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RESUMEN

Uno de los mayores desafios de la practica endoddntica es la res-
tauracion de los tejidos que se han perdido por enfermedades de la
pulpa o patologias periapicales. En este escenario, los procedimien-
tos de endodoncia regenerativa aparecen como nuevas opciones
de tratamiento. La ingenieria de tejidos en endodoncia reemplaza
parcial o totalmente el tejido perdido y regenera el complejo pulpa-
dentina. Esto es posible utilizando células madre mesenquimales,
andamios y factores bioactivos. El objetivo de esta investigacion es
comparar la distribucion espacial en el canal radicular del coagulo
y la membrana obtenida de la fibrina rica en plaquetas (PRF). Para
este proposito, se disefio un modelo de diente in vitro. Este modelo
correspondio a 30 dientes unirradiculares previamente instrumenta-
dos con un didmetro apical de 1.5 mm. El PRF se obtuvo mediante
el protocolo de Choukroun y se llevé el coagulo y la membrana al
canal radicular de los dientes instrumentados. Posteriormente, se
realizaron cortes en seccion longitudinal y se evalud la distribucion
espacial de los andamiajes en el canal radicular mediante microsco-
pia optica. El analisis estadistico de la distribucion de los andamios
se realizé mediante el programa STATA 13.

En esta investigacion podemos concluir que no hubo diferencias en
la distribucion espacial entre el codgulo y la membrana de PRF al
interior del canal radicular. El uso de los andamiajes de PRF podria
ser una alternativa apropiada para ser considerada en los procedi-
mientos de endodoncia regenerativa.

Palabras claves: Fibrina rica en plaquetas; Regeneracion Pulpar;
Andamiajes.

SUMMARY

One of the greatest challenges of endodontic practice is the res-
toration of tissues that have been lost due to pulp diseases or
periapical pathologies. In this scenario, the procedures of rege-
nerative endodontics appear as new treatment options. Tissue
engineering in endodontics partially or totally replaces lost tis-
sue and regenerates the pulp-dentine complex. This is possible
using mesenchymal stem cells, scaffolds, and bioactive factors.
The objective of this research is to compare the spatial distri-
bution in the root canal of the clot and the membrane obtained
from platelet-rich fibrin (PRF). For this purpose, anin vitro tooth
model was designed. This model corresponded to 30 uniradicu-
lar teeth previously instrumented with an apical diameter of 1.5
mm. The PRF was obtained by the Choukroun's protocol and
the clot and membrane were injected into the root canal of the
instrumented teeth. Subsequently, teeth sections were cut lon-
gitudinally and the scaffolds spatial distribution was evaluated
by optical microscopy. The statistical analysis of the scaffolds
distribution was carried out through the STATA 13 program.

In this investigation we can conclude that there was no diffe-
rence in the spatial distribution between the clot and the PRF
membrane inside the root canal. The use of PRF scaffolds could
be an appropriate alternative to be considered in regenerative
endodontic procedures.

Key words: Platelet-Rich Fibrin; Pulp Regeneration; Tissue
Scaffolds
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INTRODUCCION

Los procedimientos de endodoncia regenerativa (del inglés regene-
rative endodontic procedures, REP) conecta tres elementos princi-
pales, las células madre, los factores de crecimiento y andamiajes
(1,2). Las células madre son una herramienta prometedora para la
regeneracion de tejidos, debido a sus propiedades de proliferacion,
diferenciacion, inmunomodulacion y plasticidad celular (3). Otro
aspecto clave en regeneracion son los andamiajes, que deben pro-
porcionar un micro ambiente con propiedades fisico-quimicas y bio-
l6gicas, que imiten la matriz extracelular, permitiendo una funcion
optima de nutricion, adhesion, proliferacion y sefalizacion celular.
Este objetivo es posible incorporando células y factores de creci-
miento en el biomaterial tridimensional, que permita la prolifera-
cion y diferenciacion celular, cuyo resultado sera el desarrollo de un
tejide funcional normal (4,5).

La fibrina rica en plaquetas (del inglés platelet-rich fibrin, PRF) es
un concentrado de plaquetas de segunda generacion desarrollado
por Choukroun et al en Francia el afio 2001. PRF es definido como
un biomaterial autélogo compuesto por globulos blancos y plasma
enriquecido con fibrinarica en plaquetas, que se ha utilizado amplia-
mente para acelerar la curacion de tejidos blandos y biomineraliza-
dos en diferentes campos de la odontologia (6-8).

El uso de derivados plaquetarios como andamiaje, presenta dos
formas de manipulacion; una de ellas es el coagulo y la otra es la
membrana. El coagulo de PRF se obtiene inmediatamente después
del proceso de centrifugacion y se caracteriza por su consistencia
amorfa y gelatinosa. La membrana de PRF se obtiene al comprimir
el coagulo y eliminar los exudados, resultando una membrana rigida
y densa mas resistente que el codgulo (9,10).

Actualmente, una mayor comprensién con respecto al uso de con-
centrados de plaquetas autdlogos (del inglés Autologous Platelets
Concentrate, APC) y su papel en los procesos de curacion, ha llevado
al desarrollo de nuevos enfoques, en diferentes campos de la odon-
tologia. En particular, la fibrina rica en plaquetas y leucocitos (del
inglés Leucocyte-rich platelet-rich fibrin, L-PRF) tiene varias pro-
piedades que podrian ser muy favorables para los REP, incluida su
capacidad para actuar como andamiaje y proporcionar factores de
crecimiento, factores quimio tacticos y células (11).

En la Ultima década, se ha estudiado PRF para el cultivo celular tan-
to in vitro como in vivo, lo que sostiene que es Util como andamio
reabsorbible. Sin embargo, se necesitan estudios adicionales para
apoyar su uso clinico (12,13).

Encontrar el andamiaje ideal implica un desafio, particularmente en
endodoncia regenerativa, debido a la anatomia Unica y compleja del
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sistema de canales radiculares al interior del diente. Idealmente el
andamiaje debe ser inyectable y adaptable y rellenar completamen-
te los canales radiculares, especialmente en el tercio apical, para
funcionar como un soporte estructural para las células madre de la
region apical, posiblemente de la papila apical (del inglés stem cells
apical papilla, SCAP) (24). Al mismo tiempo, se ha descrito que en la
regeneracion de tejidos, el tamafio del tejido regenerado es propor-
cional al andamiaje utilizado (15,16).

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue comparar la distribucion
espacial en el canal radicular del coagulo y de la membrana obtenida
del PRF en un modelo de diente in vitro. A la fecha de esta investiga-
cion no hay evidencia cientifica en la que se compare la distribucion
espacial de coagulos y membranas de PRF en el canal radicular.

MATERIALES Y METODO

El disefio de esta investigacion corresponde a un estudio experimental
in vitro. El protocolo de esta investigacion obtuvo la aprobacion del Co-
mité de ética cientifico (CEC) de la Facultad de Odontologia de la Univer-
sidad de los Andes. La unidad muestral fueron 30 dientes provenientes
de individuos sanos de 18 a 60 afios de edad que asistieron al Centro de
Salud de San Bernardo (CESA) de la Universidad de los Andes y firma-
ron un consentimiento informado. Los criterios de inclusion correspon-
dieron a: dientes uniradiculares, y sin anomalias anatomicas. Fueron
excluidos dientes con fisuras, con rasgos de fracturas y con tratamiento
endodontico previo. Los dientes fueron extraidos por razones quirtrgicas
y/o de indicacion de ortodoncia, mediante procedimientos rutinarios de
exodoncia. Inmediatamente post extraccion, las muestras dentales se
mantuvieron en formalina al 10% para su posterior traslado al Centro de
Investigacion en Biologia y Regeneracion Oral (CIBRO) de la Universidad
de los Andes, para su procesamiento.

Modelo de dientes in vitro

Los dos grupos experimentales fueron 15 dientes con coagulo de PRF
y 15 con membrana de PRF. Se seccionaron los 30 dientes con un disco
de diamante (Galaxy Disco de Diamante + Mandril de Ortho Technolo-
gy) hasta el nivel amelo-cementario, para facilitar el acceso a los canales
radiculares y la instrumentacion apropiada a cada diente, estandarizado
hasta una longitud de 15mm. Posteriormente, se realizd la preparacion
de los canales con instrumentacion manual y mecanizada, de acuerdo a
la siguiente secuencia: 1) La cavidad de acceso se realizo con fresa Endo-Z
(AV 152X1 Dentsply-Maillefer, Suiza) para permitir un acceso preciso a los
canales radiculares y una instrumentacion adecuada. 2) El canal se per-
meabilizd con una lima K #10 (Zipperer 2smm, VDW, Munich, Alemania)
y se estimd la longitud de trabajo antes sefialada de 15mm. 3) Se realizd
preparacion quimica utilizando como irrigante 20 ml de hipoclorito de
sodio (NaOCl) al 5,25% vy se realizo preflaring cervical con fresas Gates-
Glidden nimero 1 (32mm CA 1X1 VDW, Munich, Alemania). 4) Una vez




finalizada la conformacion del 1/3 coronario del canal radicular se confir-
mo la permeabilidad del tercio apical del canal utilizando una lima K#10
(Zipperer 25mm, VDW, Munich, Alemania). 5) Los dientes se conforma-
ron con el sistema de limas Mtwo (VDW, Munich, Germany) hasta lima
40/o4, utilizando el motor Endo Rec/Rot Silver Vdw (VDW, Munich, Ale-
mania), siguiendo las indicaciones del fabricante para su uso. Para corro-
borar la estandarizacion del diametro apical a 1,5 mm se midio utilizando
una regla endodontica (Microdont, Brasil). Para asegurar este diametro
se ensanchd con limas manuales hasta lograr 1.5 mm en sentido antero-
posterior y mesio-distal. 6) Finalmente, se realizé un limado circunfe-
rencial con lima H # 4o (Zipperer 25mm, VDW, Munich, Alemania) para
regularizar la superficie y dejarla lo mas suave posible.

Desinfeccion de los dientes

Los dientes se desinfectaron con 2 mL de NaOCl al 1,5%y se agitaron en
un vortex durante 1 minuto, luego se centrifugaron a 1.700 rpm durante
2 minutos. Posteriormente, las muestras se sumergieron en otro tubo es-
téril que contenia una combinacion de 1 mL de NaOCl al 1,5%y 1 mL de
PBS (Buffer fosfato salino) 1x, después de lo cual se sometieron a vortexy
se centrifugaron nuevamente a 1700 rpm durante 2 minutos. Finalmente,
los dientes se colocaron en un nuevo tubo estéril con 2 mL de PBS 1Xy
se agitaron en vortex y se centrifugaron a 1700 rpm durante 2 minutos.

Preparacion de fibrinarica en plaquetas (PRF)

El andamiaje del PRF se preparo partir de una muestra de sangre de un
donante sano previa firma de un consentimiento informado. Las mues-
tras de sangre fueron de 10 mL y se obtuvieron en un tubo de vidrio sin
anticoagulante (Vacutainer ™Becton, Dickinson, USA). Inmediatamente
se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos en una centrifuga Het-
tich EBA 200, segun Dohan et al 2010. Después de la centrifugacion, se
retird el coagulo PRF del tubo con una pinza estéril y se cort con tijeras
estériles desde la base de la capa inferior de gldbulos rojos. El coagulo
se guardd en un tubo Falcon para posterior utilizacion. Para generar la
membrana, otro codgulo obtenido se compacto en una caja de PRF (Me-
dFlair instruments Co. Sialkot, Pakistan).

Implementacion de los dientes

Los canales radiculares se trataron con 3 mL de EDTA al 17% hasta inun-
dar el canal con una jeringa de tuberculina. El canal radicular fue secado
con conos de papel estériles #20. Luego, cada membranay codgulo PRF
se cortd con un bisturi estéril en pequefios pedazos de aproximadamente
3x3 mm para facilitar la introduccion al canal radicular. El codgulo de PRF
como membrana se introdujo en el canal radicular previamente instru-
mentado, ubicandolo debajo de la unién amelo-cementaria, utilizando
un compactador Machtou No 1-2, 3-4 (Dentsply-Maillefer, Suiza), que
permitio ejercer una presion adecuada en el canal radicular. Cada dien-
te se sumergio en medio de cultivo suplementado con a-MEM (Minimal
Eagle Medium, Invitrogen, Carlsbad, CA) para la hidratacién y se llevé a
estufa a 37 °C durante 24 horas. Después de 24 horas, un operador pre-

viamente calibrado realizé un corte longitudinal de dientes con un disco
de diamante. El diente se dividi6 en dos utilizando un elevador estéril con
movimiento en forma de palanca. Los tercios de los dientes se dividieron
en coronal, medioy apical (Figura 1). Para poder distinguir los andamiajes
al interior del canal, se inyectd 0,3 mL de Azul tripan (Sigma) durante un
minuto a los codagulos y membranas.

Figura 1. Esquema que muestra las divisiones seccionales del
diente correspondientes a los tercios dentales. (A) Cervical
(B) Medio (C) Apical. Lente macro, zoom Jptico 4x sin flash.

Evaluacion de la distribucion espacial

Se evaluaron dos cortes seccionales. Se eligio la seccion que contenia
el codgulo y membrana de PRF unido o adherido al canal en ambas mi-
tades del diente (Figura 2). Se observaron los cortes con el microscopio
Optico Zeiss Axioskop 50y se capturaron imagenes usando una cdmara
Canon Powershot A640 para evaluar la presencia y distribucion del coa-
guloy la membrana de PRF en los canales radiculares. Los pardmetros
de la cdmara se estandarizaron en el modo AV con un valor de apertura
de 8.0, zoom.

Figura 2. Cortes longitudinales tefiidos con azul tripan.
(A) Corte de diente que muestra el PRF adherido al canal
radicular. (B) Dos segmentos longitudinales de un diente con
PRF en el canal radicular. Magnificacion 2,5X.
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Distribucion del coagulo y la membrana de PRF

Para comparar la distribucion del coagulo y la membrana de fibrina
rica en plaquetas en el canal radicular se observo la distribucion de los
andamiajes en los tres tercios A, By C (Figura 1), tanto para el coagulo
como para la membrana de PRF, cada uno por separado en el mode-
lo in vitro. Se realiz6 un analisis de las fotografias tomadas con lente
macro 2.5X para identificar la distribucion del codgulo y membrana de
PRF. Ademas se identifico la presencia de espacios libres en los tercios
de la raiz; es decir, aquellos sitios del canal radicular no ocupados por
la membrana o coagulo. Se asignoé en forma arbitraria un valor de 1
cuando el andamiaje estaba presente en el tercio correspondiente, y
un valor de cero cuando no estaba presente.

Se consideraron los resultados obtenidos por los tercios de los cor-
tes longitudinales en el canal radicular.

Un segundo analisis fue la falta de continuidad entre las paredes
del canal y el codgulo o membrana, es decir, se observé ocupacion
parcial o interrumpida del canal radicular. Se asigné un valor a cada
tercio segun las siguientes categorias:

1= presencia de espacios libres.

0 =no presencia de espacios libres.

En ambos casos se realizé una sumatoria de todos los tercios tanto
para la ausencia como con la presencia de espacios en el conducto
radicular, obteniendo el porcentaje equivalente a la muestra total.
Finalmente se procedid a realizar un analisis estadistico de los por-
centajes de distribucion de los andamiajes en los tercios del con-
ducto radicular mediante el test Mann-Whitney con un intervalo de
confianza del 95% mediante el programa STATA Version 13.

RESULTADOS

Utilizando las 30 muestras de dientes, se analizaron go imagenes (Fi-

Figura 4. Imagenes microscopicas de la membrana de PRF
en el canal radicular. (A) Tercio apical (B) Tercio medio(C)
Tercio cervical. La membrana de PRF se distribuye en todos los
tercios del canal radicular del diente. Magnificacién 2,5x.

Los dientes analizados correspondian al 100% con una distribucion
adecuada del codgulo y lamembrana de PRF en los tres tercios del ca-
nal radicular (apical, medio y cervical). Por lo tanto, podemos concluir
que no hay diferencias en la distribucion espacial del coagulo y de la
membrana de PRF en el canal radicular (Tabla 12).

Tablal. Analisis comparativo que muestra el % de muestras
analizadas con coagulo y membrana de PRF.

Se realizd un analisis estadistico de las muestras para determinar la
presencia de espacios vacios entre el codgulo o la membrana PRF con
los bordes del canal radicular en las zonas apical, medio y cervical (Ta-
bla 2). Comparando la presencia de estos espacios en ambos grupos
experimentales, se percibe una tendencia de un menor porcentaje de
espacios libres o vacios en el conducto radicular en el tercio cervical,
medio y apical del codgulo de PRF.

qUras 3V &)

Figura 3. Imagenes microscoépicas del coagulo de PRF en el

canal radicular. (A) Tercio apical (B) Tercio medio(C) Tercio

cervical. El coagulo de PRF se distribuye en todos los tercios
del canal radicular del diente. Magnificacion 2,5x.
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Tabla 2. Analisis comparativo que muestra el porcentaje de
muestras que evidencian la presencia de espacios vacios entre
el andamio y el canal radicular,considerando los tercios apical,

medio y cervical.




DISCUSION

A la fecha no existen estudios similares a éste. Se presentan varias
referencias de la literatura que estudian los factores de crecimiento,
estructura y propiedades de la membrana y el coagulo de PRF. Do-
han y colaboradores en 2010 evaluaron en el tiempo los factores de
crecimiento liberados por las plaquetas del PRF, diferenciando las
fracciones obtenidas a distinto tiempo de obtencion de las mues-
tras (9). La comparacion de estos datos muestra que el exudado de
coagulo inicial puede ser rico en factores de crecimiento y, por lo
tanto, la eliminacion de este exudado podria disminuir las cantida-
des de factor de crecimiento dentro de la membrana (6)(27). Nuestra
propuesta es irrigar con este mismo exudado la membrana, para no
perder estos factores de crecimiento.

Bajo las condiciones experimentales en las que se realizo este es-
tudio, se encontré que la manipulacion de la membrana PRF es
mas dificil de introducir al interior del canal, ya que pierde su exu-
dado, lo que puede causar su adhesion a las paredes interiores del
conducto del diente. Esto no ocurre con el coagulo de PRF, que
es mas facil de manejar para la colocacién dentro del diente. Se
sugiere un estudio que evalUe la variable de tiempo de trabajo uti-
lizada, tanto en la preparacion como en el manejo del coaguloy la
membrana de PRF.

Otro aspecto importante a considerar es el corte seccional longi-
tudinal del diente, que en algunos casos rompio la fibrina y esta se
despego; por lo tanto, es un desafio buscar otra manera de cortar
los dientes, para permitir que la membrana y el coagulo de PRF
permanezcan adheridos al canal radicular.

La bUsqueda de matrices de transporte celular o de andamiaje en
ingenieria de tejidos es un desafio que persiste. La fibrina rica en
plaquetas es una de las herramientas mas estudiadas en la actua-
lidad, ya que imita una matriz autodloga, es facilmente disponible y
de bajo costo (7,11,18).

Este estudio no mostré diferencias en la distribucion entre el
coagulo y la membrana en el canal radicular del diente. El anali-
sis microscopico de la distribucion de PRF mostrd que todas las
muestras en este andamio tienen una distribucion satisfactoria en
los tres tercios del canal radicular, de acuerdo con la metodologia
utilizada en esta investigacion.

Comparando la presencia de espacios en ambos grupos experi-
mentales, es posible observar que en el tercio cervical, medio y
apical el coagulo de PRF tiene un menor porcentaje de espacios
libres en comparacion a la membrana (Tabla 2).

A pesar de las limitaciones mencionadas anteriormente, los resulta-
dos obtenidos en este estudio nos permiten recomendar el uso de
coagulos o membranas de PRF. El uso de PRF podria ser una matriz
adecuada para procedimientos endoddnticos regenerativos.

En pacientes con dientes permanentes y apice cerrado, se reco-
mienda el uso de coagulos de PRF, ya que un resultado deseable
fue que el andamiaje alcanza a ocupar el tercio apical y puede ser-
vir como andamiaje para células madre de la papila. De acuerdo
con esto, este estudio mostré un menor porcentaje de espacios del
codgulo en el canal radicular en comparacion con la membrana
PRF (60% frente a 73.3%). En un diente inmaduro diagnosticado
con periodontitis apical asintomatica, se sugiere el uso de la mem-
brana de PRF, ya que ésta distribuye adecuadamente en todos los
tercios de los dientes.

CONCLUSION

En esta investigacion podemos concluir que no hubo diferencias en
la distribucion espacial entre el coagulo y la membrana de PRF al
interior del canal radicular. El uso de los andamiajes de PRF podria
ser una alternativa apropiada para ser considerada en los procedi-
mientos de endodoncia regenerativa.
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