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Resumen y Abstract

Resumen

Titulo en espafiol: Efecto de dos soluciones irrigadoras de quitosan sobre la
liberacién de proteinas bioactivas de la dentina radicular.

Introduccion: La regeneracion pulpo-dentinal, requiere desinfeccion y acondicionamiento
intraconducto para cumplir los objetivos terapéuticos. Los quelantes modifican la superficie y liberan
moléculas bioactivas que estimulan las celllas madre de la papila apical (SCAPs). El &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA), quelante capaz de liberar proteinas inmersas en la matriz, ejerce
un efecto residual sobre las SCAPSs, y altera negativamente la superficie al utilizarse con hipoclorito
de sodio. Quitosan (QS) en solucién o nano-particulado (QSnp), polimero natural, antimicrobiano y
quelante, induce estabilidad biolégica, ampliando las alternativas para el acondicionamiento
dentinal. Por tal motivo el objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad de dos preparaciones
de quitosan para liberar proteinas de la matriz dentinal radicular y describir los cambios en la
composicién quimica, posterior al efecto quelante. Materiales y Métodos: Estudio experimental
cuantitativo in-vitro para cuantificar sialoproteina dentinal (DSP), factor de Crecimiento
Transformante Beta (TGFR1), factor de crecimiento del Endotelio Vascular (VEFG) y el factor de
crecimiento derivado de plaquetas Isoforma BB (PDGF-BB) liberadas con agentes quelantes. 24
hemiraices (n=6) fueron distribuidas en 4 grupos durante 5 minutos en solucién tamponada con Tris
(TBS), EDTA, QSy QSnp, Posterior incubacion a 37°C durante 7 dias, se recogieron sobrenadantes
y se congelaron hasta su procesamiento. Un ensayo ELISA cuantific6 DSP. Para TGFR1, VEFG y
PDGF-BB, un panel de citoquinas fue realizado. Kruskal-Wallis con Wilcoxon identificé diferencias
entre los grupos. Espectroscopia Raman permitié el analisis no destructivo de los cambios quimicos
superficiales. Resultados: La liberacién de TGF-B1, VEGF, y DSP dentinal, fue identificable en
todos los grupos. La liberacion de TGF- $1, ocurrié con todos los quelantes y mayor la mayor
liberacién de DSP ocurrié con QSnp. PDGF-BB no super6 los limites de deteccion. Conclusion: La
utilizacion de agentes quelantes permitid la solubilizacion de TGF-B1, VEGF, y DSP inmersos en la
matriz dentinal radicular siendo QSnp quien promovié una liberacién significativa de DSP. La
espectroscopia Raman identifico la capacidad de quelacion para QS y QSnp y su interaccién con

otros componentes de la matriz.

Palabras Clave: Regeneracién, Endodoncia, Quitosano, Péptidos y Proteinas de Sefalizacion

Intercelular, Dentina.



Abstract

Titulo en inglés: Effect of two irrigating solutions of chitosan on the release of
bioactive proteins from root dentin

Introduction: Dentin- Pulp regeneration requires disinfection and intracanal conditioning to achieve
therapeutic objectives. Chelators modify the surface and release bioactive molecules that stimulate
stem cells of the apical papilla (SCAPs). Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), a chelating agent
capable of releasing proteins embedded in the matrix, exerts a residual effect on SCAPs, and
negatively alters the surface when is used with sodium hypochlorite. Chitosan solution (QS) or nano-
particulate (QSnp), is a natural, antimicrobial, and chelating polymer, that induces biological stability,
broadening the alternatives for dentin conditioning. For this reason, the objective of this work was to
determine the capacity of two chitosan preparations to release proteins from the root dentin matrix
and to describe the changes in the chemical composition, after the chelating effect. Materials and
Methods: Quantitative in-vitro experimental study to quantify dentinal sialoprotein (DSP),
Transforming Growth Factor Beta (TGFR1), Vascular Endothelial Growth Factor (VEFG) and
platelet-derived growth factor Isoform BB (PDGF-BB) released with chelating agents. 24 Hemi-roots
(n=6) were distributed in 4 groups and immersed for 5 minutes in the chelating solution. Subsequent
incubation at 37°C for 7 days, supernatants were collected and frozen until processing. An ELISA
assay quantified DSP. For TGFR1, VEFG, and PDGF-BB, a cytokine bead array was performed.
Kruskal-Wallis with Wilcoxon identified differences between groups. Raman spectroscopy allowed
a non-destructive analysis of the chemical changes in the dentinal surface. Results: The release of
TGF-B1, VEGF, and dentinal DSP was identifiable in all groups. The release of TGF-B1 occurred
with all the chelators and the greatest release of DSP occurred with QSnp. PDGF-BB did not exceed
detection limits. Conclusion: The use of chelating agents allowed the solubilization of TGF-31,
VEGF, and DSP immersed in the radicular dentinal matrix. QSnp promotes a significant release of
DSP. Raman spectroscopy identified the chelating ability for QS and QSnp and their interaction with
other matrix components.

Key Words: Regeneration, Endodontics, Chitosan, Intercellular Signaling Peptides and Proteins,
Dentin.
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Introduccioén

La regeneracién del complejo pulpo-dentinal requiere de un microambiente apropiado que integre
la triada de la ingenieria tisular para restaurar el sistema de conductos radiculares a un estado
saludable (1). Los tres elementos pilares para lograr este objetivo clinico incluyen células
indiferenciadas provenientes de la papila apical (SCAPS), un andamio proporcionado por el coagulo
de fibrina y la dentina radicular previamente acondicionada, que dispone de moléculas de
sefializacion capaces de promover la adhesion, la viabilidad y la diferenciacién celular para la

consecucién de un complejo pulpo - dentinal similar al original (2,3).

Aungue el tratamiento regenerativo para revascularizar dientes que han interrumpido su proceso de
formacion, estima un 80% de éxito segun el cumplimiento de los objetivos clinicos (4); los hallazgos
tisulares y moleculares, indican resultados aleatorios entre los que se observan: espacios
intraconductos vacios, espacios mineralizados con formacion de tejidos similares a dentina, a
hueso, a cemento o la inclusion de un tejido conectivo interradicular, similar al ligamento periodontal
(5). Las investigaciones concluyen, que la regeneracién o reparacion del tejido dependera del
microambiente intraconducto disponible para que las SCAPS puedan diferenciarse mediante

sefiales moleculares disponibles in situ en una superficie dentinal previamente acondicionada (6).

Al respecto, la matriz organica dentinal secretada por los odontoblastos durante la dentinogénesis,
ha sido considerada como reservorio de moléculas no colagenas, que permanecen fosilizadas en
unién con glucosaminoglicanos (GAG) y proteoglicanos (PG), conservando su papel bioactivo en el
tiempo (7). Citocinas, factores de crecimiento, proteinas neurotréficas y moléculas de matriz
extracelular dentinal como las proteinas de la familia “Small Integrin-Binding Ligand, N-linked
Glycoproteins” (SIBLING), han sido identificadas (8). Una vez liberadas por efectos de
desmineralizacion de la matriz, estas proteinas podrian actuar acorde con su especificidad,
modulando la inmuno-respuesta tisular, ejerciendo efectos quimiotacticos, angiogénicos, de

proliferacion y diferenciacion sobre las células SCAPS (9).

Entre las moléculas mas estudiadas, el factor de Crecimiento Transformante Beta (TGF-R1), se
reconoce como la molécula de sefializacion, aparentemente mas disponible (10). Su identificacion
en la regién superficial de la dentina ha permitido comprender su funcion como responsable de la
actividad proliferativa celular, iniciador de la diferenciacién odontobléastica y modulador de la

formacion de la matriz extracelular dentinal (11).
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Otras moléculas como el factor de crecimiento derivado de plaquetas Isoforma BB (PDGF-BB) (12),
el factor de crecimiento del Endotelio Vascular (VEFG) (13) y la sialo-proteina Dentinal (DSP) (14),
han sido asociadas respectivamente a procesos de adhesién celular, a formacién de redes
vasculares y a un mecanismo preliminar de diferenciacion celular hacia un linaje odontogénico, por

lo que resultan particularmente relevantes en la regeneracion del complejo pulpo-dentinal.

Durante el tratamiento de dientes que han interrumpido su formacion radicular, un espesor
dentinario reducido, impide la instrumentacion mecénica. Por lo tanto, toda la accién terapéutica se
basa en el acondicionamiento quimico (5), que inicia con un esquema de desinfeccion con
hipoclorito de sodio (NaOCI), una solucién altamente denaturante de proteinas que se complementa
con el uso de soluciones quelantes tipo acido etilendiaminotetraacético (EDTA) como irrigante
final. La posibilidad de liberacion de las moléculas bioactivas y su disponibilidad intraconducto,
dependera en gran medida de la quelacién, y aunque el EDTA promueve una elevada liberacion
proteica dentinal (15), no logra controlar la degradacion proteica que promueve el NaOCI ain en
bajas concentraciones, generando superficies altamente hidrofilicas, desinfectadas pero
proteicamente reducidas para garantizar la adecuada interfaz coagulo-dentina y la disponibilidad de
las moléculas de sefializacién inmersas en la matriz (1). Adicionalmente el efecto residual del EDTA
como irrigante final reduce la superficie celular hacia una morfologia mas redondeada carente de
extensiones sobre la superficie dentinal, evento que, sumado al agotamiento de los iones de calcio,
impide el contacto célula a célula lo que se traduce en adhesién disminuida al substrato (16, 17).
Esta constante ha sido reportada en la literatura caracterizando el resultado de las terapias
regenerativas como reparativo mas que regenerativo (18). Por lo tanto, explorar otras alternativas
de soluciones quelantes con efectos antimicrobianos reportados, y capaces de mantener la

integridad organica superficial y disponible en el espacio intraconducto, se hace necesario.

Al respecto, el quitosan un polimero catidnico de origen natural producto de la des-acetilacion de la
quitina, que es biodegradable, biocompatible, antimicrobiano, quelante y versétil, ha sido propuesto
como solucién irrigadora alternativa en endodoncia (19). La preparacién de quitosan en solucion
(QS) presenta una limitada capacidad de penetrar la anatomia dentinal radicular dado su alto peso
molecular, motivo por el cual la presentacién en nanoparticulas (QSnp) se justifica en pro de
garantizar un mejor desempefio. Aunque estas soluciones, han sido evaluadas como irrigantes bajo
los objetivos microbiol6gicos en endodoncia, y prometen un efecto quelante satisfactorio (19-21),
su papel en la liberacion de moléculas de sefalizacién y su efecto sobre las caracteristicas quimicas
del sustrato, aun no han sido evaluados. Por lo tanto, se pretende con el desarrollo de la presente
investigacién, determinar la capacidad de dos preparaciones de quitosan para liberar proteinas
bioactivas de la MED radicular y describir los cambios en la composicion quimica, posterior al

acondicionamiento con diferentes agentes quelantes. La hip6tesis nula planteada entonces, es que
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la liberacion de proteinas matriciales (DSP, TGF-31, VEFG y PDGF-BB) y los efectos quimicos en
dentina radicular son similares cuando se utilizan tres soluciones quelantes diferentes: EDTA 17%,
Solucion de QS 0.2 % o Solucion de QSnp.

Materiales y Métodos:

Estudio experimental cuantitativo in-vitro, aprobado por el Comité de ética e investigacion de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de Colombia Acta B. CIEFO- 335-19, realizado
bajo las consideraciones éticas nacionales con Res.8430-93 y las condiciones sefialadas por la

norma 1IS0O11405 de 2015, (22) que estandariza el manejo de muestras para pruebas de laboratorio.

Criterios de Elegibilidad

Unidad de estudio y Seleccion de la Muestra

La unidad de observacion incluyé premolares permanentes intactos vitales, con formacion radicular
completa, sin caries, sin defectos del desarrollo o lineas de fractura. Los dientes incluidos fueron
extraidos por razones ortoddnticas y bajo firma de consentimiento informado fueron donados de
pacientes entre los 18 y 20 afos. La integridad dental fue confirmada bajo la observacién con
estereomicroscopio (SMZ1000, Nikon Corp., Tokyo, Japan). Aquellos dientes que presentaran dafio
mecénico tisular ocasionado por el uso de fresas de alta o baja velocidad ocasionado durante el
procedimiento de exodoncia y que interrumpiera la continuidad original de la superficie radicular

fueron excluidos.
Preparacion de la Muestra

Inmediatamente posterior a la exodoncia, cada muestra fue lavada bajo chorro de agua y limpiada
con toallas de papel para la eliminacién de tejido sobre la superficie radicular. Los dientes fueron
decoronados a nivel de la union amelocementaria y hemisectados con un disco mecanico de
diamante a baja velocidad con irrigacién constante de agua destilada (Isomet, Buehler Ltd, Lake
Bluff, IL, EE.UU.) Posteriormente, las raices fueron divididas longitudinalmente en direccién buco
lingual para exponer la extension del conducto radicular. El tejido pulpar fue removido, con una lima
K Flexo File® 10/.02 (Dentsply Maillefer®) para continuar con un lavado ultrasénico de cada hemi-
raiz durante 8 minutos con solucidon tamponada con tris (TBS) en Vita Sonic Il fur In-Ceram (Vita,
Zahnfabrik H. Rauter GmbH & Co.KG) e inmediatamente fueron codificados y llevados a — 80°C en

seco en un tubo Eppendorff hasta su procesamiento. Posterior a esto, bajo la utilizacion de la
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herramienta “Aleatorio” en Microsoft Excel® (Microsoft, Redmond, WA, USA) se realizo la

asignacion de las muestras a cada grupo de estudio.
Obtencidén de soluciones experimentales

EDTA

La solucion de EDTA al 17% fue adquirida en la presentacién comercialmente disponible: EDTA
EUFAR (Eufar®, Bogotd, CO) y fue almacenada en un recipiente cerrado, dispuesto en un lugar

fresco y protegido de la luz.
Sintesis de QSy QSnp:

Para la preparacion del QS se requirieron 2g de quitosan de bajo peso molecular: 50 -190 kDa
(Sigma Aldrich, San Luis, MO, USA) soluble en &cidos acuosos, con viscosidad de 20-300 cP,
mezclado con 100.0 ml de solucién de acido acético al 1% v/v, bajo agitacion magnética (Heidolph,
Schwabach, Alemania), por aproximadamente dos horas, hasta obtener una solucién homogénea

cristalina con un pH aproximado de 3.2(20).

Las nanoparticulas de QS (QSnp) fueron elaboradas bajo el método de gelacion i6nica por goteo
(23), afiadiendo a QS, tripolifosfato de sodio (TPP) (Sigma Aldrich, San Luis, MO, E.U), de 1mg/ml
y posterior mezcla con homogeneizador UltraTurrax® (IKA, Sataufen, DEU) a 5000 rpm durante 15
minutos (24), obteniendo un tamafio de particula de 248,1+ 4,07 nm y un pH de 4,58 .

Distribucién de la muestray protocolo de inmersion

Tabla 1. Distribucién de la Muestra en grupo experimentales.

Grupo |Irrigante  Concentracion Tiempo de exposicion (min) n
Gl TBS 5 6
G2 EDTA 17% 5 6
G3 QS en 0.2% 5 6

dispersion
G4 QSnp QS 0.2% + solucion 5 6
de 1mg/iml de TPP
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Un total de 24 hemi-raices de 12 premolares fueron distribuidas aleatoriamente en 4 grupos
experimentales que contenian un volumen de inmersién estandarizado a 1.5 mL por cada solucion
irrigante por 5 min, garantizando el cubrimiento total de cada hemiraiz. La tabla 1 incluye el tipo de
irrigante, las secuencias, concentraciones y tiempos de irrigaciéon. Una vez cumplido el tiempo de
aplicacién, con el uso de una micropipeta se retiré la solucién irrigante en su totalidad.
Inmediatamente se agregaron 1.5mL de (TBS) para evitar un efecto prolongado de los quelantes.

Las muestras se incubaron a 37°C durante 7 dias.

Cuantificacion de proteinas liberadas de matriz dentinal

Los ensayos de cuantificacién de proteinas matriciales liberadas de la dentina radicular, posterior
al tratamiento con agentes quelantes fueron realizados en el laboratorio de Virologia de la
Universidad El Bosque. Se implementd un ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)
para DSP y un panel de perlas de citoquinas (cytokine bead array, CBA) para_TGF-B1, VEGF y
PDGF.

ELISA para cuantificacion de DSP

Para cuantificar las concentraciones de DSP humana, se utilizé un kit de ELISA, siguiendo las
instrucciones del fabricante (MyBiosource, San Diego, CA, USA). La curva estandar fue creada con
la dilucion seriada prevista en el kit. La densidad oOptica fue determinada inmediatamente usando
un espectrofotometro a 450nm. Los datos se linealizaron trazando el logaritmo de las
concentraciones de DSP frente al logaritmo de la densidad 6ptica teniendo en cuenta que el limite

de deteccion establecido por el fabricante es de 0.781ng/mL. El ensayo fue realizado por duplicado.

Panel de perlas de Citoquinas (CBA) para cuantificacion de TGF-
B1, VEGFy PDGF-BB

Se utiliz6 un CBA personalizado para TGF-p1, VEGF y PDGF-BB humanas (LEGENDPIex,
Biolegend, San Diego, CA, USA), siguiendo las instrucciones del fabricante. La lectura de las
muestras fue realizada a través del citometro de flujo BD Accuri C6 (BD Biosciences, San Diego,
CA, USA) utilizando detector FL-2 a 488nm y FL-4 a 633nm, con un limite de eventos ajustado a
2000. Se disefio una plantilla especifica para la obtencién de los datos de los tres analitos

estudiados. (Figura 1.)

Los datos obtenidos se llevaron al software de andlisis de datos basado en la nube LEGENDplex

™ QOGNIT, (https://legendplex.gognit.com/) para la estimaciéon de las concentraciones de cada
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proteina, cuyos limites de deteccién establecidos por el fabricante son 8.46 pg/mL para TGF-31;
11.5 pg/mL para VEGF y 6.90 pg/mL para PDGF-BB. Este ensayo fue realizado por triplicado para

cada muestra.
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Figurﬂaz‘fij'larﬂ{tﬂilla para panel de citoquinas especificamente disefiada en el Software BD Accurri
C6, para la obtencién de los tres analitos de interés TGF-11, VEGF y PDGF-BB en sobrenadantes
de dentina radicular.

Analisis quimico de los cambios en dentina radicular

Caracterizacion Raman

Se desarrollé un andlisis descriptivo que identificod los cambios quimicos de la superficie dentinal en
12 hemiraices, seleccionadas de manera aleatoria, incluyendo 3 muestras por cada grupo de
tratamiento. El presente analisis se desarrolld en el laboratorio de equipos comunes del
departamento de Quimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional de Colombia, en
el espectrometro DXR3 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

Para medir la sefial Raman se definié un rango de 500 a 3200 cm-1. Se realiz6 calibracion de longitud
de onda e intensidad. Una potencia de 20 mW en la superficie de la muestra y un laser de diodo
infrarrojo ~ 0,5 ym? a 780 nm fueron utilizados. Por cada muestra analizada, se adquirieron 3
espectros, en un punto aleatorio del tercio medio radicular, con posterior visualizacién en el software
OMINC V8.3 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Cada lectura fue depurada para
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eliminar las ondas cdsmicas propias de la aplicacién del rayo y el fondo de luminiscencia se elimino

mediante una correccion de la linea base para cada espectro obtenido.

Para la observacién de los componentes de la matriz extracelular dentinal se tuvieron en cuenta los
picos de observacion vPO4% (586 cmt); viPO4% (960cmt); COs?* tipo A (1096cmt); COs?* tipo B
(1071cmt); amida Il (1270cmt); amida | (1665cm™); uniones C-H (2942cm?).

Para producir mapas a partir de las matrices espectrales, se integraron bandas seleccionadas en
los espectros que producen matrices de intensidades transferibles e importados posteriormente de
forma grafica a través del software OriginPro Version 2021b (OriginLab Corporation, Northampton,
MA, EE. UU) para su posterior analisis. Bandas observables en forma gaussiano-lorenziano fueron

analizadas bajo normalizacién y suavizado de 25 puntos.

Para establecer la proporcion de las fracciones del tejido dentinal tratado con los quelantes, se
establecié una relacion mineral/mineral; fosfato/carbonato (960 cm~1.1070 cm™") y mineral/matriz;
fosfato-carbonato (960 cm=1.1070cm™) / amida | (1665cm™") (MMR). Un célculo de las areas
integradas bajo la curva de cada pico que identifica el espectro definié el valor para cada uno de los

tratamientos analizados (OriginPro Version 2021b) (25).
Analisis Estadistico:

Con los valores preliminares se realizé un andlisis descriptivo que incluy6 los valores promedio de
liberacién para cada grupo junto con sus desviaciones estandar. Para la interpretacion de las
concentraciones liberadas de DSP, TGF-B11, PDGF-BB, VEGF a partir de sobrenadantes de
dentina, un analisis preliminar de Levene identificd la no homocedasticidad en la distribucién de los
datos. Para estimar las diferencias entre grupos un analisis no paramétrico de Kruskal- Wallis y un
post hoc Mann-Whitney—Wilcoxon rank-sum test con niveles de significancia al 5% (a<0.05). Todos
los andlisis fueron realizados en los softwares RStudio Team 2020 (RStudio, PBC, Boston, MA,

EEUU). http://www.rstudio.com/ y GraphPad Prism version 8.0.0 (GraphPad Software, San Diego,

California EEUU). www.graphpad.com.

Resultados

Cuantificacion de la liberacion de DSP dentinal

La prediccion de las concentraciones de DSP liberadas fue realizada segun la curva de calibracion
obtenida, con un R? igual a 0,9965. La presencia de DSP fue observable en todos los grupos de
experimentacion. Es importante resaltar que el acondicionamiento con QSnp, reporté la mayor

concentracion de DSP liberada (x:3,66 ng/mL DE+: 2,17). La Tabla 2, incluye todos los valores
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promedio de liberacion para los grupos restantes. Un valor (p:0,036), identific6 una diferencia
significativa entre los valores de liberacion para DSP entre todos los grupos con soluciones
guelantes vs. el control negativo. Una comparacion inter-grupos identificé una diferencia significativa
entre QSnp-EDTA (p=0.0387); QSnp-QS (p=0.0009); QSnp-TBS (p=0.0205), siendo mayor el valor
de liberacion para QSnp. Un valor no significativo entre QS-EDTA-TBS confirmé similar capacidad

de liberacién para DSP.

Cuantificacion de TGF-B1, VEGF y PDGF-BB liberadas de la matriz

extracelular dentinal

La estimacion de las concentraciones para la liberacion de TGF-$1, VEGF y PDGF-BB, fue realizada
segun la curva de calibracion. Un valor R2de 0,9851, 0,9715 y 0,9726, fue obtenido respectivamente

para cada proteina.
Liberacion de TGF-31

La presencia de TGF-B1 se detecté en el medio de extraccion en todos los cuatro grupos: la media
de la concentracién en el grupo de EDTA fue de 608,17 pg/mL, mientras que para los grupos QS 'y
QSnp las concentraciones medias fueron de 837,14 pg/mL y 533,3 pg/mL respectivamente. El
medio usado como control (TBS) extrajo 413,6 pg/mL. La Tabla 2, incluye los valores promedio y
su desviacion estandar. Se encontraron diferencias significativas entre los grupos de observacion
(p: 0,0120). Una liberacién significativamente mayor para las hemi- raices tratadas con los grupos
quelantes: EDTA (p= 0.0219); QS (p=0,0265) y QSnp (p=0.0010) frente al grupo de TBS, fue
estimada. Comparativamente la liberacion de TGF-B1 por EDTA-QS (p=0,627); EDTA-QSnp
(p=0,1610); QS-QSnp (p=0,8147) no registrd diferencia significativa entre los grupos de quelacion,

siendo mayor la liberacion motivada por el QS.
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Tabla 2. Valores promedio de liberacion de DSP, TGF-B1, VEGF, PDGF-BB en dentina

radicular:
Tratamiento TBS EDTA QS QSnp
Proteina X DE+ X DE+ X DE+ X DE+
DSP(ng/mL) 1,713 1,58 2,7 4,01 1,00 0,40 3,66 2,17

LD:0.781ng/mL

TGF-B1(pg/mL) 413,6 175,1 608,17 265,3 837,14 533,3 795.73 396,3
LD:8.46 pg/mL

VEGF(pg/mL) 26,22 15 24,12 1,7 24,16 1,7 19,53 7.8
LD: 11.5 pg/mL
PDGF-BB 4,48 0,8 4,19 0,7 3,76 0,9 3,97 15

LD:6.90 pg/mL

(X) media, (DE) Desviacion estandar, (LD) Limite de deteccion.
Liberacion de VEGF:

Se confirma que la matriz extracelular dentinal contiene VEGF potencialmente disponible y que es
posible extraerlo mediante el acondicionamiento dentinal. A pesar de que QSnp presentd los
menores valores de liberacion, no existen diferencias significativas entre los grupos de irrigacion
analizados (p: 0,0993). Es importante resaltar que la concentracion de VEGF liberada es mucho

menor al compararse con TGF-f1 (Tabla 2.).
Liberacion de PDGF-BB

Es preciso indicar que, mediante la metodologia utilizada, los valores reportados de extraccién de
PDGB- BB disponible en sobrenadantes de dentina, no superan los limites de deteccion de la
prueba, (Tabla 2.) por lo que los valores obtenidos deben generar una lectura cuidadosa y no se

ameritd el andlisis cuantitativo.
Analisis fisico y quimico de los cambios en dentina radicular:

Para la obtencion de los rasgos quimicos del contenido dentinal se utilizé el mapeo Raman para
trazar la distribucion relativa de las vibraciones inorganicas (fosfato y carbonato) v4PO43 (586 cm™);
viPO4% (960cm); COs? tipo A (1096cm1); COs? tipo B (1071cm?), (Fig. 4a). Y la fase organica
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(Amida 1(1665cm™t), Amida Ill (1270cm1)y enlaces C-H(2942cm™). La Figura 2 a y b muestra los
espectros del contenido inorganico y organico de la superficie dentinal tratada bajo los diferentes

guelantes y su control.
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Figura 2. Espectro Raman de 500 cm a 3200 cm™ para el tejido dentinal radicular. (a) Material

inorganico (b) Contenido orgénico.

Un andlisis individual por pico indico: que para el grupo de fosfatos viPO43- (960cm) los
tratamientos con QS, QSnp presentaron el area de pico mas reducida, en comparaciéon con el
control negativo y el EDTA (Figura 2a) Para el grupo de carbonatos CO3? tipo B (1071cm)los tres
guelantes se comportaron de manera similar entre ellos; el vehiculo de TBS, representd un area de
la curva mayor en comparacion con los quelantes experimentales (Figura 2a) Para la fase orgénica,
los quelantes, registran una reduccién del contenido (Figura 2b), visible en una disminucién del area
del pico que corresponde a la Amida | (1665cm-), en comparacion con el control negativo, no

obstante, la mayor reduccién estuvo relacionada con el grupo de QS. (Figura 2b).

El andlisis cuantitativo a través de la obtencién de la MMR, permitié identificar que la relacién
carbonato/fosfato 1070/960cm después del tratamiento con EDTA reduce el gradiente del
contenido mineral proporcionalmente en comparaciéon con TBS, QS y QSnp (Figura 3a). Ahora
bien, la relacién fosfato /amida | identific6 similar proporcion para los grupos QS y QSnp, por lo
tanto, el MMR indic6 mayor contenido organico sobre la superficie dentinal cuando la quelacion fue

realizada. (Figura 3b). Para la relacidn carbonato/amida I, el grupo de QSnp, presenté un menor
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MMR, refiriendo probable reduccion del contenido de carbonato en proporcion al contenido organico

LT
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(Figura 3c).
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Figura 3. Proporcién mineral a matriz (MMR) de dentina obtenida por mediciones de espectroscopia
Raman, (a) Carbonato (1071cm-) /Fosfato (960cm), (b) Fosfato/Amida (1071cm-1)/Amida
(1665cm) (c) Carbonato (1071cm-1)/Amida (1665cm-1)

Discusion:

Un microambiente del conducto radicular adecuadamente tratado bajo desinfeccion y
acondicionamiento es esencial para el éxito del tratamiento endodéntico regenerativo (3). En este
contexto, este trabajo fue realizado considerando la importancia de la utilizacién de agentes
guelantes, en la liberacién de factores de crecimiento inmersos en la matriz sin alterar en mayor

proporcidn las caracteristicas quimicas de la dentina tratada.

Como principal resultado, la liberacién de proteinas tipo TGF-B1, VEGF, y DSP a partir de la matriz
dentinal, fue identificable en todos los grupos analizados. Puntualmente, la liberaciéon de TGF- 31,
estuvo motivada por todos los quelantes y la mayor concentracion de DSP, fue liberada a partir de

la quelacién con QSnp.

Dos inmunoensayos cuantificaron las concentraciones de los analitos de interés; una prueba ELISA
para DSP y un CBA para TGF-B1, VEGF y PDGF-BB, representando el CBA mayor sensibilidad en
la deteccion de mudltiples proteinas y menor tiempo de procesamiento, lo que disminuye la
posibilidad de error entre ensayos (25). Esta técnica, aplicada en otros campos de la investigacion
en salud (26), no ha sido cominmente implementada para la cuantificacion de proteinas en matriz

dentinal, no obstante, con los resultados obtenidos quedé en evidencia su utilidad para endodoncia.
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En referencia al umbral de deteccién, que permite la cuantificacion de cada factor por ensayo, las
concentraciones liberadas para DSP, TGF-B1y VEGF, alcanzaron el umbral técnicamente
establecido. Contrario, el PDGF-BB, asociado a la regeneracién por su caracter angiogénico en
diferenciacion y proliferacion celular (12), no alcanzé los limites de deteccion esperados
imposibilitando el analisis cuantitativo. Zeng y cols. 2016 (27), sugieren que el PDGF-BB podria no
estar disponible en la matriz dentinal o encontrarse en concentraciones insuficientes para ser
cuantificado. Un hallazgo preliminar confirmd, que la integracion del PDGF-BB a la matriz
extracelular depende de la disponibilidad y afinidad con el proteoglicano versican (28), molécula
fragmentada con baja inmuno-deteccion, limitada a la dentina peritubular (29). Por lo tanto, el efecto
regenerativo del PDGF-BB se asocia al componente celular que ingresa al conducto radicular
posterior a la estimulacién de la papila apical (30), confirmando que la regeneracion del complejo

pulpo dentinal es multifactorial y depende de la integracién de la triada de la ingenieria tisular (1).

La propuesta de un modelo in-vitro que utiliza hemiraiz como unidad experimental, permitié
identificar la liberacion de factores TGF-B1 y VEGF a expensas del acondicionamiento quimico por
agentes quelantes. Otras propuestas metodolégicas que incluyen discos o polvos de dentina para
potenciar la extraccion de proteinas de matriz, elevan los valores de deteccién (15,31-33). No
obstante, estos valores se alejan del microambiente intraconducto para endodoncia regenerativa y

disefiar un modelo que represente las condiciones clinicas se hace necesario (27).

Un analisis individual por molécula indicé, que el TGF-1, representa la mayor proporcién de
liberacién frente a otras proteinas de matriz dentinal (34). Zhao y cols., 2000, relacionan esta
disponibilidad con su localizacion superficial, lo que facilita su liberacion incluso por sustancias que
no penetran profundamente el enmallado dentinal (11). Adicional a la localizacién superficial, el
TGF-B1 se une a los dos proteoglicanos mas abundantes en la matriz; decorin y biglican (35), los
cuales interacttan con las fibrillas de colageno a expensas de su proteina central y su porcién distal
gue conforma la cadena de condroitin sulfato cuya afinidad para iones Ca2+ favorece una unién
estable con la hidroxiapatita (35). Este evento aseguré la liberacion del TGF-B1 después de quelar,

sin diferencia entre el efecto que producen EDTA, QS o QSnp.

Biologicamente, la presencia de TGF-B1 en la regeneracion del complejo pulpo dentinal representa
la regulacion multifuncional de la proliferacion celular, la cual bajo accion autocrina favorecera la
diferenciacion, la apoptosis, la sintesis de matriz y en definitiva el desarrollo de la respuesta inmune
(36). Por lo tanto, para garantizar la disponibilidad de TGF-B1, el acondicionamiento final con

soluciones quelantes durante las terapias regenerativas esta totalmente justificado.
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Multiples reacciones bioldgicas y moleculares deben llevarse a cabo durante el proceso de
regeneracion, por lo que un desequilibrio entre los promotores de mineralizacion, y los factores pro
0 anti angiogénicos, podrian generar un perfil tisular diferente al original (5). Por lo tanto, la
presencia adicional de factores de crecimiento como el VEGF, promotor de la vascularizacion pulpar
motivé su identificacion en el presente trabajo (37). La interaccién VEGF/matriz se lleva a cabo a
través de las cadenas de heparan sulfato en sidencan y fibronectina (38, 39); con mayor
disponibilidad para dientes inmaduros en la vaina epitelial de Hertwig y la predentina como frente
de mineralizacién (40). A pesar, que las concentraciones obtenidas para VEGF a partir de la
quelacion con EDTA, QS y QSnp en tiempos clinicos aceptados, se encuentran en el rango
terapéutico establecido, es posible intuir que un modelo dental a partir de dientes inmaduros podria
generar mayores valores de cuantificacion (40), esta limitacion debe ser tomada en cuenta para

futuras investigaciones.

Durante la formacién dental la DSP proteina SIBLING, es secretada por los odontoblastos en el
frente de mineralizacidon y su interaccion con el coldgeno permite su nucleacion dentro de los
cristales de hidroxiapatita (41). La presencia de DSP en el proceso regenerativo de células
mesenquimales, por la via de sefalizacion ocludina (Ocln)- FAK (Quinasa de adhesion focal)-DSP
induce la migracién de SCAPS y su posterior diferenciaciéon a células similares a odontoblastos
(14). En estas condiciones, la DSP es primordial en el proceso de mineralizacién dentinal,
adicionalmente, regula la expresion de biglycan y decorin, fundamentales para el correcto
ensamblaje de la matriz dentinal (42). Como resultado del presente trabajo, fue posible confirmar
la liberacién de DSP a expensas de la quelacion, siendo el QSnp, la solucion que logra la mayor
concentracion de liberacion, no obstante, al momento de presentar este documento, no fue posible
identificar otro reporte de DSP humana liberada por soluciones quelantes de matriz dentinal. Por lo
tanto, la falta de evidencia en referencia a los valores funcionales de DSP liberada in situ, sugiere

comprobar su efecto sobre las SCAPS.

Ahora bien, si la liberacion de proteinas inmersas en la matriz dentinal se promueve a partir de las
soluciones quelantes, la composicion quimica y el mecanismo de quelacidon que caracteriza cada

sustancia, establecera las diferencias.

El EDTA, un ligando hexadentado, forma un complejo estable entre los iones carboxilo y el calcio
dentinal (43), facilitando la liberacion de DSP, inmersa en los cristales de apatita, adicionalmente,
la disminucion del pH bajo el mecanismo de protonacion podria tener un impacto sobre los

proteoglicanos, evento que explica su eficiencia en la liberacion de TGF-B1y VEGF (7). No obstante,
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su potente fijacidn sobre el ion calcio, puede producir lesiones de desmineralizacion después de un
contacto prolongado con la dentina (44).

Por su parte el QS, una base débil, soluble en acido acético, promovié la protonacion de los residuos
de glucosamina hacia R-NHsz (19), resultando en un polimero altamente catiénico, capaz de
interactuar con los PO4 y COs de la fraccion inorgénica. Esta interaccion iénica, desestabiliza el
cristal de hidroxiapatita, facilitando la liberacion de proteinas inmersas en los cristales o unidas a
los proteoglicanos desde la dentinogénesis. Una presentacion del QS a nano escala bajo gelacién
ionica (QSnp), podria aumentar su biodisponibilidad y su interaccién durante la quelacién (45),
efecto que probablemente incrementd la liberacion de DSP frente a los otros quelantes.

Acorde con su mecanismo de accion, los tres quelantes cumplieron con el proyecto de liberacion
de proteinas de matriz. El impacto que cada soluciéon generd sobre la estructura quimica de la

dentina se identificé por espectroscopia Raman.

Al respecto, el proceso de quelacion dentinal se confirmo a expensas de la disminucion de los picos
gue representan los grupos fosfatos y carbonatos como constituyentes de la fase inorganica dentinal
de manera similar para todos los agentes quelantes. Para establecer la proporcién que representan
los valores anteriormente expuestos, se construyen razones entre los diferentes componentes
previamente identificados. Una proporcion Carbonato/fosfato, indicé diferencias graficas
evidenciables entre los grupos. Una representacion del area bajo la curva indicé un mecanismo de
guelacién por QS y QSnp que redujo en mayor proporcion el contenido de fosfatos, efecto que no
representa una diferencia visiblemente significativa, pero se relaciona con la fuerte afinidad de la
molécula por el grupo fosfato de la matriz (46); Contrario, el EDTA demostré su capacidad de
guelacibn mediante su afinidad por el Calcio presente en los carbonatos. Una pérdida
desproporcionada del Ca++ en dentina, podria modificar caracteristicas fisicas del tejido (47) e
interferir en eventos regenerativos que requieren concentraciones de Calcio adecuadas para la

proliferacion, la adaptacion y la diferenciacion de las SCAPS (48).

Al observar la relacion Fosfato/Amida, podriamos indicar que el efecto quelante de QSnp observable
como la menor proporcion gréfica identificada, mantiene la integridad de las Amidas tipo |
representativas del colageno dentinal. Kishen et al en 2008, identificaron en esta interaccion CSnp
(+) - matriz dentinal (-) un fenémeno electrostatico con una fuerza de atraccién que podria actuar
como barrera de proteccién para la Amida I, otorgando a las nanoparticulas, un beneficio clinico
adicional (49). Larelacion Carbonato/Amida, resulta similar para los tres quelantes, siendo el grupo
de QSnp, el que representd mayor reduccion del contenido de carbonato, exponiendo en mayor
proporcién las fibras colagenas. Este aumento en la fase Amida | sugiere un beneficio del QSnp
sobre el coladgeno dentinal.



Conclusiones

Con los resultados de este trabajo, se logré confirmar la capacidad de los agentes quelantes para
liberar las proteinas DSP, TGF-B1y VEGF presentes en MED radicular, a concentraciones
reportadas en el rango necesario para que las SCAPS sean estimuladas. EI modelo in-vitro
propuesto, permitio la liberacion de DSP, a través de la quelacion, siendo el QSnp, la solucién que
generd una liberacién significativa. La cuantificacién de las concentraciones de PDGF-BB no
alcanzé el limite de deteccion esperado. Mediante espectroscopia Raman fue posible identificar la
capacidad de quelacién para QS y QSnp y su interaccién con otros componentes de la matriz

Carbonatos, y Amida I.
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