/a sobre los beneficios del estudio realizado con mi/s molar/es temporales, para 

cubrir los objetivos del Proyecto de Tesis Doctoral de Investigación titulado “EVALUACIÓN IN 

VITRO DE LA BIOCOMPATIBILIDAD DE MATERIALES EN BASE DE BIOSILICATO PARA SU USO EN 

PULPOTOMÍAS EN DENTICIÓN TEMPORAL”, llevado a cabo por Dª. Tábata Álvarez Muro, 

teléfono de contacto 677346316 y correo electrónico tabathamuro@hotmail.com; y dirigido 

por el Dr. Francisco Javier Rodríguez Lozano, teléfono de contacto 609406624 y correo 

electrónico fcojavier@um.es, con el fin de determinar la biocompatibilidad de los materiales 

citados. 

 

He sido informado/a de los posibles perjuicios que la extracción de una muestra de pulpa 

dental puede tener sobre mi bienestar y salud. 

 

He sido también informado/a de que mis datos personales serán protegidos  e incluidos en un 

fichero que deberá estar sometido a y con las garantías de la ley 15/1999 de 13 de diciembre.  

 

He sido también informado que puedo abandonar en cualquier momento mi participación en el 

estudio sin dar explicaciones y sin que ello me suponga perjuicio alguno. 

 

Tomando ello en consideración, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a que esta extracción tenga 

lugar y sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en el proyecto. 

 

Murcia, a …… de………………… de 2016. 

 

Fdo. D/Dña 
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