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RESUMEN

La desinfeccion del Sistema de Conductos Radiculares (SCR) en los procesos
endodonticos regenerativos resulta de la combinacion del uso de irrigantes y
medicacion intraconducto. La evidencia cientifica resalta la influencia del volumen,
tiempo y concentracion de los irrigantes dentro del SCR. Estudios In vitro e In Vivo
han demostrado el efecto negativo de la concentracién al 6% del NaOCI, reduciendo
la expresion de células madres de la papila apical. Actualmente se considera un
volumen de 20ml, tiempo comprendido entre 3-5min del irrigante en contacto con la
superficie dentinaria, y una concentracion de 1,5%. Ademas el uso del EDTA al
17% condiciona un ambiente 6ptimo para la liberacion y exposicién de factores de
crecimiento en la superficie dentinaria. En la actualidad no hay protocolo definido
para la desinfecciéon del conducto radicular en procedimientos regenerativos. El
objetivo de esta investigacién fue estudiar las propiedades del Hipoclorito de Sodio y
EDTA en los procesos de RE, su eficacia, beneficios y desventajas sobre la
dentina. Se desarrollara una investigacion de tipo documental y disefio bibliografico,
presentada bajo modalidad de monografia, basada en fuentes como articulos de
revistas cientificas especializadas y libros de texto especializados. Conclusion: El
proceso de desinfeccidon se ha convertido en un modulador critico de la
regeneracion. EI Hipoclorito de sodio es el irrigante de eleccion en RE,
adicionalmente el EDTA al 17% contribuye a exponer los componentes bioactivos
incluidos en la dentina, por tanto podria emplearse como parte del protocolo de
irrigacion en éstos procedimientos.

Palabras Claves: Regeneracién Pulpar, Factores de Crecimiento, Irrigantes,
Condicionamientos dentinario.
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ABSTRACT

Disinfection of the Root Canal System in (RCS) regenerative endodontic processes
results from the combination of the use of irrigantes and intraconduct medication.
Scientific evidence highlights the influence of the volume, time and concentration of
the irrigants within the RCS. In vitro and In Vivo studies have shown the negative
effect of concentration at 6% of NaOCI, reducing the expression of apical papilla
stem cells. Currently it is considered a volume of 20ml, a time between 3min-5min of
the irrigator in contact with the dentin surface, and a concentration of 1.5%. In
addition, the use of 17% EDTA conditions an optimal environment for the release
and exposure of growth factors in the dentin surface. Currently there is no defined
protocol for the disinfection of the root canal in immature permanent tooth units with
a diagnosis of necrosis pulp. The objective of this study will be to study the
properties of Sodium Hypochlorite and EDTA in RE processes, their efficacy,
benefits and disadvantages on dentin. Documentary and bibliographic design
research will be developed, presented under monograph, based on sources such as
articles from specialized scientific journals, specialized textbooks and postgraduate
papers published. Conclusion: The disinfection process has become a critical
modulator of regeneration. Sodium Hypochlorite is the irrigator of choice in RE; in
addition 17% EDTA contributes to expose the bioactive components included in
dentin.

Keywords: Pulp Regeneration, Growth Factors, Irrigantes, Teething.
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Introduccion

La Endodoncia regenerativa (RE) tiene como objetivo reestablecer funcional
y estructuralmente al Complejo pulpo dentinario. Las proteinas enddgenas
secuestradas en la matriz extracelular de la dentina humana juegan un papel
decisivo en este proceso, en la actualidad algunos estudios han evaluado la
liberacién de estos factores de crecimiento y el papel que desempefianlas
soluciones irrigadoras al ser responsables de presentar su biodisponibilidad
en la superficie dentinaria.’ La Regeneracién Pulpar tiene sus raices en los
Principios de Ingenieria Tisular (IT); la cual establece una triada imperativa
en su practica;presentacion de células con capacidad de diferenciacion,
liberacion de factores de crecimiento y un andamio que actua como vehiculo
bioactivo en la unién de los anteriores.*°Estos tres elementos deben estar
acompanados de la induccidon del proceso de angiogénesis para proveer
oxigeno y nutrientes con el objetivo de mantener el metabolismo y
supervivencia celular.  Actualmente no se puede hablar de regeneracién
pulpar sin resaltar la importancia de la desinfeccion del conducto radicular
necesario para inducir una correcta regeneracion/reparacion de los tejidos,
eliminando toda actividad microbiana presente en el medio."*®En la RE la

principal solucion irrigadora es el Hipoclorito de Sodio, promoviendo su



capacidad de eliminacién de la colonia bacteriana, degradacién de tejidos
organicos, con posible repercusion sobre las células del ligamento
periodontal y células madre de la pulpa y papila apical.>"'En efecto |la
sustancia auxiliar en los procesos de RE que aparece como una constante
es el acido etilediaminotetraacetico (EDTA) al 17%, su capacidad de liberar
los FC inmersos en la dentinaria es aun tema de interés y discusion. . La
presencia de estas proteinas (FC) capaces de inducir una diferenciacién

celular seria la clave para alcanzar el éxito en RE.'*"8

Adicionalmente, se han alcanzado estrategias donde el especialista busca
un Scaffold o Andamio adecuado para el caso clinico que se presenta, lo que
sugiere que parte de él contenga un sustrato endégeno 100% biocompatible
durante el procedimiento como el Plasma Rico en Plaquetas (PRP) o Fibrina
rica en Plaquetas (PRF). La gran ventaja de esa terapéutica, ademas de
tratarse de una técnica sencilla y economica, es que evita el rechazo

inmunoldgico y la transmisién de gérmenes patégenos.'®?

La RE para unidades dentarias inmaduras con diagnéstico de Necrosis y
Periodontitis Apical siempre ha representado un reto para el Especialista. En
el presente no hay protocolo definido para la desinfeccién del conducto
radicular en este escenario clinico.Sin embargo, se han establecido posturas
basadas en resultados clinicos considerados fiables. La fragilidad de las
paredes dentinarias, delgadas y divergentes dificulta la preparacion

mecanica dentro del conducto radicular, hoy son muchos los investigadores



que se valen solo de soluciones irrigadoras para lograr la desinfeccion de
conducto.El control microbiano es crucial en toda Terapéutica Endodontica y
los procedimiento Regenerativos no son la excepcion. Sin embargo, el uso
de estas soluciones irrigadoras compila una serie de principios previos a

considerar. 2428

La idea de regenerar tejido a expensas de un diente sin vitalidad no es
nueva. Nygaard-Ostby. B, precursor de la RE demostrd; mediante la
sobreinstrumentacion y desinfeccién del conducto radicular, Neoformacién de
tejido en el tercio apical. Sin embargo, el analisis histologico arrojé evidencia
de un proceso dereparacion, sin observar regeneracion del complejo dentino
pulpar. En consecuencia, este hallazgo dio cabida a innumerables

investigaciones que hoy sustentan la base de la ingenieria tisular.?®>'

En el siglo XX nace en la literatura cientifica reportes de caso con un enfoque
bioldgico y regenerativo de la terapia endodontica, fundamentandose en el
propio criterio clinico. lwaya. S en el 2001 califica como “revascularizacion” a
un procedimiento donde no instrumento el conducto, valiéndose solo de la
desinfeccibn con hipoclorito de sodio y peréxido de hidrogeno,
posteriormente medicado con una pasta du antibiética (metronidazol vy
ciprofloxacina). El premolar inferior inmaduro con radiolucidez periapical y
fistula asociada casi tres afios después manifestd radiograficamente

maduracién completa del apice, con engrosamiento de las paredes de la



estructura radicular. Conjuntamente el diente respondié positivamente a la

prueba pulpar elctrica.®?

lIwaya S, logré inspirar a muchos investigadores abriendo campo a los
diferentes protocolos clinicos que cada especialista bajo su propio criterio
decidié implementar. Uno de los casos mas emblematicos fue el de Bachs F
y Trope M publicado en el 2004, los cuales aplicaron un tratamiento similar al
de Iwaya S, otro premolar inferior donde utilizaron hipoclorito de sodio,
clorhexidina y la colocacién de una pasta triantibiética (ciprofloxacina,
minociclina, metronidazol) como medicacion intraconducto, para desinfectar
el canal radicular. El protocolo incluia la irritacion apical del apice inmaduro
con un explorador endodontico hasta crear un coagulo sanguineo visible en
el conducto. Al cabo de dos afos la lesion periradicular repard, se observé
cierre apical y respuesta positiva a la prueba del frio. El éxito alcanzado en
este abordaje clinico motivé a Trope M en el 2008 a publicar un apartado
sobre el potencial regenerativo de la pulpa dental, probablemente con el
objetivo de aumentar el conocimiento sobre la tematica y resaltar la
importancia de salvar este tejido o incluso regenerarlo como procedimiento

rutinario en la clinica del especialista en endodoncia. 3>

La evolucion en el campo de la RE ha permitido asegurar que el éxito del
tratamiento es consecuencia de la supervivencia y diferenciacion de las
células madre disponibles en el tejido. En consecuencia, se ha ampliado la

investigacion sobre las repercusiones de los irrigantes que utiliza el



Endodoncista en los tratamientos convencionales como en los
procedimientos regenerativos. Murray et al en el 2008 realiza una
investigacion donde compara los efectos de las diferentes soluciones
irrigadoras sobre la adherencia y diferenciacion celular en la dentina
radicular. Evidenciando los efectos negativos del hipoclorito de sodio en altas
concentraciones (6%) y del mismo modo resaltando los posibles beneficios
de los quelantes intraconducto (EDTA) como solucion promotora de la

supervivencia de células madre de la pulpa dental en IT.*®

Seria ideal que existiera un criterio sobre el manejo o acondicionamiento
dentinario para los procesos regenerativos en endodoncia, asegurando el
éxito del tratamiento para el especialista. Muchos son los factores
dispersamente estudiados y reportados en articulos actuales, sin embargo,
no existe un reporte que logre abarcar todos los factores que influyen en este
condicionamiento dentinario, necesario para la liberacion de factores de
crecimiento enddégenos en procesos de regeneracion Pulpar, informacion

valiosa de gran utilidad para el abordaje clinico de estos procedimientos.

La presente investigacion tuvo como objetivo estudiar las propiedades de las
sustancias irrigadoras (Hipoclorito de Sodio y EDTA) en los procesos de
regeneracion endodontica, su eficacia, beneficios y desventajas sobre la
dentina. Para tal fin se realizd una revisibon de diversas fuentes
bibliograficas, enmarcando el trabajo dentro del tipo documental. Dicha

revision se presenta bajo la modalidad de monografia, en forma de texto



expositivo, de trama argumentativa, predominante informativo; organizado
con coherencia, informacidon rigurosamente seleccionada, la cual ha sido
objeto de un profundo analisis critico. Las fuentes consultadas fueron
principalmente articulos de revistas cientificas especializadas, localizadas a
través de la base de datos PubMed, Trip Data Base, y Google Académico, ,
libros de texto especializados y trabajos de grado publicados en los ultimos

diez anos.

Esta revision aportara informacién de vital importancia para el especialista
que decida abordar procedimientos regenerativos, contribuyendo a un mejor
entendimiento de los factores enddégenos presentes en la superficie
dentinaria y como exponerlos a través de las sustancias irrigadoras de uso

actual, elementos claves en la regeneracion Pulpar.

La presente investigacién busca ofrecer al clinico una base definida sobre el
condicionamiento dentinario en los procesos regenerativos endodonticos. Es
una tematica que ha sido poco abordada, sin embargo aspira ser el futuro de
la Terapéutica Endodontica. Se busca a través de esta investigacion,
colaborar con los reportes mas efectivos e innovadores que hoy se presentan
en el campo de la endodoncia regenerativa, a pesar de no existir un

protocolo especifico para la regeneracion pulpar

Esta investigacion servira para alcanzar en un futuro préximo un protocolo

para la RE, del mismo modo, los estudiantes de pregrado y postgrado de la



Facultad de Odontologia de la Universidad de Carabobo (FOUC) y los
odontdélogos contaran con un material bibliografico, que fomentara un
ejercicio clinico fundamentado en la evidencia cientifica, beneficiando en
forma indirecta, a la comunidad de pacientes que reciben atencion

odontologica.

El presente trabajo esta adscrito a la Unidad de Investigaciones
Morfopatolégicas (UNIMPA) y enmarcado dentro de las lineas de
investigacion de la FOUC, especificamente, en la linea de investigaciéon
Biologia Humana. Esta correspondencia garantiza pertenencia, sensibilidad y

aproximacion al entorno social.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Principios en Endodoncia Regenerativa (RE)

El Nacimiento de la Ingenieria Tisular (IT) como disciplina cientifica dedicada
a generar nuevos tejidos usando los principios de la ingenieria en
combinacion con las ciencias biolégicas tuvo lugar en Estados Unidos de
América. A mediados de 1980 el Dr. Joseph Vacanti y Dr. Robert Langer
presentaron la idea de disefiar un andamio apropiado para insertar células en
tejidos con necesidad de regenerar. Vacanti se enfoc6 en crear un Scaffold
(andamio) funcional utilizando una gran gama de polimeros sintéticos
biodegradables y biocompatibles viables para la supervivencia celular.
Probablemente una de las primeras definiciones de IT se debe a estos
autores que para el afno 1993 lo describen como “el campo interdisciplinario
que aplica los principios de la ingenieria y ciencias de la vida al desarrollo de
sustitutos bioldgicos que restauren, mantengan o mejores las funciones

tisulares”. 3637

En el campo de la Endodoncia se ha recorrido un largo camino sobre los
avances en procedimientos regenerativos, logrado por el progreso de la
medicina regenerativa y la ingeniera de los tejidos. El objetivo final de la RE
es crear un tratamiento practico, economico y predecible donde el tejido

pulpar sea restaurado utilizando la ingenieria biomédica, hasta alcanzar su



estado natural previo a la lesion presente. En la actualidad todo caso

publicado de RE esta dirigido a este objetivo.>® °

Se han determinado tres protagonistas para el alcance de la ingenieria de los
tejidos; células madre, factores de crecimiento y una matriz o Scaffold,
necesarios para inducir y conducir el crecimiento tisular.*> #'Sin embargo, el
campo de la medicina regenerativa no tarddé en dar cabida al proceso de
angiogénesis como parte fundamental y necesaria para la IT. Multiples
estudios en los ultimos afios han mostrado que la vascularizacion tardia o la
falta de vascularizacion es uno de los mayores obstaculos para desempefiar
una correcta sustitucion o regeneracion tisular. La incorporacion de células
madre aceleran la formaciéon y maduracién de nuevos vasos sanguineos con
ayuda de las proteinas enddgenas pro angiogénicas (Factores de
Crecimiento) disponibles en el medio. Sin el proceso de angiogénesis la
regeneracion pulpar no seria posible, toda célula del organismo requiere

oxigeno y nutrientes para mantener sus funciones basicas.****

En endodoncia se han desarrollado dos técnicas para alcanzar la
regeneracion del complejo pulpo dentinario, la técnica con presencia de
células (cell-based/ cell transplantation), y la técnica libre de células (cell-
free/cell-homing). La diferencia reside, en que las técnica cell based involucra
trasplantar células madre exdgenas, incluidas en andamios junto con
moléculas de sefalizacion dentro del conducto radicular del paciente y asi

inducir la regeneracion. Las células trasplantadas pueden ser autélogas (del



10

mismo paciente) o alogénicas (tomadas de otro individuo de la misma
especie). Estas células aisladas pueden ser procesadas (separadas de
tejidos) o cultivadas para aumentar su cantidad.** La regeneracion pulpar
utilizando trasplante de stem-cells conlleva algunos problemas, asociados
con el proceso de aislamiento celular, preservacion de las mismas y altos
costos para su conservacion (criopreservacion celular), sin descartar un riego
de rechazo y/o infeccion.***® En contraste, la estrategia cell-free se define
como un reclutamiento activo de células enddgenas, incluyendo las células
madre/progenitoras a un compartimiento anatémico especifico, en este caso
el conducto radicular.®’ El objetivo de esta estrategia es alcanzar
regeneracion del tejido a través de la quimiotaxis de células endogenas del
paciente, respaldado por moléculas biologicas de sefializacion. Esta técnica
resulta mas accesible en termino de facilidad y costo, ya que no se necesita
el aislamiento ni la manipulacién de células in vitro, por el contrario, se
utilizan andamios bioactivos que junto con los FC incluidos en ellos y/o
disponibles en la superficie dentinaria, inducen migracion, proliferacion y
diferenciacion de células madre/progenitoras endogenas que residen

alrededor del &pice radicular .*® *84°

La predictibilidad de la regeneracion del complejo pulpo dentinario, con la
estrategia cell-free esta limitada por la cantidad de células que logren migrar
de los tejidos periapicales, sin embargo, estudios han demostrado que esta

técnica en conjunto con un agregado importante de FC puede aumentar el
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éxito durante la terapéutica.’®°! Por lo tanto, puede que la estrategia libre de
células, sea modificada en un futuro, en miras de regular el orden de un

sistema vascular como la formacion de tejido duro en el diente.*”

En la realidad clinica, la Asociacion Americana de Endodoncia (AAE) solo
reconoce la estrategia cell-free/ cell-homing como técnica de revitalizacion,
mediante la atraccidn de células enddgenas por factores de crecimiento y
otras moléculas de sehnalizacion, valiéndose del coagulo sanguineo, plasma
rico en plaquetas (PRP) o fibrina rica en plaquetas (PRF) como andamios

para el procedimiento.”

A continuacion se describiran cada elemento, que hoy en dia podrian calificar

como tétrada de la Ingenieria Tisular.
Células Madre — Stem Cells (SC)

La pulpa dental contiene tejido conectivo, células mesenquimales, fibras
nerviosas, vasos sanguineos Yy linfaticos, siendo su funcion principal
mantener la vitalidad biolégica y fisiolégica de la dentina. Los vasos
sanguineos y las fibras nerviosas se unen y entran a la pulpa dental a través
del foramen apical proporcionando nutricion y un sistema nervioso sensorial
a la unidad dentaria. Aunque la estructura dentaria posee rigidez y
estabilidad, el diente permanece vulnerable a agresiones como trauma
mecanico, quimicos, infecciones bacterianas y caries. A diferencia del hueso

que tiene la propiedad de remodelarse y reparar, el diente no muestra una
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regeneracion completa y demuestra tener procesos reparativos limitados.
Después de la formacién de la corona, los ameloblastos sufren muerte
celular programada y pierden la habilidad de reparar el esmalte. Aunque los
odontoblastos no pueden reparar completamente la dentina, su progenitor o
célula madre tiene la capacidad de migrar a la superficie dentinaria (zona de
lesion) y diferenciarse en células parecidas a odontoblastos (Odontoblast-like
cells) para formar dentina reparativa/terciaria. En contraste a la dentina
primaria, esta dentina esta pobremente organizada, con tubulos irregulares
rodeada de matriz dentinaria, sin embargo forma una barrera protectora para

la pulpa dental.>%*

Todo tejido del organismo tiene su principio en una “célula madre o stem cell”
definida como una célula con capacidad de dividirse y originar una progenie
celular o célula intermedia (progenitor o precursor) que podra diferenciarse
en diversos tipos de células y tejidos; lo que se conoce como diferenciaciéon
celular. EI Comité de Tejidos y Células Stem Mesenquimales de la Sociedad
Internacional para la Terapia Celular (ISCT) ha propuesto tres criterios para
identificar este tipo de célula; adherencia a superficies plasticas, expresiéon
de antigenos (Ag) de superficie especificos (CD73+, CD90+ Y CD105+),
potencial de diferenciacion multipotente, con capacidad de diferenciarse in

vitro en osteoblastos, adipocitos y condrocitos bajo condiciones estandar.>’

La funcion principal de toda célula madre es promover el desarrollo de nuevo

tejido, homeostasis y reparacion del érgano afectado. Para identificar los
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tejidos producidos en los procesos de regeneracidn/reparacion se utilizan
marcadores celulares; moléculas que liberan la células responsables de la
formacion de un tejido. Como se expreso anteriormente, la Neoformacion se
califica con el sufijo “-like” (“parecido a”) lo que permite diferenciarla del

tejido original.>®°

Las células madres constituyen la fuente natural de células indiferenciadas
capaces de generar nuevos tejidos, o de regenerar los ya existentes. En la
actualidad la investigacion sobre células madre ha crecido exponencialmente
debido al reconocimiento de las terapias que pueden llevarse a cabo a travées
de ellas, como es el caso de pacientes con enfermedad de Alzheimer,
isquemia cardiaca, pérdida Osea, redundando positivamente en las

condiciones y calidad de vida para estos pacientes.?®%

La evidencia muestra que estas células se encuentran en nichos
especializados, y que algunos tejidos contienen mas células madre que
otros. La pulpa dental es considerada una rica fuente de células madre
mesenquimatosas. Las células madres de la pulpa dental humana fueron
descubiertas por su capacidad de presentarse en forma de colonias en
cultivos, por su capacidad de auto renovacion en estudios in vivo, y su
multipotencialidad en estudios in vitro; siendo capaces de diferenciarse en
varios tipos de células incluyendo odontoblastos, progenitores neuronales,

osteoblastos y células endoteliales.®*®
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Las células madre se clasifican segun supotencial de diferenciacién en:
totipotentes, multipotentes y pluripotentes. Las células totipotentes tienen la
capacidad de dividirse y producir todas las células de un individuo incluyendo
tejidos extraembrionarios, las pluripotentes; se diferencian en células de las
tres capas germinales: endodermo, mesodermo y ectodermo, dandole a su
progenie muy variados fenotipos, y las multipotentes; pudiendo diferenciarse
en multiples pero limitados linajes celulares. Segun su origen la literatura las
clasifica en células madres embrionarias y post natales o adultas; las
embrionarias (ESCs) son pluripotentes ubicadas en la masa celular del
embrion, y las células madre postnatales o adultas (ASCs); encontradas en
forma de nichos celularesmultipotentes presentes en tejidos vya
desarrollados. Las células postnatales o adultas pueden ser clasificadas a su
vez en hematopoyéticas (HSCs), formadoras de células sanguineas y del
sistema inmunoldgico, y en células mesenquimales (MSCs)descubiertas en

medula ésea pero presentes en la mayoria de los tejidos.64

Las células madre aisladas en el 6rgano dental son células postnatales
mesenquimales multipotentes; que han presentado la capacidad de generar
tejidos en organos diferentes al diente lo que se conoce como plasticidad
celular. Desde el afio 2000 se han logrado identificar varios tipos de células

madre en estructuras y tejidos bucales.>® (Tabla1)
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DPSC Células madre de la pulpa dental

SHED Células madre de los dientes primarios exfoliados
SCAP Células madre de la papila apical

PDLSC Células madre del ligamento periodontal

DFSC Células progenitoras del foliculo de la pulpa dental
iPS Células madre Pluripotentes Inducidas

iPAPC Células Progenitoras Inflamatorias Periapicales
SGSC Células madre de las glandulas salivales

OESC Células madre del epitelio bucal

GMSC Células madre mesenquimales derivadas de la encia
PSC Células madre derivadas de periostio

BMSC Células madre de la medula 6sea

TGPC Células progenitoras del germen dental

Células Madre de la Pulpa dental DPSCs

En el afio 2000 Gronthos et al. lograron por primera vez el aislamiento y

caracterizacion de células madres del tejido pulpar en terceros molares
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impactados. Estas células son de origen ectodérmico, derivadas de la
migracion de la cresta neural y poseen propiedades mesenquimatosas de
células madres; morfologia parecida a la célula fibroblastica, adherencia a
superficies platicas y capacidad de formar colonias en cultivos in vivo.
Ademas tienen la capacidad de diferenciacion multilinaje, pudiendo
diferenciarse en condrocitos, adipocitos, odontoblastos y células neurales

bajo condiciones apropiadas.®®

Las DPSCs han sido comparadas con las células madre mesenquimales de
la médula 6sea (BMMSCs) en cuanto a tasa de proliferacién, formacion de
colonias, potencial clonogénico y potencial de mineralizacién. Se ha
confirmado mayor tasa de proliferacién en las DPSC y mayor numero de

células progenitoras, asociado a un mayor potencial de mineralizacion.®

En relacion a lo anterior las DPSC son candidatas de eleccion para
ingenieria tisular dental debido a la facilidad de acceso quirurgico para su
aislamiento y por su baja morbilidad luego de la extraccién de la pulpa dental.
En el afio 2001 Shi et al. confirman la localizacién perivascular de estas
células en la cavidad pulpar. Aunque las DPSC han sido utilizadas como
fuente de células madre fuera de la cavidad bucal, tienen la capacidad de
generar tejido parecido a dentina en un periodo corto de tiempo en
comparacion con ceélulas madre aisladas fuera del diente. Su capacidad de

soportar la cryopreservaciéon, compatibilidad con muchos andamios y las
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propiedades antiinflamatorias de estas células son la razén de su uso en

innumerables experimentos de la medicina regenerativa.®**°

Células Madre de los Dientes Primarios Exfoliados (SHEDS)

Miura et al. en el ano 2003 confirman la presencia de las SHED y destacan
su alta capacidad proliferativa en comparaciéon con las DPSC. Son capaces
de diferenciarse en gran variedad de fenotipos celulares incluyendo células
parecidas a osteoblastos, células parecidas a Odontoblastos, adipocitos y
células neurales. Las SHED han revolucionado la medicina regenerativa,
utilizadas para tratar condiciones ortopédicas, enfermedad de Crohn,
enfermedades cardiovasculares, desordenes neuronales degenerativos
como la enfermedad de Parkinson e incluso cirugia plastica. Ademas han
demostrado ser utiles en parientes cercanos al donante de las SHED

abarcando padres, abuelos y hermanos.®*

En estudios in vivo producen una estructura similar a la dentina incluyendo
tejido mineralizado, pero no han mostrado la capacidad de formar
completamente el complejo dentino pulpar como las DPSC. Sin embargo, las
células madre de dientes deciduos exfoliados probablemente debido a su
inmadurez, han demostrado tener un potencial curativo mejor que otro tipo
de células madre adultas e indiscutiblemente menos restricciones éticas

asociadas a su aislamiento.®®



18

Células Madre de la Papila Apical (SCAP)

La papila apical es el tejido adherido al apice de los dientes inmaduros en
desarrollo, rico en proteoglicanos, diferencia histolégica que lo separa de la
pulpa. Las células madre de este tejido fueron aisladas por Sonoyama et al.
en el ano 2006, consideradas no solo como responsables del desarrollo del
complejos dentino pulpar, ademas son esenciales para el desarrollo del
hueso alveolar y la raiz completa de la unidad dentaria. Con excelente
potencial de diferenciacion, las SCAP parecen ser similares a progenitores
de DPSC para todas las células del complejo dentino pulpar, considerandose
fuente primaria de odontoblastos para la formacion radicular. Asimismo, las
SCAP tienen capacidad de supervivencia en diagndsticos de necrosis pulpar
debido a la proximidad al tejido periapical vascularizado, en escenarios de
desinfeccidon endodontica pueden generar Odontoblastos primarios que

" Enun

completaran la raiz bajo la influencia de la vaina epitelial de Hertwig.®
estudio realizado en cerdos como modelo de estudio, la remocidén quirurgica
de la papila apical en etapa temprana de desarrollo detuvo el crecimiento de
la raiz, en unidades dentarias donde se mantuvo la papila apical, se
evidencié longitud y grosor radicular completo. También se afirma la
capacidad de las SCAP para producir tejido vascularizado dentro del
conducto radicular con una extension de 5-6mm, sin embargo, la capacidad

de regeneracion dentinaria sugiere ser una constante. Posteriormente se ha

discutido la supervivencia de las SCAP en necrosis pulpar y condiciones
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inflamatorias; estudios realizados en ratas revelan supervivencia de estas
células por 90 dias en presencia de este entorno. El problema se presenta en
la medicion del grado de inflamacion y los cambios constantes que se
presentan en estos ambientes, un componente importante es la hipoxia,
explorar los mecanismos que desarrollan las SCAP para vencer estas
adversidades es un tema aun en discusion. Reportes previos aseguran que
la exposicion a citoquinas proinflamatorias tienen un efecto positivo sobre las
SCAP induciendo a un mejor potencial de proliferacion celular vy
mineralizacion en comparacién a grupos control, este resultado en
exposiciones cortas (3-5 dias) en ambientes inflamatorios, exposiciones
mayores (9 dias en adelante) producen un efecto negativo en cuanto al

potencial proliferativo.®®-%®

Se necesitan mas investigaciones para confirmar estos hallazgos y poder
aseverar el tiempo de vida de las SCAP en condiciones desfavorables y su
efecto en el resultado de diferenciaciéon celular, angiogénesis y por ende en

la regeneracion pulpar.®?

Células madre del Ligamento periodontal (PDLSC)

El ligamento periodontal (LPD) junto con el cemento unen el diente al hueso
alveolar. EI LPD contiene células madre conocidas como PDLSC destinadas
a la regeneracion y homeostasis del periodonto. Estas células han

presentado marcadores especificos asociados a la diferenciacion de tejido



20

parecido al periodonto, ademas han demostrado regenerar tejido en defectos
periodontales en ratas inmunosuprimidas. Implantadas en roedores las
PDLSC generaron tejido parecido al cemento y ligamento periodontal, aparte
de contribuir a la reparacion de tejido preexistente. Son células
criopreservables incluso utilizadas en cirugia maxilofacial en procesos de

osteointegracion.®

Las PDLSC son una poblacion de células stem con caracteristicas
especificas capaz de diferenciarse en cementoblastos y osteoblastos, son
autos replicantes y muestran marcadores celulares especificos ausentes en
otras células madre de la cavidad bucal. Tienen la propiedad de formar fibras
densas de colagena tipo | capaces de unirse al cemento recién formado y

mimetizar la adherencia fisioldgica de las fibras de sharpey.®® "

Células progenitoras del foliculo de la pulpa dental (DFSC)

El foliculo dental es un tejido conectivo ecto-mesenquimatoso que rodea al
diente en desarrollo, jugando un papel crucial durante la erupcion dentaria.
Se ha postulado que las células del foliculo dental cercanas a la raiz se
diferencian en cementoblastos, y las células cercanas al hueso alveolar
(parte externa) se distinguen como osteoblastos encargados de formar la
matriz del hueso. La razon de que el cemento, ligamento periodontal y hueso
se originen de esta estructura, nos da una idea de su gran potencialidad. La

estimulacién derivada de la Vaina Epitelial de Hertwig es la responsable de
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transformar la célula precursora del foliculo dental en cementoblastos. Su
diferenciacion con factores de crecimiento y citoquinas especificas en
estudios in vitro permiten diferenciarlas en adipocitos, neuronas y fibroblastos

potenciando la regeneracién periodontal en la ingenieria de tejidos.®® "

Al demostrar mayor potencia que las células madre de la medula ésea, las
DFSC son hoy en dia candidatas de eleccién para la ingenieria de tejidos
0seos. Se espera que las DFSC se tomen en cuenta en procedimientos
endodonticos regenerativos por sus notables caracteristicas; facilidad de
recoleccion y supervivencia en cryopreservacion, siendo muy buenas

candidatas para la Ingenieria Tisular.”’
Factores de Crecimiento

La estrategia para RE libre de células (cell homing/cell free) busca alcanzar
la regeneracion de tejido dental a través de la quimiotaxis de células
endogenas a los tejidos lesionados, respondiendo a la accion de moléculas
de sefializacién. Esta maniobra representa el abordaje clinico mas viable
para regenerar la pulpa dental, utilizando como fuente potencial las células
madre de la papila apical (SCAP), capaces de diferenciarse en células
parecidas a odontoblastos (odontoblastic-like) y regular el desarrollo del
diente inmaduro. Este alcance resulta de una serie de reacciones biologicas
complejas asociadas a moléculas enddégenas como lo son los factores de

crecimiento, importantes para completar el proceso.®® "> 7®
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Los factores de crecimiento (FC) son polipéptidos que tienen la habilidad de
unirse a receptores especificos de células diana, facilitando algunas
funciones como migracion, proliferacién, diferenciacion y apoptosis

celular. "4

A diferencia de las hormonas, los FC carecen de accion
sistémica, por el contrario actuan en células especificas, y son elemento
importante en el éxito de la RE en estrategias cell-free por encontrarse
incluidos en la matriz dentinaria.”***'Otra fuente de FC son los andamios
como el plasma rico en plaquetas (PRP), plasma rico en fibrina (PRF) o
andamios exogenos funcionales que incluyen uno o varios FC previamente

aislados.?"7>7®

Una variedad de factores de crecimiento son considerados importantes en
RE, como la superfamilia de factores de crecimiento transformantes (TGF)
que intervienen en la diferenciacion celular, otros afines a procesos

bioldgicos como la angiogénesis, neurogenesis y migracion celular.” ”*

Factores de Crecimiento aislados en matriz dentinaria.>® "8%°

Reparacion y | FC derivado de Plaqueta (PDGF), FC Transformante
Regeneracion | (TGF), Proteina Morfogénica Osea (BMP), FC del Endotelio
Vascular (VEGF), FC Fibroblastico (FGF), FC Insulinico

(IGF)

Angiogénesis FGF, PDGF

Neurogenesis | FC Neuronal (NGF)
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Diferenciacién | FC Transformante 3 (TGFB), PDGF, FGF2, BMP (2,4,7,11),

IGF,NGF

Proliferacion FGF2, TGFB1, PDGF, VEGF

Quimiotaxis TGFB1, PDGF, FGF2

Actualmente la atencion esta direccionada a desarrollar métodos que
expongan estos polimeros bioactivos incluidos en la dentina con soluciones
irrigadoras utilizadas tradicionalmente durante la terapia endodontica
convencional.'®®'8" E| comportamiento de las células madre puede ser
regulado por FC producidos por ellas mismas, expuestos por la dentina,
presentados por otras células o por andamios autélogos y/o exégenos.>'82-84
En presencia de periodontitis apical, las SCAP mantienen su vitalidad y
estructura, conservando su capacidad de diferenciacion angiogénica y
osteogénica bajo la influencia de FC. Los FC quimiotacticos (TGF-p1, PDGF,
FGF2) estimulan la migracion de las SCAP al lugar de la lesién.®*%® El
proceso vital de la RE es la angiogénesis, favorecida por la accion del FC
proangiogénica VEGF, inductor de la movilizacién de células precursoras

endoteliales.88°
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Importancia de la Dentina como Fuente Enddgena de Factores de

Crecimiento.

En el abordaje libre de células (cell-free) dentro del conducto radicular, las
soluciones irrigadoras no solo contactan con poblaciones celulares, ademas
interactuan con la superficie dentinaria. La dentina es un gran reservorio de
componentes bioactivos (DMCs-Dentin Matrix Components), que son
incluidos dentro de la matriz durante el desarrollo de la unidad dentaria.
Algunos grupos identificados han sido proteinas morfogenicas 6seas,
factores de crecimiento, proteasas tisulares e incluso citoquinas, que han
demostrado tener fines terapéuticos para la reparacion del complejo dentino
pulpar.’® Los DMCs pueden inducir la diferenciacion odontoblasticas, sin
embargo, solo con la presencia de BFGF y/o VEGF se ha logrado formar
tejido parecido a la pulpa.®® Por el contrario, otro estudio in vivo ha resaltado
la presencia de FC proangiogénicos presentes en la dentina, indicando que

1.8” Se debe destacar la

son insuficientes para inducir diferenciacién endotelia
importancia de las consideraciones clinicas en estudios de IT, es frecuente el
éxito en modelos in vitro, sin embargo, cuando el tejido pulpar debe crecer en

un conducto radicular vacio, procesos claves como la angiogénesis puede

necesitar la accién de FC para desarrollarse adecuadamente.®”

Enfoques actuales sobre RE, magnifican la cualidad de algunas células de
generar por si solas FC, no solo las células madre, los fibrocitos y los

fibroblastos comparten la misma condicion. Los fibroblastos son las células
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mas abundantes de la pulpa dental, la mayoria de los estudios se enfocan en
resaltar el rol de estas células como en todo tejido conectivo; su capacidad
de sintetizar y secretar diferentes tipos de colageno. Aunque la sintesis de
colageno sea esencial en la matriz extracelular (ECM) por favorecer la
adhesion y funcién de células en la pulpa dental, también son indispensables
por proveer soporte y estabilidad de los vasos sanguineos por contribuir a la
formacion de membrana. Ademas, estudios recientes han afirmado la
capacidad de los fibroblastos de  sintetizar factores de crecimiento;
asociados al restablecimiento de vascularizacion sanguinea, y regeneracion
dentino-pulpar por reclutamiento de células madre y terminaciones nerviosas
al lugar de la lesién, en casos de infeccién o injuria pulpar.®*#° Asimismo,
este linaje celular sintetiza todas las proteinas de complemento, y conduce a
la produccion de fragmentos bioactivos de este sistema esencial en diversas

reacciones bioldgicas mediadas por anticuerpos.®%?

La regeneracion comprende sintesis de dentina, neo angiogénesis e
inervaciéon. Aunque la primera fuente de moléculas capaces de inducir RE en

el complejo dentino-pulpar fue la dentina® %

, se ha demostrado que los
fibroblastos secretan FGF-2, VEGF, y PDGF in vitro, y que esta secrecion
aumenta significativamente seis horas después de una lesion traumatica en
la unidad dentaria. Esta informacion sugiere, que solo la lesién por si misma

provoca un cambio en el microambiente local, induciendo la produccién de

FC.%
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En general, adicionalmente a los odontoblastos y células madre, los
fibroblastos de la pulpa deberian ser considerados como células importantes
para disefiar una estrategia e inducir un proceso regenerativo del complejo
dentino-pulpar. Sin embargo, en casos de necrosis, solo se contara con las
moléculas bioactivas liberadas por las células de la region periapical

resistentes a este ambiente desfavorable."

Andamios

Los andamios o scaffolds son estructuras tridimensionales capaces de
proveer un microambiente biologico y fisico-quimico capaz de permitir el
crecimiento celular y su diferenciacion. Dependiendo del andamio las
propiedades que ofrecen al tratamiento regenerativo son distintas. Sin
embargo, todos deben perseguir funciones beneficiosas para la RE;
promover la interaccion entre el material y las células, cooperar a la adhesién
celular, permitir suficiente transporte de nutrientes para mantener la
supervivencia, proliferacion y diferenciacion celular, ser biodegradables a un
tiempo cercano a la regeneracion de tejido, inducir un minimo grado de
inflamacién o citotoxicidad.””?"*® Las células normales del organismo,
exceptuando las células sanguineas, se encuentran ancladas y dependientes

de una estructura concreta conocida como Matriz extracelular (ECM-
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Extracellular Matrix). EI mejor andamio para la IT en consecuencia deberia

ser la ECM de la célula diana en su estado natural.®®

Clasificacién de los Andamios. Segun Sureshchandra.B Roma.M. '

e Basados en la degradabilidad de las matrices: Andamios

Biodegradables y Andamios Permanentes.

e Basados en su forma: Bloques solidos, hojas, esponjas porosas e

Hidrogel (andamios inyectables).'®

e Basados en la presencia de células: Andamios libre de células y

Matrices con células madre sembradas.'®

Probablemente la categoria mas conocida es la clasificacion segun su

origen. Gathani K, Raghavendra S.%'%

e Andamios Biolégicos o Naturales: Plasma Rico en Plaquetas (PRP),
Fibrina Rica en Plaquetas (PRF), Coagulo Sanguineo, Colageno,

Chitosan, Acido Hialuronico, Matriz dentinaria desmineralizada.® %2

e Andamios Atrtificiales o Sintéticos: Polimeros y Bioceramicos.*®

El primer andamio endogeno reportado en la literatura es el coagulo
sanguineo (Blood Clot en inglés-BC).La coagulacion sanguinea es el proceso

natural por medio del cual la sangre se transforma de estado liquido a gel.
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Esto ocurre por el sistema hemostatico que buscara sellar rapidamente y
minimizar la hemorragia. La hemostasia esta regulada por tres eventos que
ocurren rapida y secuencialmente; la vasoconstriccion, la formacién del tapén
plaquetario y la coagulaciéon, para poder formar el coagulo sanguineo
también conocido como red de fibrina. Importante que en este proceso, las
plaquetas sufren un proceso conocido como desgranulacion, en el cual
liberan multiples FC, de importancia en el ambito endodontico; el FC
derivado de plaquetas (PDGF), que interviene en la regulacién del
crecimiento y divisién celular, ademas de jugar un rol significativo en el

proceso de angiogénesis.'®

El coagulo sanguineo tiene muchas ventajas en comparacién con otros
andamios, se evitan reacciones alérgicas y representa bajo costo para el
paciente. Provocar el sangrado para facilitar la reparacion es un
procedimiento quirdrgico comun, propuesto por varios clinicos con la
esperanza de guiar la reparacion del tejido pulpar dentro del conducto
radicular.’®'% Se ha demostrado que coopera en la migracién de células
progenitoras, macréfagos vy fibroblastos, ademas las células atrapadas en el

liberan factores esenciales para la regeneracion.'%%"

La técnica para inducir la formacién del coagulo dentro del conducto que ha
sido descrita en los reportes de la literatura se basa en la
sobreinstrumentacion del conducto, con explorador endodontico o limas de

endodoncia que sobrepasen la longitud del conducto radicular. El sangrado
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debe detenerse a una distancia de 3mm de la unién cemento-esmalte para
permitir la colocacion del material que sellara el conducto en su tercio

coronal 33108110

Algunos estudios han demostrado éxito en RE utilizando el coagulo

111-113

sanguineo como unico andamio en el procedimiento , Sin embargo,

otros investigadores no han logrado inducir sangrado dentro del

114,115

conducto , representando un inconveniente para el procedimiento.

Varios autores, sugieren no atribuir la ingenieria tisular a la formacién del
coagulo sanguineo, ya que la concentracion y composicion de las células
atrapadas en la red de fibrina es impredecible. Esto es una limitacién critica
con respecto a los procedimientos regenerativos que solo utilizan esta red
como andamio, ya que la ingenieria de los tejidos esta fundamentada en la
liberacion de concentraciones efectivas para restaurar funciones de un nuevo
tejido. Es posible que las variaciones en concentraciones y composiciones
celulares de pacientes mayores sean desfavorables (donde la concentracién
de células madre circulantes puede estar disminuida) y puedan afectar los

resultados del tratamiento.'?

Recientemente los concentrados plaquetarios han mostrado un gran aporte
al proceso regenerativo por incrementar la concentraciéon de FC y aumentar
la proliferacién celular cuando se comparan con .el coagulo sanguineo.'®

Las matrices autdlogas han cobrado popularidad en los protocolos
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recientemente implementados, su alta biocompatibilidad y bajo costo puede

S1M7.118) E| plasma rico en

que sean caracteristicas que juegan a favor.
plaquetas (PRP) es considerado un concentrado plaquetario de primera
generacion rico en factores de crecimiento, forma un gel el cual da la
estructura tridimensional al andamio. La concentracion plaquetaria en PRP
excede 1 millén/ml; 5 veces mas que el contaje normal plaquetario. Si hay
mayor numero de plaquetas, habra mayor cantidad de factores de
crecimiento liberados por este linaje celular que ayudara a la proliferacion de
células madre y asi inducir reparacidon y regeneracion de tejidos. Los FC
aislados en este concentrado son PDGF, TGF-B, IGF, VEGF, Factor de
crecimiento epidermoide (EGF) y Factor de crecimiento epitelial (ECGF),
liberados por degranulacion plaquetaria que a su vez estimulan la reparacién
de hueso vy tejido blando.?""8-122 | 3 desventaja de este procedimiento es la
necesidad de equipos especiales (centrifuga) que incrementan el costo del
tratamiento. Otro problema técnico del PRP es el control de la liberacién de
los FC, que sugiere ser rapido, perdiendo la sustentabilidad en el tiempo.
Para mejorar este inconveniente se ha sugerido que el PRP puede
mezclarse con colageno, hidrogel u otros andamios sintéticos para solidificar

la estructura y modelar la velocidad de degradacién.®"'212°

Hoy dia se utiliza frecuentemente Fibrina rica en plaquetas (PRF) también
conocido como PRF de Choukroun en atributo a su descubrimiento.’® A

diferencia del PRP, el procedimiento del PRF es mas sencillo, tomando la
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muestra de sangre, colocandola en tubos de ensayo, y sin necesidad de
anticoagulantes y sustancias activadoras, se obtiene la matriz luego de un
centrifugado inmediato. La centrifuga se utiliza por 10min a 3000 rpom o por
12min a 2700rpm, protocolo establecido bajo los parametros de Choukroun.
El clinico observara tres (3) capas después del centrifugado; 1/3 superior
Plasma acelular pobre en plaquetas, 1/3 medio Coagulo de PRF (color
amarillento), 1/3 inferior células sanguineas (color rojo). Las propiedades
biolégicas del PRF sugiere calificarlo como un concentrado inmune con una
composicién especifica y arquitectura en 3D, los FC obtenidos son PDGF,
TGF-B1 y IGF."®"?"Importante destacar que la Fibrina es la guia natural para
el proceso de angiogénesis, ademas constituye un apoyo natural a la

inmunidad.'?6:128

Aunque los estudios no muestras diferencias significativas entre los
resultados observados con el uso de coagulo sanguineo, PRP y PRF como
andamios en RE, no se debe descartar que un coagulo sanguineo contiene
95% de células rojas, 5% de plaquetas, <1% de células blancas y numerosas
bandas de fibrina, en contraste el PRP, puede contener 4% de células rojas,
95% de plaquetas y 1% de células blancas. Actualmente, la fibrina rica en
plaquetas (PRF) ha mostrado no solo poseer cifras mayores al PRP, ademas
estd asociada con una liberacién lenta e incremental de niveles de
citoquinas, con un gran potencial de favorecer el proceso regenerativo en

unidades dentarias permanentes inmaduras con diagnostico de necrosis
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pulpar.'

El uso de cementos a base de silicato de calcio como el MTA, para utilizarlo
en funciéon de barrera coronal para sellar el conducto es el material de
eleccion en procedimientos regenerativos.®’ Sin embargo, estudios resaltan
que el uso de MTA sobre el coagulo sanguineo, PRF, PRP u otros andamios
han mostrado calcificacion intraconducto.®"*® Incluso reportes de caso han
demostrado la formacién de puentes de tejido duro debajo del MTA™®, y
calcificacion dispersa en el conducto cuando alguna porcién de MTA alcanza
la longitud del canal radicular."®®'®" Por tanto se deberia enfatizar el uso de
una barrera de colageno para controlar de una manera mas segura la

colocacién del MTA u otras barreras bioceramicas en RE.'®
Importancia de la Angiogénesis en RE

Adicionalmente la migracién celular debe estar acompafada de la induccion
del proceso de angiogénesis para proveer oxigeno y nutrientes y asi
mantener el metabolismo y supervivencia celular. Los términos
vasculogénesis y angiogénesis deben diferenciarse; siendo el primero la
formacion de un plexo vascular primario a partir de una célula precursora en
el embrién, en cambio la angiogénesis es la formaciéon de un nuevo vaso
sanguineo a partir de capilares pre existentes. Este proceso es el
responsable de crear la mayoria de los vasos sanguineos durante procesos
fisiologico y en condiciones patoldgicas. Para dar inicio a un proceso

angiogénico debe haber insuficiencia de oxigeno y nutricion, condiciones que
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estimularan numerosas moléculas como citoquinas, factores de crecimiento
pro angiogénicos e inhibitorios, moléculas de adhesion e incluso

componentes de la matriz extracelular.'%

La formacion de un vaso sanguineo comprende numerosas etapas,
comenzando por la diferenciacion de una célula madre en angioblastos que
cooperaran en el ensamblaje de un cordon vascular primario. Este cordon
también conocido como corddn mixto alberga futuras células endoteliales de
arterias y venas concluyendo con un remodelado de vasos arteriales y

venosos respectivamente.

Esta establecido que el éxito de la ingenieria tisular depende del transporte
de oxigeno y nutrientes que lleguen a las células madre, independientemente
sin son trasplantadas (estrategia basada en células/ cell-based), o si han
migrado a la superficie dentinaria desde la papila apical (estrategia libre de
células- cell free/cell-homing). La actividad de las células de la pulpa dental
humana ha sido estudiada para confirmar su capacidad secretora de factores
proangiogénicos. Las células madre de la pulpa dental son capaces de
inducir angiogénesis a través de su funcion paracrina; expresando una
amplia cantidad de factores angiogénicos, como el factor de crecimiento de
endotelio vascular (VEGF), factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF-2),
factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor transformante
beta (TGF-B); y por la estimulacion en la migracién de células endoteliales™*-

“2 En el diagrama que se muestra a continuaciéon se observa como el
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suministro sanguineo es necesario para la regeneracion de tejidos, por tanto

se podria hablar de tétrada de la Ingenieria Tisular.

Scaffolds
(Natural, Synthetic)
Vascular and
mechnical
environments

:> Periodontal
regeneration

Blood supply

Cells Signals

(Osteoblasts, Cementoblasts,  (Growth factors, Morphogens)
Fibroblasts)

Figure 1: The tissue engineering triad
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Se ha demostrado que las células madre de la pulpa dental (DPSC), los
fibroblastos y las células madre de la papila apical (SCAP) responden con la
expresion de VEGF ante microambientes desfavorable como la hipoxia. La
respuesta pro angiogénica es necesaria para iniciar y estabilizar un correcto
proceso de regeneracion. Estas afirmaciones resaltan la adaptabilidad de las
células mesenquimales ante condiciones de estrés, lo que destaca su

importancia en el manejo regenerativo de tejido isquémicos o necréticos. ™+

148

Consideraciones sobre la Infeccién en Endodoncia Regenerativa.

Todo procedimiento regenerativo esta basado en procesos bioldgicos y
fisiologicos complejos, siguiendo los lineamientos de la Asociacion

Americana de Endodoncia (AAE) 2011 sobre la RE, se han implementado
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diferentes protocolos clinicos demostrando que la terapia regenerativa es tan
favorable como el tratamiento endoddntico convencional. Sin embargo,
interrogantes sobre la respuesta inmunolégica del paciente frente a
procedimientos regenerativos en un contexto microbioldgico, continian sin
una respuesta concisa. Por ejemplo, que importancia tendra la presencia de
microorganismos en el conducto radicular después de la desinfeccion y como
afectara los resultados del procedimiento. Resaltar el valor de crear un
microambiente con ausencia de infeccidn que conduzca a la formacion de un

nuevo complejo pulpo dentinario es esencial en la IT.%™°

La infeccién previa al procedimiento regenerativo, la importancia de la
estructura y composicion dentinaria para la migracién y diferenciacion de CS,
las limitaciones de los desinfectantes implementados en la terapia, y las
nuevas técnicas de desinfeccion disefiadas para erradicar los MO y biofilms
en infecciones cronicas, deben ser la base del protocolo que decida aplicar el

clinico.® 149150

Independientemente del proceso, sea reparacion o regeneracion de tejido,
ambos ocurren en microambientes estériles o altamente desinfectados,
donde la respuesta inmune del huésped no promueva tejido pro inflamatorio
con caracter destructivo, por el contrario que estimule formacion de tejido
sano con el objetivo de reemplazar tejido inflamatorio. Se sugiere que la
naturaleza del tejido formado dependera de multiples parametros locales del

ambiente donde se origina; como la dinamica que ocurra en las células
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cercanas, la estructura del tejido remanente (dentina) y el grado de

cronicidad de la infeccién.® %153

El grado de cronicidad de la infeccién afecta directamente el proceso de
reparacion y/o regeneracion, por el dafio que ocasiona en las estructuras
esenciales del huésped y en las células residentes de los tejidos periapicales
y de la papila apical de dientes permanentes inmaduros. Infecciones de larga
data con lesiones periapicales extensas puede eliminar la poblacion celular
periapical como las SCAP.® En consecuencia el primer objetivo clinico en la
RE debe ser la desinfeccion del conducto radicular. A parte de las SCAP,
otras poblaciones celulares como osteoblastos, cementoblastos vy
fibroblastos; capaces de formar tejido residente maduro; estan presentes en
el ligamento periodontal y hueso alveolar y sugieren tener mayor resistencia
a los efectos de una infeccion establecida. Lo ideal seria evitar la migracién
de estas células residentes maduras de origen periodontal y estimular el
reclutamiento de células madre para la formacion del complejo pulpo
dentinario.>'**"%%Ademas, la alteracion de la estructura dentinaria debido a la
infeccion cronica, desfavorece la adhesion celular y diferenciacion. La
microestructura prominente afectada son los tubulos dentinarios, que pueden
ser invadidos por MO, o bloqueados por tejido mineralizado (dentina

reparativa/secundaria) durante la infeccion crénica.*®1%"1%8

En consecuencia la evidencia cientifica demuestra que la presencia de

infeccidn en unidades dentarias inmaduras puede afectar las caracteristicas
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del tejido formado en el conducto radicular. Las observaciones histologicas
previas en UD humanas infectadas con diagndstico de necrosis y absceso
apical crénico sefialan que el tejido formado dentro del conducto esta
compuesto por tejido parecido a ligamento periodontal, tejido conectivo
fibroso y tejido mineralizado integrado a la estructura dentinaria semejante a
hueso y cemento.”®'® En contraste, la regeneraciéon del complejo dentino
pulpar con células parecidas a odontoblastos ha sido reportada en dientes
humanos inmaduros con pulpitis irreversible sin lesién apical, donde el

abordaje clinico fue una revascularizacion.®’
Microambiente para la Regeneracién del Complejo Pulpo Dentinario.

La interaccion entre las células y las superficies biolégicas donde se
desenvuelven, puede revelar el valor de la microestructura dentinaria para la
regeneracion del complejo dentino pulpar. Esta interaccion puede determinar

162188 'hor ende el entorno donde las

la migracién, alineacion y muerte celular
células migran en el espacio del conducto radicular es critico para el proceso
de RE. Citado con anterioridad, la microestructura dentinaria afectada por
una infeccion de larga data, puede ser acondicionada para permitir la
adherencia y diferenciacién celular con agentes quimicos. Conjuntamente la
dentina correctamente tratada sera capaz de liberar factores de crecimiento

endogenos, que pueden controlar diferentes funciones celulares cooperando

al éxito del tratamiento.”’
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Las células migran para contribuir al desarrollo de tejidos, homeostasis o
para alcanzar funciones especializadas. Esta migracién dirigida es esencial
para procesos biolégicos como la morfogénesis, reparacion y respuesta
inmune."® Las células son capaces de percibir la topografia o geometria de la
superficie a la cual han migrado, y ajustar su alineacion y potencial de
diferenciacion. Por lo tanto, se podria inferir que los tubulos dentinarios;
como microestructuras geométricas, puedan ofrecer un campo ideal para la
adhesién y diferenciacion de las células reclutadas, siendo un factor
significativo para determinar la regeneracion del complejo pulpo dentinario y
sus avances en los resultados histologicos. Como ha sido documentado en el
campo de la mecanica de la ingenieria tisular, la geometria de las superficies
bioldgicas puede determinar un componente significativo en RE.'®*"'®* Esto
resalta la importancia de enfocar los abordajes clinicos en RE solo con
agentes quimicos, evitando el desgaste mecanico en las paredes dentinarias
con instrumentos endodonticos, buscando preservar la geometria original de
la superficie. En ausencia de un ambiente que direccione la migracién

celular, estas células realizaran movimientos aleatorios.'®*

La geometria de la superficie dentinaria favorece el alojamiento de
microorganismo, y en casos de infecciones crénicas aun con la preparacion
quimico- mecanica pueden sobrevivir y aprovechar esta anatomia para
permanecer dentro de los ttbulos dentinarios.’”"*® La persistencia de biofilm

en la superficie de la dentina no permite una adecuada adhesion celular,
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ademas el ambiente que enfrentaria la célula madre consiste en la respuesta
de defensa del sistema inmune del huésped que busca erradicar el
componente bacteriano.®'®"'%®Este  proceso inflamatorio establecido,
interfiere con la proliferacion y diferenciacién de la CS. En caso, de verse
afectada la accién de estas células madre mesenquimales, puede permitir
que otras células residentes reparen con mayor rapidez la lesién con tejido
de origen periodontal (ligamento periodontal, cemento y hueso), de la misma
manera, esto solo ocurrira una vez que el componente bacteriano ha sido

removido y la inflamacion decline.’
Dentina como Campo parala Endodoncia Regenerativa.

Para entender los procesos que ocurren en los tratamientos regenerativos,
es necesario conocer los aspectos mas importantes de la estructura en la
cual realizamos el abordaje clinico. La dentina es el componente estructural
mas voluminoso del diente humano, encargado de proteger al tejido pulpar
de microorganismos y de estimulos nocivos. Ademas ofrece soporte esencial
al esmalte e indiscutiblemente participa en las reacciones defensivas del
complejo dentino pulpar. El grosor de la dentina, desde la pulpa hasta la
unién esmalte-dentina (Dentin Enamel Junction DEJ) depende del tipo de
diente, generalmente ocupa un rango de 2-3mm. El grosor tiende a aumentar
con la edad debido a la aposicién fisiologica que continua en este tejido

durante toda la vida.'®®
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Embriologicamente el diente deriva de dos tipos de tejido embrionario basico;
el ectodermo que origina el esmalte, y el ectomesénquima que da origen a la
dentina, la pulpa y los tejidos periodontales. El inicio de la formacién del
diente ocurre durante la sexta semana de vida embrionaria y se caracteriza
por el engrosamiento localizado del ectodermo bucal, este crecimiento
epitelial ocasiona la formacion de la lamina dentaria. El desarrollo dental se
divide en tres etapas secuenciales, denominadas de acuerdo con la
morfologia del germen dentario; 1. Estadio de brote, boton o yema, 2.

Estadio de capuchon o casquete, 3. Estadio de campana.'”®

En la etapa inicial, el germen dental asume la forma de un "botén", como
consecuencia de la proliferacion del epitelio de la lamina dental del
ectomesénquima. La proliferacion epitelial continua, origina el 6rgano del
esmalte y forma una concavidad semejante a una "capucha". El germen
dental aumenta y la invaginacion se vuelve mas profunda, produciendo una
forma similar a una "campana", caracteristica de esta etapa. El tejido
localizado dentro de la invaginacion es conocido como papila dental y sera
responsable de originar la dentina y la pulpa. Durante la etapa de campana,
las células de la capa interna del 6rgano del esmalte se diferencian en
ameloblastos. Seguidamente, las células de la capa externa de la papila
dental se diferencian en odontoblastos por medio de un proceso iniciado y
modulado por factores de crecimiento y moléculas senalizadoras, que son

liberadas por células del epitelio interno de esmalte.'®® '
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En consecuencia, los eventos anteriores responden a la interaccion epitelio-
mesénquima conduciendo a la diferenciacion de odontoblastos vy
ameloblastos, responsables de la secrecion de dentina y esmalte
respectivamente. Los factores de crecimiento (FC) son las moléculas de
senalizacion celular difusibles que pasan entre los compartimentos epiteliales
y mesenquimatoso del germen dental y son responsables de estas

interacciones.”"

Durante el estadio de campana las células periféricas de la papila dental se
diferencian en odontoblastos por efecto de las moléculas de sefalizacién
provenientes del epitelio dental interno, los FC; en especial la familia del
Factor Transformante-p (TGF-B) son los mediadores de senalizacion mas
importantes para que ocurra esta diferenciacion.””'"* La secrecién de estos
FC por el epitelio dental interno proporciona el control de los procesos que
ocurren en el germen dental. Sin embargo, en un diente permanente, debe
ocurrir un proceso similar que permita la diferenciacion de una nueva
generacion de células parecidas a odontoblastos para la formacion de
dentina. Frente a la ausencia de epitelio dental en situaciones de reparacion
y/o regeneracion, ha sido necesario encontrar alternativas que conduzcan a
un proceso de sefializacién. Se ha logrado aislar los componentes de la
matriz dentinaria a través de la desmineralizacion de la misma, descubriendo
que estos son capaces de inducir dentinogenesis.'”® Esto implica que la

matriz dentinaria tiene componentes bioactivos y no es tan inerte como se
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presumia en afios anteriores. Las proteinas colagenas y no-colagenas de la
dentina se han estudiado, sin embargo, el énfasis se ha realizado
cuantitativamente, resaltando los elementos que mas se consiguen en esta
matriz. Ahora ha sido posible identificar los FC incluidos en la matriz
dentinaria; aunque no superan en cantidad a otras moléculas, tienen un
potente efecto bioldgico. La capacidad de mantener su actividad biologica
estando sepultados en la matriz dentinaria dependera de la interaccién que
tengan con otros elementos de la misma.**'"'7® Esta interaccion sugiere ser
bastante precisa, ya que en el diente humano, los odontoblastos son
capaces de secretar 3 Isoformas de TGF (TGF-1, 2,3), pero solo el TGF-1
queda secuestrado en la matriz dentinaria.””” La interaccién con otros
componentes de la matriz puede ser importante para proteger la actividad
biolégica de los FC, ya que su vida media es de pocos minutos cuando
existen en su estado libre en suero.'® Es de suma importancia reconocer
que las células al estar expuestas frente a gran cantidad de FC en un
ambiente que puede cambiar por condiciones pulpares o condiciones
externas del medio bucal, conducen a respuestas celulares complejas y poco
predecibles. La respuesta celular no estd condicionada a la actividad
individual que genera un FC especifico, el comportamiento bajo condiciones
extremas; como presencia de bacterias, inflamacion pulpar, necrosis y
exposiciones pulpares, puede modificar la liberacion del FC y contribuir a
efectos impredecibles durante la reparacion y/o regeneracion.'’"'"®18 En

consecuencia, no puede sorprendernos que el abordaje clinico del complejo
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pulpo-dentinario no sea siempre tan predecible como se desea, incluso en

condiciones ideales."”’

La microestructura de la dentina esta dominada por sus tubulos,
responsables de alojar el proceso odontoblasticos. Un tejido altamente
mineralizado rodea el lumen de cada tubulo, conocido como dentina
peritubular, compuesta principalmente por cristales de apatita y una pequena
porcion de proteinas organicas. Ademas el espacio entre cada tubulo es
ocupado por la dentina intertubular con gran cantidad de fibras colagenas

reforzado con apatita.'®®""

Los tubulos dentinarios se extienden por todo el espesor de la dentina y
presentan conformacién conica, con el diametro mayor hacia la pulpa (2,5-4
micrémetros) y el diametro menor hacia la periferia, cerca del esmalte o
cemento (0,1-0,9 micrémetros). La densidad tubular también es mayor cerca
de la pulpa con un promedio de 65.000 tubulos por mm2, cuando se compara
con 15.000 tubulos por mm2 cerca de la unidon amelodentinaria. Los tubulos
asociados con pulpa vital contienen fluido dentinario, procesos
odontoblasticos, terminaciones nerviosas (detectadas hasta 100 micrémetros
de profundidad), colageno tipo |, proteoglicanos y otras proteinas. Como
consecuencia de la presencia del contenido tubular, el diametro funcional o
fisiolégico de los tubulos dentinarios corresponde apenas del 5% al 10% del

didmetro anatémico observado por medio de microscopia.'®""
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La mineralizacion de la dentina es un proceso complejo regulado por la
matriz colagena que en su mayoria contiene fibras colagenas tipo I, proteinas
no colagenas (NCPs) y minerales. La Sialofosfoproteina dentinaria (DSPP)
forma parte de las NCPs aisladas en la matriz, a partir de su division
proteolitica da origen a la Fosfoproteina dentinaria (DPP) y a la Sialoproteina

dentinaria (DSP) importantes para la mineralizacion de la dentina.'®'"%

Luego de la maduracion de los odontoblastos, estos son capaces de
secretar una matriz extracelular (ECM), que primeramente no esta
mineralizada, llamada predentina. La ECM en razén de horas se transforma
en dentina luego de la mineralizacién de fibras colagenas, adicionalmente la
secrecion de predentina se continua, repitiendo el proceso. La
transformacion de predentina en dentina envuelve numerosos cambios en la
ECM vy la deposicién de cristales de hidroxiapatita alrededor de las fibras
colagenas, ademas, las proteinas de la matriz, proteoglicanos y lipidos
juegan un papel importante en el proceso.'®®"'®®La mineralizacion durante la
dentinogenesis aparenta ser un evento controlado, resultando en Ia
formacion de cristales formados inicialmente en regiones ausentes (GAP
REGIONS) de fibras colagenas. La mineralizacion no utiliza las fibras
colagenos como unica fuente de sustrato, intervienen proteinas no colagenas
de la matriz dentinaria. Incluso, inicialmente la mineralizacion comienza con
la adhesién entre las proteinas fosforiladas de la ECM y los iones de calcio y

fosfato, esta union toma lugar en los espacios libres de fibras colagenas,
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dando origen a la conformaciéon de una proteina tridimensional que conduce
posteriormente a formar el cristal de hidroxiapatita. Es un proceso complejo,
el cual se consiguié entender gracias a numerosas investigaciones donde se
logré aislar y caracterizar las proteinas de la matriz dentinaria. La base de
estas investigaciones ha permitido hoy en dia la posibilidad de identificar el
tejido formado en RE, ya que su presencia en el cuerpo humano es exclusiva
del tejido dentinario. Estas dos proteinas se conocen como Fosfoproteina
Dentinaria (DPP) y Sialoproteina Dentinaria (DSP)."®*"®" El colageno es el
primer componente organico mas abundante en la dentina y la DPP es el
segundo. Es una proteina rica en acido aspartico y fosfoserina, y se encarga
de unir grandes cantidades de calcio; su estructura tiene un significado
importante en el inicio de la mineralizacion. La DDP parece ser secretada en
el frente de mineralizacion donde se une a las fibras colagenas, resultando
una estructura tridimensional de grupos fosfatos y carboxilos capaces de
iniciar la formacion del cristal de apatita. Estos cristales comienzan a crecer
por la union de mas DPP y otras proteinas fosforiladas ayudando a

determinar su forma y tamafio.®* '

La DSP; glicoproteina rica en acido aspartico, serina, acido glutamico y
glicina, es secretada por odontoblastos y pre-ameloblastos lo que indica que
interviene en procesos celulares durante el desarrollo del diente. Ademas se
ha demostrado su efecto regulador en la formacion y crecimiento de cristales

de apatita en estudios in vitro. En bajas concentraciones de DSP promueve
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la formacién de nuevos cristales de apatita, por el contrario en altas
concentraciones tiene un efecto inhibitorio lo que sugiere su participacion

como elemento regulador de la mineralizacion.®>'®

A través de la inmunohistoquimica con anticuerpos de DSP es capaz de
revelar la diferenciacion de células en fenotipos parecido a odontoblastos.
La capacidad de sintetizar la matriz de colagena tipo | por parte de célula
parecida a odontoblastos junto con la presencia de proteinas no colagenas
coordinaran y controlaran las interacciones necesarias para la formacién de

cristales de hidroxiapatita.'®’

La dentina como estructura, es compleja, y ademas responde a los efectos
nocivos que pueda sufrir con un mecanismo de defensa. Como respuesta a
una irritacién externa (abrasién, corrosion, trauma, preparaciones cavitarias
y/o caries) se forma dentina terciaria para incrementar el grosor del tejido
mineralizado, que actuara como barrera entre la microbiota bucal y el tejido
pulpar. Se presentan dos formas de dentina terciaria; la dentina reactiva
(producida por odontoblastos primarios) y la dentina reparativa/esclerética,
producida por nuevos odontoblastos, donde el fosfato de calcio que se
disuelve del cristal de apatita se difunde a la profundidad del tubulo
dentinario y se precipita. Es importante reconocer el potencial reparativo y
defensivo de la dentina, incluso en ambientes sépticos, parece ser un tejido
dindmico con capacidad de reaccionar y proteger al complejo dentino-

pulpar.'®?
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Soluciones Irrigadoras en Endodoncia Regenerativa.

Hipoclorito de Sodio (NaOCI)

El hipoclorito de sodio fue producido por primera vez en 1789, en Javelle,
Francia, incluyendo gas de cloro en una solucion de carbonato de sodio. El
liquido resultante conocido como “Agua de Javelle” era una solucién débil de
hipoclorito de sodio. Sin embargo, este proceso no era muy eficiente y
surgieron métodos alternativos para alcanzar niveles bajos de cloro
disponible. Es asi como nacen las soluciones de hipoclorito de sodio para ser
utilizadas como antiséptico hospitalario bajo el nombre de Solucion de Dakin;
hipoclorito al 0.5%, implementado como irrigante de heridas durante la

primera guerra Mundial.'®

Cuando el hipoclorito contacta con proteinas tisulares, se forma nitrégeno,
formaldehido y acetaldehido. Las uniones peptidicas se rompen para disolver
las proteinas. Durante este proceso, el hidrogeno en el grupo amino (-NH-)
es reemplazado por cloro (-NCI-) formando cloraminas, las cuales juegan un
papel importante en la efectividad microbiana. Estrela et al. reportaron que el
NaOCI actua como solvente organico, degradando &acidos grasos vy
transformandolos en sales de acidos grasos (jabén) y glicerol (alcohol),
reduciendo la tension superficial de la solucion remanente (reaccién de

saponificacién).#*1%4
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El NaOCI neutraliza aminoacidos formando agua y sales (reaccién de
neutralizacion). Con la salida de los iones hidroxilos hay una reduccion del
pH. Cuando el cloro se disuelve en agua y estad en contacto con materia
organica, forma &acido hipocloroso (HCIO); un &cido débil con potencial
oxidante. Este acido actua como solvente, liberando cloro que combinado
con el grupo amino forma las cloraminas (reaccion de cloraminacién); que
interfieren en el metabolismo celular. La molécula de cloro como potente
oxidante, presenta accion antimicrobiana por inhibicion de las enzimas
bacterianas, a través de una oxidacion irreversible de los grupos sufridillos

(SH) presentes en estas enzimas.'®

El hipoclorito de sodio es una base fuerte con pH > 11, su efecto
antimicrobiano basado en su alto pH consiste en interferir en la integridad de
la membrana citoplasmatica de la bacteria con una inhibicion enzimatica
irreversible, ademas causa alteraciones en el metabolismo celular y

degradacion fosfolipidica.'®

El NaOCI es el irrigante de eleccion a nivel endodoéntico por su capacidad de
disolver materia organica y amplio espectro antimicrobiano, utilizado en
concentraciones que varian desde el 0,5% a 6%.'?® Existe controversia sobre
el uso de las diferentes concentraciones durante el tratamiento. Algunos
estudios demuestra que el NaOCI en altas concentraciones es mas efectivo
contra Enterococcus feacalis y Candida albicans.'® En contraste, estudios

clinicos han afirmado que concentraciones altas y bajas de NaOCI tiene un
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efecto similar en la reduccion de bacterias del conducto radicular. Sin
embargo, el NaOCI sigue siendo el irrigante “gold standard” en términos de
eficacia antimicrobiana con diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con otros irrigantes, sin tener unanimidad en la concentracién

ideal que debe ser usada durante la terapia endodontica convencional.'®’

Hipoclorito de Sodio en RE

El desarrollo de una necrosis pulpar por consecuencia de trauma o caries,
pone en riesgo al diente inmaduro, comprometiendo la longitud radicular, el
grosor de las paredes dentinarias y la maduracion del apice. El diente se
considera estructuralmente débil, en término de soportar cargas
masticatorias normales, siendo susceptible a la fractura cervical de la raiz. La
primera consideracion clinica de la RE es la desinfeccion del sistema de

198-201

conducto radicular. La irrigacion con NaOCI siempre ha sido parte del

protocolo de desinfeccién en RE tanto en estudios animales 13! 202203

, COMO
en reporte de casos clinicos.''%14204205 Goncentraciones de NaOCI al
1.25%'°, 2.5%%%°, 525% 20420533 y %2927  han mostrado resultados

clinicos satisfactorios.?%?

Entre diferentes materiales alcalinos, el NaOCI ha sido incluido en el 97% de
los protocolos clinicos en endodoncia regenerativa.’®'®® La AAE sugiere
utilizar NaOCI para la desinfeccion, con una técnica que minimice la

posibilidad de extrusion del irrigante al espacio periapical; propone el uso de
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una aguja con terminal cerrado con ventana lateral y apunta al uso del
EndoVac. Alude el uso de NaOCI en un volumen de 20ml por conducto en
concentracion de 1.5%.2°' Se recomiendan bajas concentraciones de NaOCI
ya que se ha demostrado en estudios in vitro, que concentraciones de 6%
disminuyen significativamente la supervivencia de las SCAP.'% 208209
Concentraciones de 1.5% de NaOCI tienen minimo efecto destructivo sobre
estas células.?®® Sin embargo, las concentraciones sugeridas varian entre el
rango de 0.5% y 5.25%. La citotoxicidad del NaOCI es proporcional a su
concentracion, por tanto la concentracion de 2.5% parece ser segura en

cuanto a eficiencia y baja toxicidad.?™

Se ha dedicado un esfuerzo significativo para dilucidar como alcanzar una
maxima desinfecciéon con el minimo efecto perjudicial posible en el potencial
regenerativo de las células madre.?’ La IT en endodoncia debe tener la
premisa que un protocolo de desinfeccion exitoso, compatibles con las
células presentes, es un pre requisito para la regeneracion. Incluso se
sugiere agregar a la triada descrita por Langer y Vacanti (células madre,
factores de crecimiento y andamios), un elemento adicional, la desinfeccion
del conducto radicular.?"?No menos importante, existe evidencia significativa
que los irrigantes utilizados pueden alterar la viabilidad y potencial de
diferenciacion de las células madre, modificar la biodisponibilidad de factores

de crecimiento, y variar las propiedades de los andamios utilizados en RE.""

22,211,213
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La evidencia demuestra que la papila apical y su poblacion de células madre
residentes son capaces de sobrevivir en presencia de infeccion vy
periodontitis apical avanzada.”®® La papila apical parece tener
caracteristicas que le permiten no solo sobrevivir a infecciones, ademas
reacciona a esta amenaza de manera favorable para la reparacion y/o
regeneracion; este aumento de actividad celular causado por hipoxia,
incrementa la capacidad de proliferacién y diferenciacion de las SCAP. La
razon se puede explicar por la baja vascularizacién de la papila apical; menor
cantidad y densidad de vasos sanguineos en comparaciéon con la pulpa
dental vecina. Por el contrario, el tejido dental mas vascularizado y en intimo
contacto con la papila apical es el foliculo dental, por tanto, la papila dental
posee pocas demandas metabodlicas en estado inactivo, y adquiere sus
nutrientes e intercambio gaseoso primeramente por difusion del tejido
vecino.’®#'? Probablemente lo anterior, sugiera un indicio de la presencia de
la papila apical y su poblacion celular a pesar de una necrosis pulpar total del
conducto.>® 8 212214 gin embargo, no se debe confundir la capacidad de
supervivencia de la papila apical frente a necrosis pulpar, con el potencial de
diferenciacion de las SCAP en presencia de biofilm y antigenos durante
procedimientos regenerativos. El ambiente donde se espera el potencial de

actividad celular maxima, debe estar libre de infeccion.?'?

Estudios sobre el comportamiento de las SCAP en microambientes

contaminados, muestran que la dentina libre de infeccién permite una
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adecuada proliferacion y diferenciacion de este linaje con expresion de
marcadores celulares positivos para células parecidas a odontoblastos. Por
el contrario, en presencia de infeccidén, las SCAP mostraron marcadores
celulares de células parecidas a osteoblastos.?'® 2'° Unidades dentarias con
ausencia de biofilm bacteriano muestran mineralizacion en las paredes
dentinarias consistente con osteodentina que se evidencia en radiografias
con engrosamiento de las paredes del conducto.?'* 2'%2'® Sin embargo, poco
engrosamiento de las paredes dentinarias se ha observado tanto radiografica
como histolégicamente en dientes con presencia de biofilm persistente
incluso en usencia de lesion apical. La ausencia de inflamacién apical con
presencia de biofilm persistente sugiere ser un cumulo de antigenos que
pueden influenciar el microambiente dentinario. En conjunto, los estudios
anteriores apoyan que el biofilm resistente y/o antigenos remanentes en
conductos pobremente desinfectados tienen un efecto regulatorio en el
potencial de diferenciacion de las células madre. Este problema tiene
relevancia clinica, con posible respuesta a la mineralizacion
ectdpica/defectuosa de conductos radiculares y la falta de diferenciacion
odontoblastica que se ha observado en varios estudios histolégicos de

dientes con tratamientos de RE.'38 137, 199,160, 212,217, 218

La desinfeccion del conducto radicular es el primer paso que se debe
abordar para alcanzar el objetivo de promover el desarrollo radicular normal

en un diente permanente inmaduro con diagndstico de necrosis pulpar, para
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luego permitir el ingreso de las células madre a un ambiente aséptico que
promueva su correcta actividad celular. La supervivencia de las SCAP
durante la desinfeccidn es esencial para el proceso regenerativo. La eleccién
del irrigante ideal para este procedimiento debe tener como prioridad
conservar la funcion de estas células permitiendo que la regeneracion se

alcance con éxito.?'%?%°

El hipoclorito de sodio ha probado ser un irrigante efectivo por su habilidad
de eliminar el biofilm bacteriano y disolver tejido necrético. No obstante, una
desventaja del NaOCI es la toxicidad que puede afectar las células PDL y
SCAPs, y la morbilidad asociada a la extrusién del mismo mas alla de los

confines de la unidad dentaria.?'®%*’

Multiples estudios in vitro se han
enfocado en determinar el efecto de diferentes concentraciones de NaOCI
sobre las SCAP; comprobando que altas concentraciones (5.25% y 6%) son
efectivas en cuanto a su actividad bacteriostatica, bactericida y disolucion de
tejido infectado, no obstante son citotéxicos para poblaciones celulares como
fibroblastos, PDL, SHEDs y SCAPs. Ademas la irrigacion con NaOCI al 6%
tiene un efecto negativo en la supervivencia y diferenciacion de células
madre, conjuntamente reduce la adhesion celular a las paredes dentinarias
cuando contactan con la dentina tratada con esta concentracion.®** Se ha
sugerido el condicionamiento dentinario con NaOCI al 1.5% favoreciendo la
supervivencia y diferenciacion de las SCAP en procedimientos regenerativos

35.201.209.222 ' con un volumen de 20ml en un tiempo comprendido de 5min por
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cada conducto tratado, acompafado de un sistema de irrigacibn que
minimice la posibilidad de extrusion al espacio periapical para lograr una

desinfeccion quimica eficiente. 201223224

La técnica para liberar el irrigante del conducto también juega un rol
importante en la desinfeccion, para alcanzar una mejor distribucion,
evacuacion de detritus y biofilm microbiano. Algunas técnicas sofisticadas
como el EndoVac (técnica de presion apical negativa) se conocen por lograr
una desinfeccion superior y ser seguras durante el tratamiento. Sin embargo,
estudios que comparan la efectividad antimicrobiana después del uso del
EndoVac versus irrigacion convencional (presién positiva con aguja) no
muestran diferencias significativas en la reduccién de bacterias entre ambos
métodos. En contraste, la evaluacion del tejido formado después del
procedimiento regenerativo, muestra que la irrigacion con EndoVac
promueve mejor formacion de tejido conectivo, vasos sanguineos con
evidencia de menor cantidad de células inflamatorias en comparacion con la

irrigacién convencional.?2%%2°

La decision critica por parte del operador, sobre el uso de esta tecnologia
durante el procedimiento debe resultar del balance entre la eficacia de la
desinfeccién, la preservacion del ambiente del conducto y de los tejidos

periapicales para promover el correcto desarrollo de nuevo tejido.227
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Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)

El acido etilendiaminotetraacético (EDTA) es una solucién quelante con pH 7
que reacciona con los iones de calcio de la dentina formando quelatos de
calcio solubles. Se ha reportado que el EDTA puede lograr descalcificar la
dentina en profundidades de 20-30 micrémetros en 5min. El rol de este
quelante de calcio permite la remocion del barro dentinario (smear layer) de
las paredes del conducto y reduce la cantidad de moléculas de cloro

liberadas por el NaOCI. 2282%

En el afio 1975, se publica la primera investigacion que demuestra que el
REDTA (una marca comercial de EDTA) puede remover el componente
inorganico que no logra disolver el NaOCI durante la terapia endodontica
convencional. Tanto en tratamientos de 1 o 2 citas, este quelante se alterna
con frecuencia con el hipoclorito de sodio para alcanzar los objetivos de

desinfeccion y limpieza intraconducto. 2°"?%

Diferentes presentaciones y combinaciones de EDTA han sido formuladas
para usarlas como irrigante intraconducto. En combinacion con peroxido de
urea, conocida como RC-prep, (Premier Dental Products), se disefié para
ayudar a que los detritus adheridos a la superficie dentinaria puedan flotar
con facilidad para ser retirados del conducto. Su presentaciéon es un pasta,
que deja como remanente cera en las paredes del conducto para facilitar la

instrumentacion, sin embargo, esto compromete la habilidad de obtener un
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sello hermético.® Varios estudios han comprobado que los agentes quelantes
en presentacion de pastas, tienen mejor efecto lubricante, mas no remueven

el smear layer tan efectivamente como el EDTA liquido.?*

Recientemente la Asociacion Americana de Endodoncia (AAE) ha incluido el
uso de EDTA liquido al 17% dentro de sus consideraciones clinicas en
procedimientos regenerativos.?”' Apoyan su uso tanto en la primera como en
la segunda cita, a diferencia de su declaracién anterior **, donde el uso de
EDTA no estaba contemplado en estos procedimientos. Esto se debe
probablemente a la evolucion que ha presentado el campo de la endodoncia
regenerativa estos ultimos anos, y los nuevos hallazgos disponibles sobre la

ingenieria de los tejidos.?’

Se ha evaluado la supervivencia de células madre de la papila apical (SCAP)
bajo el efecto de diferentes irrigantes, donde se demostrd, en un estudio in
vitro que el condicionamiento dentinario con EDTA al 17% promueve la
supervivencia de las SCAP, incluso cuando se ha utilizado NaOCI en altas
concentraciones (6%). Importante que el uso de este irrigante, logra atenuar
los efectos indeseables del hipoclorito de sodio.?%®?* Asimismo, el EDTA
consigue promover la formacion de tejido parecido a la pulpa, con vasos
sanguineos y células polarizadas que se extienden hasta los tubulos
dentinarios expresando marcadores celulares para la Sialoproteina dentinaria
(DSP). Aunque el NaOCI tiene un efecto negativo en la dentina que resulta

en una disminucién en la presencia y diferenciacién de células madre, estos
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efectos pueden ser minimizados con el uso de NaOCI en concentraciones de

1,5% seguido de EDTA al 17%.%%°

Estos efectos quedan atribuidos a las propiedades unicas del EDTA sobre la
superficie dentinaria. Como se comenté con anterioridad, la dentina alberga
gran cantidad de proteinas beneficiosas para la quimiotaxis, adhesion,
supervivencia y diferenciacion celular; este grupo incluye a los factores de
crecimiento (FC), por tanto el condicionamiento dentinario es un paso critico
para los procedimientos regenerativos. Las interacciones entre célula-célula,
superficie dentinaria-célula, factor de crecimiento-célula ofrecen un ambiente
ideal para las stem-cell y el desarrollo de sus funciones, resaltando la
importancia del rol que cumple el EDTA de exponer la matriz extracelular
(para la adhesién) y promover la liberacion de las moléculas bioactivas (FC)

incluidas en la dentina.'” 18 208, 225,235,236

Como se mencion6é anteriormente, los FC son polipéptidos capaces de
estimular la proliferacién celular y actian como moléculas reguladoras para
células cultivadas in vivo, formando un componente esencial en la ingenieria
tisular.>°'Los procedimientos regenerativos en endodoncia se basan en usar
moléculas de movilizacién como los FC, agentes quimiotacticos, entre otros
elementos de senalizacion, para recibir en el conducto radicular, a las células
migrantes de los tejidos periapicales. Estas proteinas sugieren ser esenciales
para el éxito en la técnica cell-free en RE, y su fuente enddgena reside en la

matriz dentinaria.'’*%%27237-29 | 3 habilidad del EDTA de exponer estos
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componentes de la matriz dentinaria ha sido demostrada para comprobar el
aumento de la respuesta regenerativa al utilizar este irrigante, beneficiando la
migracion, proliferacién y diferenciacion celular.?*® EI EDTA libera los FC de
la matriz dentinaria que pertenecen a la familia de factores transformantes
como el TGF-B." ™ 5! Cuando se busca el crecimiento de tejido pulpar
dentro de un conducto radicular vacio, procesos como la angiogénesis
pueden necesitar FC suplementarios en orden de desarrollarse con la mayor
efectividad. En contraste, el NaOCI con su potencial citotoxico, potencial
reductor de FC y efecto negativo sobre las SCAP, conduce a indicar como

ultima solucién irrigadora en procedimientos cell-homing el EDTA al 17%.®

209, 211

Al parecer, la activacion ultrasonica del EDTA pueda incrementar la
liberacion de los componentes de la matriz dentinaria, como se ha
demostrado que sucede con la dentina radicular en estudios de naturaleza

periodontal (41242)

. Sin embargo, investigaciones dedicadas a indagar el
impacto de la irrigacién con activacion ultrasoénica en la liberacion de factores
de crecimiento, comprueban que el uso de esta técnica incrementa la

liberacion de estas moléculas bioactivas pero muestran evidencia de

erosiones y grietas en la superficie dentinaria.?*?
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Efecto del EDTA sobre el coagulo sanguineo

Como se ha citado anteriormente, en la estrategia cell-free el clinico induce
la formacioén de un coagulo sanguineo que actuara como andamio dentro del
conducto, y es preciso recalcar que dicho coagulo estara en contacto directo
con la superficie dentinaria previamente condicionada. Actualmente, se
investiga la accién que pueda tener el EDTA sobre el coagulo sanguineo. El
proceso de coagulacidén involucra cantidad de células y factores de
coagulacion. Los iones de calcio, han sido reconocidos como co-factores ya
que se requieren para la activacion de plaquetas, y de los factores de
coagulacion I, VII, IX y X.2**2* En un conducto tratado con EDTA, los iones
de calcio sufren quelacién por el EDTA remanente en las paredes dentinarias
y el resultado es la interrupcion o retardo del proceso de coagulacién. Lo
anterior expuesto, no altera la indicacion de este quelante en RE, sin
embargo, resalta la importancia de no utilizarlo como irrigante final. Varios
autores concuerdan en culminar el tratamiento con solucidn salina para evitar
que el EDTA afecte las caracteristicas morfogénicas y la formacion de fibrina

del coagulo inducido.?*®

Aun se mantiene vigente las consideraciones clinicas de la Asociacion
Americana de Endodoncia, que en acuerdo con varios investigadores,
sugieren en la primera cita; irrigacion con 20ml de NaOCI al 1,5% durante
5min, luego 20ml de EDTA 17% durante 5min previo a la medicacion

intraconducto. La segunda cita, planificada entre las 2-4 semanas siguientes;
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solo indica como irrigante el EDTA 17% 20ml por conducto durante 5min,

antes de la induccion del coagulo sanguineo.???

Analisis sistematicos de procedimientos regenerativos han concluido, que la
infeccion persistente ha sido la causa principal de fracasos en casos clinicos
de RE, considerando como fracasos todo tratamiento que requiera una
intervencidon endodontica adicional, o extraccion de la unidad dentaria luego
de culminar el tratamiento regenerativo previamente planificado.?*® En la
actualidad, el clinico debe realizar una decisidon basada en evidencia sobre el
tratamiento quimico de las células madre, andamios y factores de
crecimiento basado en los principios de desinfeccion. Esto requiere una
interpretacion de estudios clinicos previos, que deben incrementarse con
investigaciones clinicas aleatorizadas para comprender la complejidad de los

procedimientos regenerativos y asi alcanzar resultados mas predecibles.?®
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DISCUSION

Un gran numero de reportes han mostrado que los procesos regenerativos
en endodoncia son posibles y exitosos. La evidencia disponible demuestra
que la ausencia de infeccion intraconducto es necesaria para conducir a un
proceso regenerativo del conducto radicular en dientes inmaduros, sin
embargo, Nosrat et al (2012) expone una revisidbn sobre resultados
desfavorables, a nivel radiografico, en unidades dentarias inmaduras con
historia de necrosis pulpar de larga data, ademas varios reportes de caso
publicados revelan ausencia de regeneracion del tejido pulpo
dentinario.'12202215247-249 Actyalmente se ha propuesto que el éxito de la
regeneracion pulpar necesita altos niveles de desinfeccion, se argumenta,
que incluso en presencia de algun componente bacteriano residual, el
tratamiento endodontico convencional puede resultar en reparacion apical de
los tejidos, por el contrario esto no aplica en la endodoncia regenerativa.247
Por su parte, Nair et al (2014) afirma que la desinfeccion adecuada en RE
sigue siendo un desafio para el operador, adicionalmente en los dientes
inmaduros de pacientes jovenes las bacterias pueden penetrar con mayor
profundidad dentro de los tubulos dentinarios en comparacion con unidades
dentarias de pacientes mayores.?°#?1°2%0251 Desde que se ha acordado la
usencia de preparacion mecanica en RE, es imperativo discutir el rol de los
irrigantes utilizados para la desinfeccion del conducto radicular, sus

propiedades y cdmo podrian afectar el proceso regenerativo.??
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La desinfeccion ha progresado en la ultima década, en los primeros reportes
solo se resaltaba el uso del hipoclorito como irrigante en procesos de RE, en
la actualidad se considera apropiado agregar EDTA al 17% para favorecer la

proliferacion y diferenciacion de las células madre.?"

Entre todas las soluciones disponibles, el NaOCI es el irrigante utilizado por
excelencia en la desinfeccion del conducto radicular incluyendo RE 29°92%2
con caracteristicas deseables como eficacia bactericida, capacidad de
disolucién de tejido; propiedades beneficiosas para la desinfeccion de
dientes inmaduros en RE y tratamientos endoddnticos convencionales.??® En
terapias de pulpa vital, debido a la corta duracibn de su aplicacion,
concentraciones de 2,5%-6% solo tienen un efecto lesivo superficial en la
dentina no mayor a 0.5mm, sin impacto negativo en el resultado clinico del
procedimiento.®®®> En contraste, Trevino (2011) resalta que estas
concentraciones de NaOCI utilizadas en RE, parecen modificar
negativamente el microambiente del conducto radicular reduciendo la
supervivencia y adhesion celular.®>?%® Sin embargo, estos efectos negativos
son dependientes de la concentracion. Martin et al. (2012) afirma esta
dependencia evaluando diferentes concentraciones de NaOCI| (6%, 3%,
1,5%) en la supervivencia celular, demostrando que la dentina tratada con
concentraciones de 6% muestra maxima muerte celular, a diferencia de
concentracion de 1,5% donde los efectos sobre las mismas parecen ser

minimos. Este testimonio, concuerda con otros estudios similares que
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aseguran efectos negativos del NaOCI en altas concentraciones, con
actividad clastica resultando en resorcidon de la superficie dentinaria, ademas

disminuye significativamente la supervivencia de las SCAP.'0.190:198:254

En el 2010 Casagrande et al ® en su estudio in vitro evaluaron el potencial de
diferenciacion de células madre después de la irrigacion con hipoclorito de
sodio en diferentes concentraciones, han demostrado que el NaOCI al 6%
también altera el potencial de diferenciacion de células madre
mesenquimales, produciendo una abolicion total de la diferenciacién
odontoblastica.® Por otra parte NaOCl al 1,5% no logra alterar la
diferenciacion odontoblastica de la células madre, afirmaciéon que apoyan

diversos investigadores. 102225

1204 utilizaron

En contraste, serie de casos reportados por Petrino J. et a
NaOCl al 5,25% en RE, procedimientos con 1 afo de seguimiento,
manifestaron ausencia de edema, eritema, tracto sinusal, sensibilidad a la
percusion y palpacion. Al examen radiografico se evidencio reparacion de la
lesion apical, engrosamiento y alargamiento de las paredes dentinarias,
adicionalmente respuesta positiva a las pruebas de sensibilidad pulpar.En
conjunto, Shin S. et al®® utilizaron NaOCI al 6% en un procedimiento
regenerativo de un premolar inferior con diagndstico de necrosis y apice

abierto, durante el seguimiento post operatorio, a los 19 meses el paciente se

mantuvo asintomatico, la radiografia mostré reparacion apical y maduracion
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de la raiz, sin embargo, a las pruebas de vitalidad no se observo respuesta

positiva.??’

Otros elementos del NaOCI han sido evaluados en diversos estudios de RE,
el volumen sugerido por AAE de 20ml de hipoclorito por cada conducto

tratado, concuerda con la mayoria de las investigaciones publicadas en los

198,211 ,255P0r el

ultimos afos. contrario, el tiempo en que debe mantener

contacto el NaOCI con la superficie dentinaria muestra discrepancias.

|235

Autores como Didgenes et al““sugieren un tiempo de 5min en contacto con

la dentina para ejercer su completa accion, ademas de aprovechar todos sus

|114

beneficios, sin embargo Nosrat et a sugieren irrigacion pasiva durante

20min en contacto con la superficie dentinaria.

En la busqueda de mejorar la desinfeccién clinica en los procedimientos
endododnticos regenerativos, crece el interés por crear un microambiente
biolégico favorable en el sistema de conductos radiculares incluyendo
actualmente en los protocolos clinicos la irrigacion con EDTA.3°9190.201.211
Esta solucion promete contribuir a la supervivencia de las SCAP en RE,
reduciendo los efectos negativos del hipoclorito de sodio como ultimo
irrigante en contacto con la superficie dentinaria.>>?°® El condicionamiento
prolongado con NaOCI tiene un efecto toxico directo e indirecto sobre la
célula madre, el cual puede ser minimizado con el uso del EDTA,10:208 237.2%6
Por lo expuesto anteriormente el EDTA esta incluido frecuentemente en el

protocolo de irrigacion de las tltimas publicaciones >°%190202211: Treyino et al
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reportaron que el protocolo de irrigacién incluyendo EDTA al 17% promueve
la supervivencia de las SCAP, asimismo Martin et al afirmaron que la
irrigacion final con este quelante reversa los efectos negativos del NaOCI con
respecto a la diferenciacion y supervivencia de las células madre, apoyando
asi laidea de que el EDTA optimiza las condiciones ambientales para la
regeneracion de los tejidos. Sin embargo, esta solucion, ahora sugerida
dentro de las consideraciones clinicas de la AAE en RE?®', no fue incluida

en ninguna publicacién relevante antes del afio 2012323311027

Probablemente, esto se debe a los ultimos estudios que demuestran la
capacidad del EDTA de exponer los factores de crecimiento incluidos en la
dentina. Galler et al afirmaron que este quelante logra desmineralizar la
dentina y presentar factores de crecimiento como el TGF-B1, FGF-2, factor
de crecimiento derivado de plaquetas, factor de crecimiento fibroblastico, en
adicién a FC angiogénicos como el VEGF. Estas moléculas son altamente
efectivas incluso en bajas concentraciones generando una respuesta celular;
modificando la respuesta inmunoldgica, el proceso de angiogénesis,
reclutamiento, proliferacion, diferenciacion celular y mineralizacion, procesos

en los cuales se basa la regeneracién endodontica."17+190.239.258.259
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CONCLUSION

Los procedimientos regenerativos endodonticos estan basados en los
conceptos de ingenieria tisular (IT) para lograr reestablecer estructural
y funcionalmente el complejo pulpo dentinario en el conducto de
dientes permanentes inmaduros afectados por caries y/o

traumatismos.

Los procedimientos de endodoncia regenerativa son capaces de
eliminar sintomas y/o signos clinicos del paciente ademas de resolver
la periodontitis apical, sin embargo, el desarrollo radicular
(engrosamiento de las paredes del conducto/ cierre apical) no es

predecible en la totalidad de los casos.

La dentina contiene elementos bioactivos incluidos durante el proceso
de dentinogenesis a nivel embrioldgico, estos componentes, los
factores de crecimiento parecen tener un potente efecto bioldgico e
intervienen en los procedimientos regenerativos. Tras el correcto
condicionamiento de la dentina estos factores son expuestos y
favorecen la interaccidén entre las células y las superficies bioldgicas
donde se desenvuelven revelando la importancia de la microestructura

dentinaria para la regeneracion de complejo dentino pulpar.

El proceso de desinfeccidn se ha convertido en un modulador critico

de la regeneracion. Estrategias para minimizar la carga bacteriana y
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maximizar la funcién de las células madre deben ser incorporadas en

las terapias regenerativas.

La desinfeccion del conducto radicular es imprescindible para que
ocurra regeneracion de tejido, es necesario un microambiente estéril o
altamente desinfectado, donde la respuesta inmune del huésped
estimule formacion de tejido sano con el objetivo de reemplazar tejido

inflamatorio.

El Hipoclorito de sodio es el principal irrigante utilizado en RE, y
concentraciones de 1,5%, con un volumen de 20ml en un tiempo
minimo de contacto con la superficie dentinaria de 5min, parecen ser
seguras para mantener la supervivencia y potencial de diferenciacion
de las células madre, ademas de alcanzar la desinfeccion deseada en

estos procedimientos.

El EDTA al 17% sugiere ser un irrigante necesario tanto en la primera
como en la segunda cita en procedimiento de RE, con el objetivo de
eliminar el biofilm adherido a las paredes del conducto y ademas
exponer los componentes bioactivos incluidos en la dentina. Un
volumen de 20ml tanto en la primera como en la segunda cita, en un
tiempo comprendido de 5min en contacto con la dentina parece ser

suficiente para alcanzar estos objetivos.
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8. Adicionalmente a la triada establecida por la Ingenieria Tisular (células
madre, factores de crecimiento y andamio), la angiogénesis debe ser
incluida como elemento imprescindible. El desarrollo de este proceso
es vital para la diferenciacion y supervivencia de las células madre.
Este proceso también es dependiente de un ambiente altamente

desinfectado.

9. Se requiere mayor cantidad de estudios clinicos para alcanzar un

mejor entendimiento del proceso regenerativo en Endodoncia.

10.Probablemente en un futuro cercano se pueda establecer un protocolo
clinico para los procedimientos endodonticos regenerativos, basado

en los nuevos hallazgos reportados en la literatura cientifica.
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RECOMENDACIONES

Los procedimientos endodonticos regenerativos deben ser el
tratamiento de primera eleccion para el manejo de los dientes

inmaduros con pulpa necrética.

Se recomiendan bajas concentraciones de hipoclorito de sodio (1,5%)
con volumen de 20ml, en un tiempo comprendido entre 3-5min en RE,
propiedades que han demostrado no afectar la integridad de las

células madre.

Ampliar las investigaciones sobre el efecto del EDTA al 17% como

ultimo irrigante en RE por sus efectos sobre el coagulo sanguineo.

Se recomienda utilizar una solucion inerte como ultimo irrigante que

no altere las propiedades ni del coagulo sanguineo ni de la dentina

Se recomienda continuar ampliando las investigaciones en este
campo para disponer del mejor nivel de evidencia con estudios

clinicos aleatorizados.
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