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RESUMEN

EFECTO DE LA N-ACETILCISTEINA SOBRE LA VIABILIDAD Y
PROLIFERACION DE CELULAS MADRE DE ORIGEN PULPAR EN
ESFEROIDES 3D

Antecedentes: La N-acetilcisteina (NAC), un profadrmaco de cisteina y
precursor del glutation (GSH), inhibe la inflamacién/sefializacion de
NF-kB y la expresion de citocinas proinflamatorias. Debido a estas
propiedades, la NAC podria utilizarse en la terapia pulpar vital (TPV).
Objetivo: Evaluar el efecto in vitro de NAC sobre la viabilidad y
proliferacién de esferoides de células madre de pulpa dental humana
(DPSCs). Metodologia: El efecto de NAC sobre la viabilidad en cultivo
monocapa de DPSC se determind con el ensayo Alamar blue, la
concentracion citotéxica 50 se evalu6 utilizando las concentraciones
de 01mM, 0.5mM, 1mM, 1.83mM, 2.5mM y 3 mM) en tres tiempos
diferentes (24h, 48h y 72h). La caracterizaciéon morfoldgica de los
esferoides de DPCS se determiné con analisis de imagenes utilizando
el software AnaSP2 para evaluar la homogeneidad morfolégica. Los
cambios en los pardmetros morfolégicos se midieron antes y después
del tratamiento con NAC durante 72h en los esferoides. Todos los
experimentos se realizaron por sixtiplicado y se repitieron dos veces.
Se utiliz6 el software GraphPad Prism para las graficas y para
determinar la media y la desviacién estandar. Resultados: En los
parametros de morfologia evaluados en los esferoides de DPSCs se
evidencia cambios significativos en area, volumen y perimetro
incrementando significativamente entre los esferoides pretratados y
postratados con NAC a 1,83Mm durante 72h. Conclusiones: La NAC
incrementa la viabilidad y proliferacion celular en esferoides de DPSCs
segun los resultados obtenidos. Se hace necesario evaluar sobre este
modelo experimental mas concentraciones para identificar la que
mejor promueva la viabilidad y proliferacion celular.

Palabras clave: N-Acetilcisteina, células madre de pulpa dental,
proliferacidn, formacidn de esferoides.



ABSTRACT

EFFECT OF N-ACETYLCYSTEINE ON THE VIABILITY AND
PROLIFERATION OF DENTAL PULP STEM CELLS IN 3D SPHEROIDS

Background N-Acetylcysteine (NAC) a cysteine prodrug and
glutathione (GSH) precursor, inhibits inflammation/NF-kB signaling
and expression of proinflammatory cytokines. Possessing antimicrobial
property and exerts anticarcinogenic and antimutagenic effects against
certain types of cancer. Due to these properties, NAC could be used in
vital pulp therapy (VPT). Aim Evaluate the in vitro effect of NAC on the
viability and proliferation of human dental pulp stem cell (DPSCs)
spheroids. Methods The effect of NAC on viability of monolayer culture
of DPSCs was determined by Alamar blue assay, the cytotoxic
concentration 50 will be evaluated using different concentrations (01,
0.5,1, 1.83, 2.5 and 3 mM) in three different times (24h, 48h and 72h).
The morphological characterization of DPCSs spheroids was determined
with image analysis using AnaSP2 software were used to achieve
morphological 2D and 3D (volume, sphericity, solidity, convexity)
parameters to assess morphological homogeneity. Changes in
morphological parameters will be measured before and after NAC for
72h treatment on the DPSC spheroids. All experiments was done in
sixtiplicates and repeated two times. GraphPad Prism software was used
for the graphys and for determined the mean and standard desviation.
Results In the morphology parameters evaluated on spheroids of
DPSCs, significant changes in area, volume and perimeter are evidenced,
increasing significantly between the spheroids pre-treated and post-
treated with NAC at 1.83Mm for 72h. Conclusions: NAC increases cell
viability and proliferation in spheroids of DPSCs according to the results
obtained. More studies are required to evaluate more concentrations of
NAC with this experimental model and the study of other variables such
as differentiation to be able to use NAC in VPT.

Key words: N-acetylcysteine, Dental pulp stem cells, Proliferation,
spheroid formation



Introduccion

La N-acetilcisteina (NAC)es un profarmaco de cisteina y precursor del glutation (GSH),
se ha empleado durante décadas en la practica clinica como agente mucolitico y para el
tratamiento de trastornos asociados con la deficiencia de GSH. Otras actividades
terapéuticas de NAC incluyen; la inhibicién de la inflamacién, la sefializaciéon de NF- kB
y la expresion de citoquinas proinflamatorias. La N-acetilcisteina también es un
compuesto no antibiético que posee propiedades antimicrobianas y ejerce efectos
anticancerigenos y antimutagénicos contra ciertos tipos de cancer. Recientemente, se
ha sugerido que NAC por sus actividades bioldgicas y farmacolégicas podria ser un

medicamento potencial para uso en la terapia pulpar vital (TPV).

En el tejido pulpar existe una poblacién de células madre mesenquimales (DPSC, por
sus siglas en inglés) que después de una TPV implica su migracién al sitio de la lesion,
proliferacién y diferenciacién a odontoblastos secundarios, seguido de un proceso de
dentinogénesis y formacién de un puente dentinario sobre la pulpa expuesta (Omidi et
al., 2020). En los ultimos afios con los avances en enfoques moleculares y regenerativos
en endodoncia, se sabe que la regeneracion del complejo pulpo-dentinal después de una
TPV podria verse afectada por las propiedades biolégicas de los materiales actualmente
empleados, por esto, considerando las actividades biolégicas y farmacoldgicas

potencialmente importantes de la NAC se propone como agente terapéutico en TPV.

Se ha demostrado que los esferoides tienen una alta similitud de un modelo in vivo,
estos son una organizacion de células tridimensional que logran simular en gran
medida el ambiente in vivo que representan la sefializacidn célula-célula y célula-matriz
extracelular, interacciones que modulan procesos esenciales para la célula como su
proliferacién, supervivencia y secrecion de diferentes factores propios del
microambiente celular. En la vida real, la formacién de esferoides es el comienzo del
desarrollo del embrién. Bajo ciertas condiciones en cultivo, las células permanecen o
migran juntas y forman una estructura redonda similar a una esfera. El cultivo de
esferoides en 3D puede proporcionar una estrategia para aislar y enriquecer la

poblaciéon de células madre a partir de DPSCc heterogéneas, por esto se ha demostrado



que son los modelos experimentales mas reales que optimizan la prediccion en términos de

eficacia terapéutica y reproducibilidad in vivo.

Diversos materiales y medicamentos han sido evaluadas en cultivos celulares monocapa que
no presentan los mismos resultados frente a su evaluacién en modelos in vivo, por esto se
pretende emplear los esferoides de DPSC como una aproximacion, dado que logran simular
algunas caracteristicas del tejido pulpar in vitro, convirtiéndose en una alternativa robusta y
confiable para evaluar aspectos relacionados con la viabilidad, proliferacién, diferenciacién
celular. Pretendiendo asi, aportar en la investigacién del descubrimiento de medicamentos

de origen natural y su evaluacién para el tratamiento de la TPV



2. Marco tedrico

La N-acetilcisteina (NAC), como medicamento seguro y econdémico, es comercialmente
accesible desde hace mucho tiempo. NAC es un farmaco mucolitico bien tolerado que modera
las secreciones mucosas adheridas y mejora la actividad del glutation S-transferasa. Durante
la administracién oral, la reaccién de desacetilaciéon de NAC ocurre mientras pasa por el
intestino delgado y también por el higado, por lo que su biodisponibilidad se reduce al 4-
10%. NAC estimula la biosintesis de glutation, promueve la desintoxicaciéon y actta
directamente como eliminador de radicales libres. Es un poderoso antioxidante y una posible
opcion de tratamiento para enfermedades caracterizadas por la generacion de radicales

libres de oxigeno. (Mokhtari et al., 2017).

La cavidad bucal es el primer punto de entrada para diferentes formas de agresiones
ambientales, que incluyen sustancias quimicas tdxicas, infecciones microbianas y lesiones
mecanicas. Estas agresiones generan estrés oxidativo, inducen inflamacién e incluso pueden
iniciar el cancer. (Moon et al,, 2016) Algunos materiales dentales, como resinas, metales y
ceramicas, son citotdxicos y tienen el potencial de inducir estrés oxidativo, dafio del ADN,
reacciones inflamatorias y muerte celular por apoptosis. Las alteraciones en la regulacion de
las respuestas inflamatorias del huésped a la infeccidn bacteriana en la pulpa dental y los
tejidos periodontales dan como resultado pulpitis y periodontitis (Kaufman G & Skrtic D,
2020). Las tensiones mecanicas producidas durante las actividades masticatorias
fisiologicas, el movimiento dental ortoddncico o el traumatismo oclusal, asi como las
tensiones térmicas provocadas por la preparacion de la cavidad del diente, la polimerizacién
de resina iniciada por la luz o la irradiacién laser, pueden crear tensiones oxidativas y
reacciones inflamatorias en la pulpa dental, lo que resulta en la necrosis pulpar (Rushworth
& Megson, 2014). Por tanto, existe la necesidad de disminuir eficazmente la toxicidad
xenobidtica, neutralizar el estrés oxidativo, matar patégenos invasores y eliminar las
respuestas inflamatorias. Debido a las actividades biolégicas y farmacolégicas
potencialmente importantes, la NAC se ha postulado como agente terapéutico en el cuidado

de la salud oral.



Actividad anti-inflamatoria:

El factor de transcripcion NF- k B juega un papel critico en muchos aspectos de la cascada de
inflamacion y la respuesta inmune al regular la expresion de genes. El efecto antiinflamatorio
de NAC esta asociado con la disminucidén de la actividad de NF-k B; NAC suprime la
ubiquitinacion y degradacion de I- k B (un inhibidor de NF- k B) y, por lo tanto, bloquea la
translocaciéon y activacion nuclear de NF-kB. La N-acetilcisteina también modula las
actividades de transcripcién a través de varias vias que involucran c-Fos / c-Jun, STAT e

inhibidores de ciclina (Rushworth & Rushworth, 2014; Pinar et al,, 2016; Pei et al., 2018).

Enlainflamacidn oral, NAC previene la expresion de citocinas proinflamatorias inducidas por
lipopolisacaridos, como interleucina-1 f (IL-1 £ ), IL-6 e IL-8, factor de necrosis tumoral alfa
(TNF- a) y factor de crecimiento transformante § (TGF- ) en macroéfagos y fibroblastos
gingivales. Los materiales de resina restauradora pueden causar respuestas inflamatorias
por activacion de monocitos y cambios en los niveles de citocinas liberadas. Esto se
demuestra por el aumento de los niveles de citocinas proinflamatorias en el liquido
crevicular gingival. La N-acetilcisteina se ha utilizado para prevenir la inflamacién en

estudios de citotoxicidad de materiales resinoso. (Pinar et al., 2016)

Actividad antimicrobiana:

Aunque NAC no es antibiético posee actividades antimicrobianas y descompone las
biopeliculas bacterianas de patégenos medicamente relevantes atacando a microorganismos
como Actinomyces naeslundii y Enterococcus faecalis agentes de enfermedadedas
endodonticas, Lactobacillus salivarius, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis que
son agentes de patologia cariogenica que son todos Gram + y alguno Gram - como
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Klebsiella
pneumoniae que estdn involucrados en patologias endodonticas. (Rushworth & Rushworth,
2014; Moon et al,, 2016; Mokhtari et al., 2017). Estas caracteristicas hacen que sea un
medicamento potencial para el manejo de patologias orales, en donde haya formacién de

biopeliculas polimicrobianas, que puede ser capaz de descomponer.



Actividad antioxidante:

El estrés oxidativo intracelular ocurre cuando se producen especies reactivas de oxigeno
(ROS) / especies reactivas de nitrégeno (RNS) mas alla de la capacidad antioxidante de la
célula. El estrés oxidativo excesivo da como resultado la modificacién oxidativa de proteinas,
lipidos, ADN y la posterior muerte celular. Este proceso contribuye a numerosas condiciones
patoldgicas, incluidas las enfermedades orales. (Santus et al., 2014; Mokhtari et al., 2017; Pei
et al.,, 2018). Los antioxidantes, naturales o sintéticos, son eficaces para disminuir los efectos
acumulativos del estrés oxidativo y la NAC es de particular interés. La N-acetilcisteina es un
antioxidante directo que interactiia con los grupos electrofilicos de radicales libres a través
de su cadena lateral de tiol libre. Debido a que el NAC reacciona rapidamente con el radical
hidroxilo (OH), el diéxido de nitrégeno (NO2) y el ion triéxido de carbono (CO 3), desintoxica
las ROS producidas por los leucocitos. Aunque el NAC no reacciona directamente con el 6xido
nitrico (NO), reacciona con su forma reducida y protonada, el nitroxilo (HNO). Ademas, NAC
quela iones de metales de transicién como Cu 2+ y Fe 3+, asi como iones de metales pesados
como Cd 2+, Hg 2*y Pb 2+, a través de su cadena lateral de tiol para producir complejos. Este
proceso de quelacion facilita la eliminacion de estos iones metalicos del cuerpo. (Santus et

al, 2014).

Ademas de su funcién como antioxidante directo, NAC también funciona como antioxidante
indirecto. La accion antioxidante indirecta de la NAC se basa en la reposiciéon de GSH
intracelular, el principal antioxidante del cuerpo con funciones celulares versatiles. Teniendo
en cuenta el potencial antioxidante del GSH y las concentraciones muy bajas de NAC dentro
de las células, es probable que los efectos antioxidantes predominantes del NAC estén
asociados con el mantenimiento de los niveles de GSH en el entorno intracelular. (Kan et al,,

2016).

Actividad anticancerigena:

Otra propiedad que se atribuye a este medicamento es la actividad anti carcinogénica, porque
tiene la capacidad de modular la genotoxicidad, la oncogenicidad y los procesos de

progresion de tumores porque induce a la reparacion del ADN, atentia a ROS genotdxicos,



modula el metabolismo y las vias mitocondriales que inducen a la reparacion del DNA,
mantiene la viabilidad celular porque regula los mecanismos de apoptosis porque tiene

influencia sobre el ciclo celular, lo que también detiene las metastasis. (MONN et al., 2012).

Los esferoides multicelulares (MSC): Un modelo in vitro para la evaluacién de fdrmacos

Los MSC son agregados tridimensionales de células que logran simular en gran medida el
ambiente in vivo que representan la sefializacion célula-célula y célula-matriz extracelular
(ECM), interacciones que modulan procesos esenciales para la célula como su proliferacion,

supervivencia y secrecion de diferentes factores propios del microambiente.

El cultivo de células 2D (es decir, el cultivo en monocapa) se usa convencionalmente en las
pruebas de candidatos a farmacos in vitro ; sin embargo, las limitaciones del cultivo en
monocapa sugieren considerar un método alternativo. Estas limitaciones incluyen la falta de
sefalizacion célula-célula y célula-matriz extracelular (MEC) que se produce en el entorno in
vivo 3D (MSC) donde dichas sefiales son esenciales parala diferenciacién celular,
proliferacién y una variedad de funciones celulares (Breslin Sy O’Driscoll., 2013). Un ejemplo

de ellos pueden ser las integrinas , que son receptores de superficie celular, anclan las células

a la MEC y también participan en la interpretacion celular de las sefiales bioquimicas de su
entorno local. Es probable, por lo tanto, que los ensayos celulares en 3D sean mas analogos
y, por lo tanto, mas predictivos de eventos in vivo en comparaciéon con cultivos en 2D mas
simplificados en los que las vias de sefializacion esenciales pueden haberse perdido o
comprometido (Breslin & O’Driscoll, 2013; Angela Fonseca-Benitez et al., 2022). Segin
Breslin & O’'Driscoll (2013) se sugiere que en los modelos de investigacion y en el estudio de
farmacos los MSC son los ideales para cerrar la brecha entre los cultivos en monocapa y los

estudios en modelos animales .

3. Planteamiento del problema


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/integrin
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-surface-receptor

La terapia pulpar vital (TPV) es un tratamiento conservador que implica la eliminacion de
irritantes locales y posteriormente emplear un material protector directa o indirectamente
sobre la pulpa, cuyo principal objetivo es mantener el tejido pulpar sano (Ghoddusi et al,,
2013). La vitalidad pulpar es sumamente importante para la viabilidad del diente, ya que
aporta nutricién y actiia como biosensor para detectar estimulos patégenos. Ademas, el
deposito de dentina secundaria continuara en la pulpa vital preservada. Como se conoce
hasta la actualidad, existe una poblacién de células madre que se encuentran en el tejido
pulpar que después de una TPV implica su migracién al sitio de la lesién y diferenciacién a
odontoblastos secundarios, seguido de un proceso de dentinogénesis y formaciéon de un
puente dentinario sellado sobre la pulpa expuesta (Omidi et al., 2020). En los dltimos afios
con los avances en enfoques moleculares y regenerativos en endodoncia, se sabe que la
regeneracion del complejo pulpo-dentinal después de una TPV podria verse afectada por las

propiedades bioldgicas de los materiales usados (Kearney et al., 2018; Omidi et al., 2020).

Los materiales actuales de TPV contemplan el tradicional hidréxido de calcio, que debido a
su pH alcalino, tiene accién antimicrobiana y promueve la formacién de tejido duro similar a
la dentina, no obstante, existen preocupaciones vigentes con respecto a su solubilidad a largo
plazo y a la falta de adhesion a la dentina se han sugerido otros materiales. El hidréxido de
calcio tiene otras limitaciones, ya que la barrera reparadora de tejido duro formada debajo
de este material es generalmente incompleta, con los defectos resultantes asociados a
menudo con inflamacioén o necrosis pulpar (Ghoddusi et al., 2013), por ejemplo el TheraCal,
que es un material de silicato tricalcico en un monémero hidrofilico, estimula la sintesis de
hidroxiapatita y un puente dentinario secundario a través de liberacion de calcio y su pH
alcalino, de forma similar al mecanismo de accion del hidréxido de calcio, sin embargo,
estudios como el de Jeanneau et al.,(2017) se demostré que este medicamento tiene efectos
toxicos sobre fibroblastos de pulpa dental (Jeanneau et al.,, 2017), Collado-Gonzalez et al.,
(2017) demostré que sobre células madre aisladas de dientes primarios exfoliados humanos
este medicamento induce a una baja viabilidad celular, casi nula (Collado-Gonzalez et al,,

2017).



Por otra parte, el Agregado de Tri6xido Mineral (MTA), como cemento a base de silicato de
calcio se ha convertido en el material de eleccion para el recubrimiento pulpar directo en las
ultimas décadas. Su mecanismo de accién es similar al del hidréxido de calcio, lo que conduce
ala formacion de un puente calcificado. Sin embargo, el MTA tiene algunas desventajas, como
un tiempo de fraguado prolongado, dificil manipulacién, decoloracién del diente y precios
elevados (Torabinejad et al.,, 2018). Debido a estas desventajas, se han introducido en el
mercado nuevos cementos a base de silicato de calcio como CEM y Biodentine. En el estudio
de Kiicilikkaya et al.,(2016) se evalué los efectos de MTA, CEM y Biodentine después de
diferentes tiempos de incubacidn fibroblastos con del ligamento periodontal humano. En los
resultados obtenido en este estudio se encontr6 que el MTA y CEM presentaron mas del 90%
de viabilidad celular después de 24 y 48 h de incubacion; sin embargo, la viabilidad celular
se redujo significativamente después de 72 horas de incubacién. Biodentine mostré una
viabilidad celular significativamente menor (73%) después de 24 horas de incubacién
(Ktigiikkaya et al, 2016). Ademdas, Mozayeni et al, (2012).reportaron una mayor
citotoxicidad del cemento CEM en comparacion con MTA en fibroblastos L929 en tres

diferentes tiempos; alas 1, 24 y 168 h (Mozayeni et al., 2012).

Asi, se puede destacar que las preocupaciones recientes y la naturaleza destructiva del
tratamiento dental conducen a desarrollar metodologias de tratamientos regenerativos
promoviendo soluciones restauradoras de base biolégica guiada por células madre que
migran al sitio de la lesion, las cuales deben proliferar y diferenciarse a odontoblastos que
sean capaces de sintetizar matriz dentinal. Fundamentalmente, el volumen del tejido dentinal
formado y su calidad dependen de las propiedades del material aplicado, de su mecanismo
de accidn y de su concentracion (Kearney et al., 2018); sin embargo, actualmente muchos de
los materiales dentales disponibles estan limitados por su citotoxicidad, accion inespecifica,
mala manipulacidn y capacidad reparadora impredecible (Ghoddusi et al., 2013; Kearney et
al., 2018). Por lo tanto, se hace necesario estudiar nuevos materiales dirigidos a los procesos
de regeneracion pulpar, que eviten la necesidad de un tratamiento endoddntico involucrando

la pulpectomia total. Una posible solucién es emplear la N-acetilcisteina (NAC).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=K%C3%BC%C3%A7%C3%BCkkaya+S&cauthor_id=26904364

La NAC es un farmaco, que se obtiene a partir de una modificaciéon del aminoacido L-cisteina,
es precursor de glutation que ayuda a eliminar radicales libres y iones metalicos complejos,
por lo que actiia como antioxidante. Tiene propiedades mucoliticas, es decir tiene la
capacidad de destruir estructuras quimicofisicas de la secrecién bronquial anormal
disminuyendo la viscosidad, rompiendo los enlaces disulfuro de estas secreciones por lo que
es empleado ampliamente en enfermedades respiratorias (Pei et al., 2018). Posee actividad
anti-inflamatoria porque tiene la capacidad de inhibir a NF-KappaB y modula la sintesis de
citoquinas proinflamatorias como la IL8, IL9, IL1BETA inducidas o formadas por los
lipopolisacaridos en células fagociticas y en fibroblastos gingivales, y aunque no es
antibiético, posee actividades antimicrobianas y descompone las biopeliculas bacterianas de
patégenos medicamente relevantes atacando a microorganismos como; Actinomyces
naeslundii y Enterococcus faecalis agentes de enfermedadedas endodonticas, Lactobacillus
salivarius, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis que son agentes de patologia
cariogenicay como Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae tambien involucrados en patologias endoddnticas. Estas
caracteristicas hacen que sea un medicamento potencial para el manejo de patologias orales,
en donde haya formaciéon de biopeliculas polimicrobianas, que puede ser capaz de

descomponer (Moon et al., 2016).

Otra propiedad que se atribuye a este medicamento es la actividad anti carcinogénica, porque
tiene la capacidad de modular la genotoxicidad, la oncogenicidad y los procesos de
progresion de tumores porque induce a la reparacion del ADN, atenda a ROS genotoéxicos,
modula el metabolismo y las vias mitocondriales que inducen a la reparacion del DNA,
mantiene la viabilidad celular porque regula los mecanismos de apoptosis ya que tiene
influencia sobre el ciclo celular, lo que también detiene las metastasis (Moon et al., 2016; Pei

etal, 2018).

Segun lo reportado por Lin et al NAC aumenta la tasa de proliferacion de las Células madre
mesénquimales aisladas de la médula 6sea y el tejido adiposo, sin signos de envejecimiento
celular, al tiempo que conserva la capacidad de las células para diferenciarse (Komada et al.,
2012). Por el contrario, NAC segun lo reportado por Sato et al inhibi6 la proliferacion

de fibroblastosy células epiteliales de la mucosa de lacavidad oral de una manera


https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/medicine-and-dentistry/cellular-senescence
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/medicine-and-dentistry/cellular-senescence
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/medicine-and-dentistry/fibroblast
https://www-sciencedirect-com.ezproxy.unal.edu.co/topics/medicine-and-dentistry/oral-cavity

dependiente de la dosis. Por tanto, para obtener un efecto deseable, es decir, la estimulacion
del crecimiento celular, se deben probar diferentes concentraciones de NAC para el tipo de

célula especifico (Sato et al., 2009).

Respecto a la pulpa dental, seguin lo reportado por Kojima et al (2008), al incorporar NAC en
resinas compuestas evita la muerte y restaura el crecimiento de células madre de pulpa
dental de rata (DPSC) in vitro cuando esas resinas se usaron como superficie de crecimiento.
La NAC también inhibi6 la apoptosis y promovio la diferenciacion osteogénica in vitro de las
células de la pulpa dental de ratas adultas y humanas al aumentar los genes de diferenciacion

(Kojima et al., 2008).

Para mejorar el desarrollo y el estudio de los farmacos mediante el cultivo 3D, se debe
considerar la unidad funcional de los tejidos en lugar de las células individuales, limitacion
que encontramos presente en los cultivos monocapa (2D). El tejido Pulpar tiene una
arquitectura celular. Estas células tienen contactos especializados entre ellas, una morfologia

polarizada y estan unidas a una membrana basal subyacente . El mantenimiento de estas

caracteristicas es esencial para la funcién normal del tejido, incluyendo la proliferacion,
diferenciacién y supervivencia. Por lo tanto, el uso de cultivo celular 3D, que permite el
crecimiento de cultivos 3D multicelulares pueden homologar las caracteristicas esenciales

del tejido, en este caso el tejido pulpar.

En la actualidad, no existe literatura cientifica que haya reportado la concentracion de NAC
que favorezca la viabilidad y proliferacion de células madre de origen pulpar en esferoides
3D. Por lo tanto, nuestra pregunta de investigacion es: ;Cual es la concentracion de NAC
requerida para estimular la viabilidad y proliferacion celular en esferoides 3D de células

madre de origen pulpar in vitro?

4. Justificacion
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La NAC posee efectos terapéuticos sobre una amplia gama de trastornos. Estos trastornos
incluyen fibrosis quistica, intoxicacion por paracetamol, enfermedad pulmonar obstructiva
cronica, bronquitis cronica, cardiotoxicidad inducida por doxorrubicina, infeccién por virus
de inmunodeficiencia humana, toxicidad por metales pesados y trastornos psiquiatricos /
neuroldgicos. (Pei et al.,, 2018), he incluso recientemente se ha empleado como farmaco que
contribuye a contrarrestar sintomas asociados a la enfermedad de Covid 19. Al ser un
derivado N-acetilo del aminoacido L-cisteina, NAC es un profarmaco de cisteina y un
precursor del glutatién (GSH) que ayuda a eliminar los radicales libres y unir los iones

metalicos en complejos.

Debido a que la NAC posee actividad antiinflamatoria a través de la inhibicién del factor
nuclear kappa-potenciador de la cadena ligera de las células B activadas (NF-kB) y la
modulacién de la sintesis de citocinas proinflamatorias , se ha utilizado para modular el
estrés oxidativo y la inflamacién en enfermedades relacionadas (Pinar et al., 2016). Aunque
NAC no es un antibiético, posee propiedades antimicrobianas y descompone las biopeliculas
bacterianas de patégenos médicamente relevantes (Moon et al., 2016). Estas caracteristicas
hacen que la NAC sea un candidato potencial para el manejo de enfermedades de origen

endodontico (Moon et al.,, 2016; Debeljak et al., 2016; Pei et al., 2018).

La cavidad bucal es el primer punto de entrada para diferentes formas de agresiones
ambientales, que incluyen sustancias quimicas téxicas, infecciones microbianas y lesiones
mecanicas. Estas agresiones generan estrés oxidativo, inducen inflamacién e incluso pueden
iniciar el cancer. Algunos materiales dentales, como resinas, metales y ceramicas, son
citotéxicos y tienen el potencial de inducir estrés oxidativo, dafio del ADN, reacciones
inflamatorias y muerte celular por apoptosis (Moon et al., 2016). Las alteraciones en la
regulacion de las respuestas inflamatorias del huésped a la infeccidn bacteriana en la pulpa

dental dan como resultado pulpitis y subsecuentemente la necrosis pulpar.

Por tanto, existe una necesidad en las células y en los tejidos orales de desintoxicar
eficazmente, neutralizar el estrés oxidativo, matar patogenos invasores y eliminar las
respuestas inflamatorias.A la luz de sus actividades biolégicas y farmacoldgicas

potencialmente importantes, la NAC se ha defendido como agente terapéutico potencial en

11



tratamientos de TPV. Asi mismo lo reporta Yanping Pei et al,(2018) donde se argumenta que
debido a sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, antimicrobianas,
anticancerigenas, su actividad biologica y su capacidad para eludir los mecanismos de
progresion de la enfermedad lo convierten en un agente terapéutico potencial para la
intervencion en trastornos pulpo-dentinales (Pei et al, 2018). Por lo que se requiere mas
investigaciones, tales como identificar la concentraciéon adecuada que potencie sus
propiedades y mecanismos de accién modulando de esta forma la viabilidad, proliferacién y
diferenciacién de las células madre de origen pulpar hacia linaje odontoblastico y asi se
propicie laregeneracién pulpo dentinal. Se han realizados estudios que han evaluado algunas
de estas variables anteriormente mencionadas, no obstante, esto se ha realizado en cultivos
monocapa de diferentes tipos celulares, no se han reportado estudios que empleen el modelo

de esferoides 3D, que se aproximan mas al comportamiento in vivo del tejido pulpar.

6. Objetivos

6.1 Objetivo general: Evaluar el efecto in vitro de NAC sobre la viabilidad y proliferacion de

esferoides de células madre de pulpa dental humana.

6.2 Objetivos especificos:
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Hallar la concentracion citotoxica 50 en cultivo monocapa de células madre de pulpa para
elegir las concentraciones a evaluar sobre los esferoides.
Preparar esferoides de células madre de pulpa dental

Evaluar la viabilidad y proliferacion celular en esferoides de células madre de pulpa dental.

7. Metodologia del Proyecto

7.1 Tipo de estudio: Experimental in vitro

7.2 Métodos y técnicas para la recoleccion de la informacién (Materiales y métodos):

7.2.1 Cultivo de células DPSC en monocapa (2D):

13



Se sembraron y cultivaron células madre de pulpa dental de cuarto pasaje, previamente
caracterizadas y donadas por el grupo de investigacion .............. en cajas de cultivo de 25cm?2
y medio de cultivo DMEM bajo en glucosa (Eagle modificado por Dulbecco) suplementado
con 10% de suero fetal bovino (Gibco) y 1% de penicilina/estreptomicina/anfotericina B
(Lonza), y se mantuvieron en incubadora al 5% de CO2y 98% de humedad relativa hasta que
alcanzaron una confluencia entre el 80 - 90% para realizar el ensayo de citoxicidad en cultivo
2D, previo a los ensayos sobre los esferoides para elegir la concentracion por debajo de la

concentracion citotéxica 50 .
7.2.2 Ensayo de citotoxicidad en cultivo monocapa (2D):

La citotoxicidad de NAC fue inicialmente evaluada en cultivos en monocapa (2D), este ensayo
determina si la NAC tendra efectos tdéxicos sobre células vivas (DPSCs). Segun Debeljak
Martacic | et al.,(2016). La dosis mas baja de NAC (0.1Mm) en su estudio ejercié un efecto
positivo significativo en la proliferacién de DPSCs, asi como en la proteccién antioxidante,
creando un entorno beneficioso para el cultivo in vitro de células madre. Para este ensayo se

emplearon n=1.080.000 células.

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de 96 pozos de fondo plano a una densidad
de 10.000 células por pozo; posteriormente, se trataron con 6 concentraciones de NAC
(0.1mM, 0.5mM, 1mM, 2mM, 2.5mM y 3mM), preparadas en medio de cultivo a partir de una
solucion stock a 15mM. Las concentraciones fueron evaluadas a las 48 y 72 horas. El efecto
citotdxico de NAC se evalud a través del ensayo de reduccion de resazurina, utilizando como
controles células sin tratamiento. La fluorescencia se midié con el lector de placas TECAN a

una longitud de onda de excitacion de 530 nm y una de emisiéon de 590 nm
7.2.3 Sintesis de esferoides 3D de células madre de origen pulpar:

Para obtener el cultivo tridimensional tipo esferoide, se utilizaron placas de cultivo celular
no adhesivas de 96 pozos (Corning® Costar®). Las DPSCs se sembraron a una densidad de
2.000 células/pozo utilizando medio de cultivo DMEM bajo en glucosa (Eagle modificado por
Dulbecco) suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco) y 1% de

penicilina/estreptomicina/anfotericina B (Lonza). Posteriormente los esferoides se
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obtuvieron por centrifugaciéon a 1.300 rpm a 500g, después las DPSCs se mantuvieron en
incubadora al 5% de CO2 y 98% de humedad relativa. Después de 72 horas de cultivo, la

formacion de los esferoides se determiné con microscopio éptico invertido.
7.2.4 Caracterizacion de los esferoides 3D

La formacion de los esferoides de las DPSCs se evalu6 mediante parametros morfolégicos
(area, convexidad, esfericidad, circularidad, solidez y didmetro) a las 72 horas posteriores a
la siembra. Para esto, se obtuvieron imagenes del cultivo con el microscopio 6ptico Zeiss
Imager.M2BX y una cAmara CCD monocromatica AxioCam HRm. Se calcul6 la circularidad, la
esfericidad, la solidez y el didmetro de los esferoides con el software de analisis de imagenes
para esferoides AnaSP (Piccinini,2015). Asi como la reconstruccion y visualizacién a partir
de una herramienta conocida como ReViSP que a partir de proyeccién permite reconstruir la
forma tridimensional de los esferoides multicelulares, ademas de estimar el volumen
contando los véxeles (pixeles 3D) totalmente incluidos en la superficie tridimensional

(Zanoni et al., 2019).
7.2.5 Estimaciodn de los pardmetros morfoldgicos

Luego de la adquisicion de las imagenes y teniendo en cuenta que cada una debe contener un
solo esferoide, el software las convierte a niveles de grises para hacer la segmentacién de los
esferoides y finalmente lograr una mascara binaria que permite extraer los parametros

morfologicos como se describe a continuacion:

e Convexidad o circularidad: El indice permite determinar la integridad del esferoide
antes del tratamiento. Valores cercanos a 1.0 indican circulos perfectos (Ware M] et

al.,2016). Se define como se muestra en la ecuacion 1;

4T Area del esferoide

Perimetro esferoide?

Ecuacion 1.
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e Diametro: Es calculado con el diametro del circulo que tiene la misma area que el area
de la seccion transversal del esferoide analizado.
e Solidez: Se relaciona con la cohesion de las células que componen el esferoide en

relacién con la densidad del mismo. Se obtiene utilizando la ecuacion 2;

Area del esferoide

Area convexa

Ecuacion 2.

e Esfericidad: Se muestra como un indice calculado de acuerdo a la ecuaciéon mostrada

a continuacién (ecuacion 3),

T/ 4A [T

P

Ecuacion 3.

Finalmente, con el software ReViSP se realizé la reconstrucciéon de la morfologia 3D del
esferoide con base al volumen de este y obtenida a partir de la seccion transversal 2D. La

férmula se describe a continuacion (ecuacién 4.):

4

1 =_.D%
SPHERE 6

Ecuacion 4.

Dicha reconstruccion tridimensional se realiza a partir de suponer una simetria esférica local
alrededor del eje maximo y calculada como el nimero de vdxeles. El software realiza la
reconstruccion en diagramas que presentan gradientes de colores, los cuales expresan la
ubicacion del voxel dentro de la figura tridimensional reconstruida y ubicada espacialmente

en un cubo.

A partir de los resultados obtenidos en monocapa y basados en la literatura donde se describe
que el cultivo tridimensional aporta cierta resistencia de las células a los tratamientos, se

determindé evaluar el efecto de NAC a las 72 horas postratamiento. Asi mismo, teniendo en
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cuenta lo anterior las concentraciones empleadas fueron de 1.83mM y de 1mM. Todos los
experimentos se realizaron en tiempos independientes; en cada ensayo se incluyeron como

controles esferoides no tratados con NAC.
7.2.5 Plan de tabulacién y andlisis de datos.

Los datos se presentan como las medianas y desviaciones estandar de los experimentos
independientes de los tiempos evaluados (48 y 72h horas en el cultivo 2D y 72 horas en el cultivo
3D). La tabulacion y la representacion grafica de los resultados se realizo utilizando el software

Graphpad Prism.

8. Consideraciones éticas

Este estudio empled un modelo de cultivo tridimensional de células tumorales, por lo que de
acuerdo a la guia de Buenas Practicas Clinicas del Comité Institucional de Etica en Investigacion
descrito para la Universidad el Bosque y en concordancia con la resolucion 008430 de 1993, este

estudio es considerado sin riesgo, por lo que no requiere aval ético.
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9. Resultados
9.1 Ensayo de citotoxicidad en cultivo monocapa (2D):

Se realizé una evaluacion inicial en las células DPSCs cultivadas en monocapa con el fin de
conocer el efecto citotdéxico de NAC sobre las DPSCs, asi como las concentraciones mas

efectivas en términos de disminucién del porcentaje de viabilidad.

Mediante los resultados obtenidos en el ensayo de reduccion de resazurina en el cultivo 2D,

se observo una disminucion del porcentaje de viabilidad celular al emplear la concentracion
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1,83mM de NAC comparado con el control (células no tratadas) en ambos tiempos evaluados
(48 y 72h). Por otra parte, se evidencia que la concentracion de 0,1mM de NAC incremento
la proliferacion de las DPSCs en comparacion con el control a las 72h. (Figura 1).

Posteriormente se hall6 la IC50 en donde para las 48h fue de 2,9 y para las 72h fue de 1.53.
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Figura 1. Curva dosis-respuesta sobre células DPSCs cultivadas en monocapa. Las células
fueron tratadas con cinco concentraciones de NAC (3, 2.5, 1.83, 1, 0.5 y 0.1mM). Cada barra
representa la media de 6 experimentos independientes para ambos tiempos de evaluacion

48 y 72 horas. Obtencion de datos y andlisis estadistico descriptivo por Dra. Tatiana

Jiménez

9.2 Caracterizacion de los esferoides

La formacion de los esferoides tridimensionales de células DPSCs se evalu6 a las 72 horas
posteriores a la generacion del cultivo en condiciones de baja adherencia. Los esferoides se
cultivaron durante 72h antes del primer cambio de medio para permitir la formacién de la
matriz extracelular y la compactacidn. El analisis de imagenes mostré que las DPSCSs forman
esferoides homogéneos y regulares. En la figura 2 se muestran las imagenes mas

representativas de los esferoides antes del tratamiento y sus respectivas segmentaciones
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realizadas por el software de analisis AnaSP. Estos esfereroides fueron generados partiendo

de 10.000 células cultivadas en medio DMEM suplementado al 10 % de SFB.

Figura 2. Esferoides tridimensionales de DPSCs y sus respectivas segmentaciones. Imagenes
obtenidas a las 72 horas de generacion del cultivo tridimensional tipo esferoide de células
DPSCs utilizando el microscopio dptico Zeiss Imager.M2BX y una camara CCD
monocromatica AxioCam HRm. Barra de escala 200 uM y sus respectivas segmentaciones
con el software AnaSP. Se muestra una imagen representativa de cada grupo antes del
tratamiento. Fotos realizadas por la Dra Angela Fonseca-Grupo Inmubo

9.3 Estimacion de los cambios en los parametros morfoldgicos postratamiento

Para el analisis de los parametros morfoldgicos se midieron un total de 21 esferoides. El
indice de circularidad permiti6 establecer que la mayoria de los esferoides varié entre 0.6 y
0,9 indicando circulos casi perfectos, sin presentar diferencias entre los esferoides tratados
con NAC y sin tratar (figura 3A). El indice de esfericidad para todos los esferoides tratados y
no tratados oscil6 entre 0.45 y 0.56, sin evidenciarse cambios significativos por el

tratamiento de los esferoides de DPSCs con NAC (Figura 3B). Con respecto a la solidez (SLD)
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los datos se encontraron entre 0.66 y 0.89 SLD en ambos grupos de esferoides (tratados y sin

tratar) sin presentarse diferencias significativas (Figura 3C). Las mediciones de perimetro

variaron notoriamente entre los esferoides sin tratar versus los tratados, el de los esferoides

sin tratar fue de 5735,61um (media) mientras que los esferoides tratados con NAC por 72h

incrementaron su perimetro a 7061,5um (media).Por otra parte, el area de los esferoides

también presentaron diferencias notorias, incrementando su area en el grupo de los

esferoides tratados con NAC versus los no tratados (figura 3E), evento que ocurre de similar

forma con el volumen (Figura 3F). Todas las mediciones iniciales se realizaron a 72 horas

posterior a la generacion del cultivo 3D.
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Figura 3. Pardmetros morfoldgicos de los esferoides de DPSCs; comparacién entre esferoides

sin tratamiento y tratados con NAC a 1,83Mm. Los parametros morfologicos de (A)

Circularidad /Convexidad, (B) Esfericidad, (C) Solidez, (D) Perimetro, (E) Areay (F)

Volumen se midieron a las 72 horas pretratamiento. Obtencién de datos y analisis

estadistico descriptivo por Dra. Tatiana Jiménez
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Con respecto a los cambios observados en la reconstruccion tridimensional, los esferoides
tratados con NAC mostraron modificaciones en la morfologia relacionadas con el tamafio del
esferoide en comparacion con los esferoides no tratados a las 72h de tratamiento con NAC,
los esferoides control mantienen su morfologia sin cambios evidentes (figura 4). Resultados
que coinciden con los obtenidos en la estimaciéon de los pardmetros morfolégicos
postratamiento, especificamente con area, volumen y perimetro. Al realizar el andlisis de
cambios morfoldgicos en las reconstrucciones tridimensionales de los esferoides pretratado
y tratados con NAC, también se evidencia cambios relacionados con el tamafio

incrementandose al tratamiento con NAC (figura 5).

Esferoides control a las 72h Esferoides con NAC (1.83mM) a 72h de tratamiento

Figura 4. Esferoides tridimensionales de DPSCs y su respectiva reconstruccién 3D;
comparaciéon morfoldgicas con los esferoides controles a las 72h con los esferiodes tratados
con NAC A 1,83Mm a las 72h. Se muestran algunas de las imagenes mas representativas de
los esferoides. Las imagenes fueron obtenidas utilizando el microscopio éptico Zeiss
Imager.M2BX y una cAmara CCD monocromatica AxioCam HRm. Barra de escala 200 puM.
Adicionalmente, se observa la reconstruccion tridimensional realizada con el software.
ReViSP. Tenga en cuenta que la densidad de color muestra esquematicamente la

localizacion de los voxeles dentro de la figura tridimensional. Fotos realizadas por la Dra
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Angela Fonseca-Grupo Inmubo, reconstrucciones tridimensionales obtenidas por Dra.

Tatiana Jiménez

Esferoides pretratados Esferoides postratamiento (NAC 1.83mM a las 72h)

Figura 5. Esferoides tridimensionales de DPSCs y su respectiva reconstruccion 3D pre y

postratamiento. Se muestran algunas de las imagenes mas representativas de los esferoides

antes y después de los tratamientos con NAC a 1.83mM a 72 horas. Las imagenes fueron
obtenidas utilizando el microscopio 6ptico Zeiss Imager.M2BX y una cAmara CCD
monocromatica AxioCam HRm. Barra de escala 200 uM. Adicionalmente, se observa la
reconstruccion tridimensional realizada con el software ReViSP. Tenga en cuenta que la
densidad de color muestra esquematicamente la localizacion de los véxeles dentro de la
figura tridimensional. Fotos realizadas por la Dra Angela Fonseca-Grupo Inmubo,

reconstrucciones tridimensionales obtenidas por Dra. Tatiana Jiménez
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10. Discusion

La terapia pulpar vital (TPV) es un tratamiento conservador que implica la eliminacién de
irritantes locales y posteriormente emplear un material protector directa o indirectamente
sobre la pulpa, cuyo principal objetivo es mantener el tejido pulpar sano (Ghoddusi et al,,
2013). Como se conoce hasta la actualidad, existe una poblaciéon de células madre que se
encuentran en el tejido pulpar que después de una TPV implica su migracién al sitio de la
lesion y diferenciacion a odontoblastos secundarios, seguido de un proceso de
dentinogénesis y formacion de un puente dentinario sellado sobre la pulpa expuesta (Omidi
etal,, 2020). En los ultimos afios con los avances en enfoques moleculares y regenerativos en
endodoncia, se sabe que la regeneracion del complejo pulpo-dentinal después de una TPV
podria verse afectada por las propiedades bioldgicas de los materiales usados (Kearney et al.,
2018; Omidi et al., 2020). Por lo tanto, se hace necesario estudiar nuevos materiales o
farmacos dirigidos a los procesos de regeneracion pulpar, que eviten la necesidad de un
tratamiento endodoéntico involucrando la pulpectomia total. Una posible solucién es emplear

la N-acetilcisteina (NAC).

La N -acetil- L -cisteina (NAC) es un compuesto de aminotiol que puede actuar como
precursor del glutatiéon reducido y como eliminador de especies reactivas directas de
oxigeno (ROS), regulando la capacidad antioxidante de las células y previniendo el dafio

oxidativo, un papel importante cuando se considera la expansion in vitro de DPSCs.

Se ha demostrado que NAC aumenta la tasa proliferativa de MSC aisladas de médula 6sea y
tejido adiposo, sin signos de envejecimiento celular, al tiempo que preserva la capacidad de
diferenciaciéon de las células ( Lin et al., 2005 ; Wang et al., 2008 ). Por el contrario, la NAC
inhibia la proliferacidn de fibroblastos y células epiteliales de la mucosa de la cavidad oral de
forma dependiente de la dosis ( Sato et al., 2009 ). Por lo tanto, para obtener un efecto
deseable, es decir, la estimulaciéon del crecimiento celular, se deben probar diferentes

concentraciones de NAC para un tipo de célula especifico. Con respecto a la pulpa dental, la
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NAC incorporada en resinas compuestas evité la muerte y restaur6 el crecimiento de las
DPSCs in vitro cuando esas resinas se utilizaron como superficie de crecimiento ( Kojima et
al., 2008 ). NAC también inhibié la apoptosis y promovio la diferenciacion osteogénica in
vitro de células de pulpa dental humana y de rata adulta mediante el aumento de genes clave
de diferenciacion (_ Paranjpe, Cacalano, Hume y Jewett, 2007 ). Segin nuestro conocimiento,
nunca se ha evaluado el efecto de la NAC sobre las células madre que se originan en la pulpa

dental.

En este estudio se realizé un ensayo de citotoxicidad de NAC sobre células DPSCs en cultivo
monocapa con el objetivo de determinar las IC50 y asi emplear la concentracion requerida
de NAC para estimular la viabilidad y proliferacion celular. Las concentraciones evaluadas
fueron 0.1, 0.5, 1, 1.83, 2.5 y 3mM en 2 tiempos diferentes 48 y 72h. En los resultados
obtenidos se evidencia que a las 48h la IC50 fue de 2.9 y a las 72h de 1.53, al obtener estos
resultados la concentracion que se escogio para evaluar el efecto de NAC sobre los esferoides
fue de 1.83mM dado que en este modelo experimental al tener una configuracipn 3D como el
tejido pulpar se hacen mas resistentes a los farmacos, ademas se tuvo en consideraciéon que
la presentacion de NAC en ampolla lista para uso clinico tiene esta concentracion (1.83mM),

lo que brindaria mayor practicidad para su uso en la practica clinica endodontica.

Enla curva dosis-respuesta de NAC sobre células DPSCs cultivadas en monocapa, se evidencia
que en ambos tiempos la concentracion de NAC de 1.83mM fue la que menor viabilidad y
proliferacion celular promovi6. Se observa ademas que las concentraciones mas bajas de NAC
(0.5mM y 0.1Mm) fueron las que promovieron mayormente la viabilidad y proliferaciéon con
respecto a las células sin tratar en los 2 tiempos evaluados. Nuestra hipdtesis es que a mayor
tiempo de tratamiento, mayor es la viabilidad y la proliferacién celular, por lo que se requiere
mas investigaciones sobre estas variables. Estos resultados coinciden con los reportados por
Debeljak Martacic et al.,, (2016); en su estudio ellos evaluaron diferentes concentraciones de
NAC (0,1 mM, 1,0 mM, 2,0 mM) sobre DPSCs en cultivo monocapa evaluando células
senescentes, apoptosis, viabilidad y proliferaciéon celular. Ellos reportaron que la
concentracion mas baja de NAC (0,1mM) estimul¢ la proliferacion celular, mientras que la

mas alta (2ZmM) la inhibid. La concentracidon de 0.1mM de NAC estimulé la entrada de las
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DPSCs a fase S de ciclo celular y ejercié un efecto positivo significativo sobre la defensa

antioxidante de las DPSCs (Debeljak Martacic et al.,2016).

Los cultivos monocapa (2D) se emplean convencionalmente en pruebas de candidatos a
farmacos in vitro, sin embargo este modelo experimental presenta algunas limitaciones tales
como; la falta de sefalizacion célula-célula y célula-matriz extracelular que ocurre en el
entorno in vivo 3D (esferoides multicelulares tridimensionales) donde tales sefiales son
esenciales para la diferenciacion, proliferacion y una variedad de funciones celulares (Breslin
& O’Driscoll, 2013). Por ejemplo, las integrinas, que son receptores de la superficie celular,
anclan las células a la MEC y también participan en la interpretacion celular de las sefiales
bioquimicas de su entorno local. Es probable, por lo tanto, que los ensayos celulares en 3D
sean mas analogos y, por lo tanto, mas predictivos de eventos in vivo en comparacién con
cultivos en 2D mas simplificados en los que las vias de sefializacion esenciales pueden
haberse perdido o, al menos, comprometido, por esta razén evaluamos el efecto de NAC sobre
esferoides de DPSCs después de realizar el ensayo preliminar de citotoxicidad en cultivo

monocapa.

Los resultados obtenidos de los efectos de la NAC sobre los esferoides de DPSCs a una
concentracion de 1.83mM distan de los resultados obtenidos en cultivo monocapa, en estos
ultimos esta concentracion disminuye la viabilidad y proliferacién celular, segiin nuestros
resultados y los reportados en el estudio de Martacic et al (2016). Por el contrario, los
resultados obtenidos al realizar la estimaciéon de cambios en los parametros morfolégicos
postratamiento con NAC (1.83mM) sobre los esferoides a las 72h, se encontré que hubo
cambios significativos en area, perimetro y volumen de los esferoides tratados con NAC
versus los controles (esferoides sin tratamiento) a las 72h, ademas al comparar estos
parametros antes del tratamiento y postratamiento en los mismos esferoides, se evidencié
que el area, el perimetro y el volumen habian incrementado, esto nos permite inferir que esta
concentracion de NAC (1.83mM) promovio la proliferacion de las DPSCs, no obstante, se hace
necesario realizar mas adelante ensayos de viabilidad y proliferacion con diferentes

concentraciones sobre este modelo experimental. Estos resultados no pudieron ser
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comparados con otros estudios dado que en la actualidad aun no existen estudios que hayan
evaluado el efecto de NAC sobre esferoides de DPSCs para det4erminar la concentracion ideal

de NAC para ser empleada como farmaco en la TPV.

Se recomienda realizar este mismo estudio con concentraciones mas bajas para poder
comparar estos resultados, ademdas es ideal confirmar con ensayos de viabilidad y
proliferacién si NAC a 1.83mM promueven la viabilidad y proliferacién celular, ademas de
incluir otras variables de estudio como la diferenciacién celular hacia lineaje odontogénico

dado que se requiere para que se dé una TPV con éxito.
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10. Conclusiones

e Las células crecen naturalmente en un entorno 3D. La disposicion espacial de las

células dentro de este entorno, incluido la MEC, afecta la forma en que interactian
entre si y con su microentorno. A su vez, estas sefiales afectan la proliferacion, la
diferenciacién, la morfologia y una variedad de funciones celulares, por lo tanto,
método de crecimiento celular mas natural que imita el tejido para aplicaciones de
descubrimiento y estudios de fArmacos es el 3D. Esto se demuestra con la diferencia

en los resultados obtenidos entre cultivo monocapa (2D) y en esferoides de DPSCs.
La concentracién de NAC a 1.83mM estimul6 la viabilidad y proliferacion celular de
las DPSCs en los esferoides a las 72h, sin embargo es necesario evaluar mas

concentraciones para compararlas entre si en tiempos de estudios mas prolongados.

Se recomienda estudiar otras variables tales como diferenciacion celular, es

imprescindible para que se de una TPV con éxito.

Este es el primer estudio que evaltia a la NAC como farmaco candidato para emplear
en TPV con el modelo experimental en esferoides de DPSCs evaluando viabilidad y

proliferacién celular, abriendo una nuevo campo de estudio en endodoncia.
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