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Efecto comparativo del método de fractura mecanica y el
método de corte en la viabilidad de las células de la pulpa
dental humana de las 24 horas postexodoncia
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RESUMEN

INFORMACION DEL ARTICULO
Objetivo: En los estudios sobre biomateriales e ingenieria de tejidos se emplean células de la

Historia del articulo: pulpa dental para regenerar o sustituir las deficiencias de tejido éseo en la cavidad oral. Para
Recibido el 3 de octubre de 2017 evaluar su potencial clinico se utilizan modelos de cultivo celular, en los cuales se aplican
Aceptado el 17 de marzo de 2018 diversos métodos de extraccién de la pulpa dental. Pero alin no esté claro qué método es el

mas conveniente. Por ello, el propésito de este estudio fue comparar el método de fractura
mecénica y el método de corte en la viabilidad celular.
Material y métodos: Se extrajo el tejido pulpar de dientes completamente desarrollados y

Palabras clave:

Pulpa dental, viabilidad celular,

. sanos de 32 pacientes de entre 18 y 40 afios mediante dos técnicas: el método de fractura
recuento de células.

mecanica (grupo 1) y el método de corte (grupo 2). Para determinar la viabilidad celular se usé
el colorante azul de tripan. Las células tefiidas de azul (muertas) y las células birrefringentes
(vivas) fueron contabilizadas en el microscopio dptico.

Resultados: Al emplear el método de fractura mecdnica se obtuvo un 87,72 % de viabilidad
celular, mientras que al aplicar el método de corte se logr6 una menor viabilidad: 83,59 %.
Al analizar los datos (n = 16 por grupo) bajo la prueba t de Student se obtuvo una diferencia
significativa (p = 0,006).

Conclusiones: El método de fractura mecanica permite obtener una viabilidad celular mas alta
en comparacién al método de corte, empleado en dientes extraidos dentro de las 24 horas.
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Comparative effect of the mechanical fracture method and the
cutting method on the viability of human dental pulp cells from
teeth extracted within 24 hours

ABSTRACT

Keywords:

Dental pulp, cell survival, cell count.

Aim: In biomaterials and tissue engineering studies, dental pulp cells are used to regenerate
or replace deficiencies of bone tissue in the oral cavity. To evaluate its clinical potential, cell
culture models are employed, in which different extraction methods of the dental pulp are
applied. Mainly, the tooth is broken by fracture mechanics and the cutting method to obtain
the dental pulp. However, it is not clear yet which method is the most convenient. Therefore,
the purpose of this study was to compare the effect of two methods of fracture mechanical
and cutting methods on the dental pulp cell viability.

Methodology: Dental pulp tissue was removed of fully developed and healthy teeth of 32
patients between 18 to 40 years, through two techniques: the methods of fracture mechanics
(group 1) and cutting (group 2). To determine the cell viability, trypan blue dye was used.
The cells were counted in the microscope, blue stained cells (dead) and birefringent (living).
Results: Using the mechanical fracture method, 87.72 % of cell viability was obtained. While
with the cutting method was achieved a lower viability 83.59 %. There was a significant
difference (p = 0.006) when analyzing the data (n = 16 per group) under t-Student test.
Conclusions: The use of mechanical fracture method for the extraction of the dental pulp tissue

allows to obtain higher percentages of cell viability compared to cutting method.

INTRODUCCION

En la Gltima década las investigaciones en odontologia se
han concentrado en el desarrollo de nuevos materiales biol6-
gicos a partir de la introduccién de métodos de cultivo celular
y cultivo de tejidos®. La pulpa dental se compone de tejido
conectivo vascular con fibroblastos, odontoblastos, macréfa-
gos, células dendriticas, linfocitos y una poblacién de células
madre que ayudan en la reparacién de la dentina circundante?.
Este tejido es una de las principales fuentes para la obtencién
de células, ya que tiene la ventaja de presentar un facil acceso
debido a que se consigue después de una extraccién dentaria
con fines ortodénticos o como procedimiento de impactacién?.
Por ello se han realizado estudios de viabilidad en fibroblastos
y células madre de la pulpa dental para evaluar la citotoxicidad
de materiales dentales, tales como resinas compuestas, ce-
mentos de endodoncia y productos odontolégicos a base de
plantas*®. En los ultimos afios los productos basados en célu-
las mesenquimales han sido desarrollados para mejorar las
terapias quirdrgicas en numerosas disciplinas médicas, ofre-
ciendo nuevas modalidades de tratamiento con células madre
de la pulpa dental, que incluyen procedimientos de aumento
6seo en la cirugia oral para la colocacién de implantes denta-
les y para reconstrucciones periodontales, entre otros®%. En
estudios previos de aislamiento y cultivo celular de la pulpa
dental se han empleado varios métodos para obtener el tejido
pulpar después de la extraccién dental, como son: el método
de fractura mecanica con martillo? el método de corte con baja
velocidad!*?, el método de fractura con férceps*>*° y el de ex-
traccién de la pulpa a través del apice mediante limas?®. Sin
embargo, alin no se ha llegado a un consenso que establezca
qué método de extraccién pulpar es el més adecuado en cuan-
to a la viabilidad celular.

Los estudios de viabilidad celular constituyen un importan-
te control de calidad, especialmente en aquellas poblaciones
celulares con un alto potencial para su utilizacién en ingenie-
ria tisular. Existen varias técnicas para evaluar la viabilidad
celular. Los métodos basados en la permeabilidad de la mem-
brana son los mas numerosos y utilizados. El principio bésico
consiste en la utilizacién de un colorante que penetra y colorea
las células vivas o muertas. El azul de tripan es un colorante
organico usado para determinar el nimero de células viables
presentes en una suspension celular. Este método estd basado
en que las células vivas poseen una membrana celular intacta
que no dejara penetrar el colorante, por lo tanto, mantendran
un citoplasma claro; a diferencia de las células muertas, que
permitiran el paso del colorante y mostrardn un citoplasma
azul al microscopio 6ptico?” .

El primer paso para el uso de células de la pulpa dental es
seleccionar el método mas indicado para su obtencién.
Los métodos mas comunes de extraccién pulpar son: la frac-
tura mecanica y el método de corte. Por consiguiente, el obje-
tivo de esta investigacién fue determinar qué método de
extraccién de la pulpa dental es mas eficiente, el método de
corte o el método de fractura mecanica, en la viabilidad celu-
lar de la pulpa dental.

MATERIAL Y METODOS

Se obtuvieron 32 dientes de pacientes adultos cuyo rango
de edad comprendié de 18 a 40 afos, atendidos en el Centro
Quirtrgico de la Clinica Especializada en Odontologia de la
Universidad de San Martin de Porres. Todos los pacientes fue-
ron informados de las caracteristicas del estudio y aceptaron
libremente colaborar con el mismo, aportando el diente ex-
traido, el cual fue extraido por indicacién profesional. Este
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procedimiento se llevé a cabo de conformidad con las direc-
trices dictadas por el Comité de Etica de Investigacién de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de San Martin de
Porres. Los criterios de inclusién fueron los siguientes: dientes
sanos de pacientes de entre 18 y 40 afos de edad. Se excluye-
ron los dientes de pacientes con enfermedad sistémica no
controlada, los dientes fracturados durante la exodoncia, los
dientes con odontoseccién y los dientes con dpice abierto®. Se
escogieron dientes con apice cerrado para evitar la contami-
nacién bacteriana del tejido pulpar expuesto al exterior y para
uniformizar la condicién de las muestras, y también para evi-
tar el riesgo de obtener otro tejido (papila apical o ligamento
periodontal), debido a que en este estudio se buscé utilizar
Unicamente la pulpa dental de dientes permanentes. Se utili-
zaron 32 tejidos pulpares, divididos en dos grupos de 16 dien-
tes cada uno: método de fractura mecanica (grupo 1) y
método de corte (grupo 2). Se lavé el diente extraido con mini-
mum essential medium eagle (MEM) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), suplementado con penicilina-estreptomicina (Gib-
co, New York, NY, USA) por 20 minutos. La exposicién del teji-
do pulpar del grupo 1 se obtuvo con un golpe de un martillo,
cubriendo previamente el diente con gasa humedecida con
alcohol al 70 %. Para el grupo 2 se realiz6 un corte con un
disco diamantado dentado montado en un micromotor. Se
cort6 el diente entre la linea amelocementaria y la furca a
28.000 rpm, irrigando intermitentemente con suero fisiolégico.
En la cabina flujolaminar se extrajo el tejido pulpar dental.
La suspensién celular se centrifugd a 1.100 rpm por 10 minu-
tos. Luego se resuspendi6 el botén celular con MEM. Para de-
terminar la viabilidad celular se mezclaron 10 pl de la
suspension celular con 10 pl de azul de tripan (Gibco-Invitro-
gen, Carlsbad, CA, EE.UU). Luego se procedi6 al recuento de las
células viables y muertas en un hemocitémetro utilizando un
microscopio éptico.

n° de células viables x factor de dilucién x 10.000 x volumen

N° de células =
n° de cuadrantes contados

n° de células viables x 100
% viabilidad =

n° total de células

RESULTADOS

Los resultados mostraron que al emplear el método de frac-
tura mecénica se obtiene significativamente un mayor porcen-
taje de viabilidad celular en comparacién al método de corte.
El grupo del método de fractura mecanica presenté un 87,7 %
de viabilidad celular en promedio, con relacién al grupo del
meétodo de corte, que presento una viabilidad celular del 83,5 %
en promedio. Al comparar ambos grupos se obtuvo el valor de
p = 0,006 mediante la prueba t de Student, con un nivel de
confianza del 95 % (Figura 1).

El nimero total de células obtenidas segin el método de corte
fue 5,74 x 10’ y con el método de fractura mecénica fue 7,54 x 10*
con el método de fractura mecénica; sin embargo, en el analisis
estadistico no se encontré diferencia significativa (p = 0,144).

Para verificar si el tiempo transcurrido después de la exodon-
cia influye en la viabilidad celular y el nimero de células obte-
nidas de la pulpa dental se realizé la prueba Rho de Spearman.
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Figura 1. Comparacién del porcentaje de viabilidad celular
obtenida entre el método de corte y el método de fractura
mecdnica. Los datos son promedios + desviacién estdndar.
*Existe diferencia estadisticamente significativa con p < 0,05
utilizando la prueba t de Student.

No se encontrd correlacién entre el tiempo de 3 a 20 horas des-
pués de la exodoncia con la viabilidad celular (p = 0,785) y el
numero de células (p = 0,321). De forma similar, no se encontrd
correlacién entre la edad (de 18 a 40 afios) con la viabilidad
celular (p = 0,532) y el nimero de células (p = 0,944).

DISCUSION

Segln nuestros resultados, el método de fractura con mar-
tillo mostré un mayor porcentaje de viabilidad celular (87,72 %)
en contraste con el método de corte (83,59 %). Al aplicar la
prueba t de Student se obtuvo una diferencia significativa, lo
que prueba la superioridad del método de corte para obtener
células vivas. Este resultado se puede deber a que el método
de fractura mecanica con martillo no provoca calor constante,
lo que asegura una tasa de viabilidad celular mas alta. En con-
traste, el método de corte produce un sobrecalentamiento del
tejido, a pesar de la irrigacién intermitente. Como consecuen-
cia, muchas células de la pulpa dental mueren. Los resultados
obtenidos segin el método de corte difieren con lo reportado
por Suchének y cols., quienes se enfocaron en obtener células
madre de la pulpa dental mediante el método de corte con una
fresa diamantada de alta velocidad e irrigacién constante. Ellos
no lograron obtener células madre de la pulpa dental®. Sin
embargo, en nuestro trabajo se tomd la precaucion de usar un
micromotor de baja velocidad dentro de una cabina flujolami-
nar, logrando obtener células de la pulpa dental, entre las que
pueden encontrarse células madre de la pulpa dental. No obs-
tante, en este estudio no se utilizd la técnica de reaccién en
cadena de la polimerasa y de citometria de flujo para identifi-
car esta poblacién celular.

En esta investigacién, el numero total de células obtenidas
con el método de corte fue, en promedio, 5,74x10” y con el mé-
todo de fractura mecanica 7,54x10’. Al aplicar la prueba t de
Student no se encontraron diferencias significativas entre el
numero total de células de ambos métodos. No pudimos con-
trastar nuestros resultados con los de otros investigadores, de-
bido a que no encontramos estudios que reportasen la
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concentracion total de células de la pulpa dental. Como referen-
cia podemos citar estudios que han trabajado solo con un tipo
celular. Souza y cols. #? y Karamzadeh y cols.? reportaron la ob-
tencién de 5x10* y 2,5x10° células madre de la pulpa dental res-
pectivamente, utilizando el método de corte con baja velocidad.
Por lo tanto, este trabajo es el primer estudio que publica un re-
cuento de toda la poblacién celular de la pulpa dental humana.

En nuestro estudio, el tiempo que tardamos en empezar a
extraer la pulpa dental en el laboratorio después de la exodon-
cia fue un intervalo de 3 a 20 horas. Segun la prueba Rho de
Spearman no se encontré correlacién entre el tiempo trans-
currido desde la exodoncia con la viabilidad celular y el nd-
mero total de células. Este resultado se puede atribuir a que el
intervalo de tiempo evaluado fue corto (no mas de 20 horas),
a diferencia de Perry y cols., quienes trabajaron con una sub-
poblacién celular especifica e intervalos mas grandes (de 0 a
120 horas). De acuerdo a sus resultados, se logré aislar células
madre de la pulpa dental hasta 120 horas después de la
exodoncia, pero se observd un declive marcado en la concen-
tracién celular a las 72 horas; de alli en adelante el nimero de
células obtenidas fue mucho menor?'.

En este trabajo se ha utilizado la pulpa dental de pacientes
de entre 18 y 40 anos. Al aplicar la prueba Rho de Spearman
no se encontré correlacién entre la edad con la viabilidad ce-
lular y el nimero total de células. Esto se debe probablemente
a que en nuestra investigacién el rango de edad fue corto. Se-
gun la bibliografia, se han obtenido células de la pulpa dental
de pacientes con diferentes rangos de edad. Horibe y cols.
compararon la obtencién de células madre de la pulpa dental
de pacientes de entre 19 y 30 afios con otros pacientes de en-
tre 44 y 70 anos. El grupo de pacientes de mayor edad mostré
un pequeno declive en las propiedades de las células madre:
migracién, potencial de diferenciacién y proliferacién?. Sin
embargo, Bressan y cols., en su estudio con pacientes de 16 a
66 anos, observaron una mejor habilidad proliferativa de las
células madre de la pulpa dental en los pacientes de 25 afos
a mas?. Considerando los estudios anteriores y los resultados
de este trabajo, concluimos que la pulpa dental obtenida de
pacientes jovenes y adultos puede emplearse satisfactoria-
mente en los estudios basados en células.

Segin Chamieh y cols., la ingenieria tisular puede propor-
cionar una terapia efectiva para la regeneracién 6sea craneo-
facial. Ellos demostraron que las células madre de la pulpa
dental en combinacién con un andamio de gel de colageno
denso beneficiaba el proceso de reparacién dsea craneofacial
en ratas™.

CONCLUSIONES

Segun nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que
compara la viabilidad celular y el nimero total de células de
la pulpa dental segiin el método de corte y el método de frac-
tura mecénica con martillo. Nuestros resultados indican que
se obtiene un porcentaje mayor de viabilidad celular con el
método de fractura en comparacién con el método de corte.
Este trabajo contribuye a la optimizacién del protocolo de ais-
lamiento y cultivo de células de la pulpa dental, el cual sera
util para desarrollar pesquisas en el campo de la medicina
regenerativa, ambito que nos conduce al desarrollo de nuevas

estrategias terapéuticas que regeneren tejidos orales perdidos
como resultado de una enfermedad o traumatismo sufrido en
el macizo craneofacial.
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