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RESUMEN

INTRODUCCION: El tratamiento endodéntico tiene como objetivos principales la
limpieza, desinfeccion y conformacion adecuada del sistema de conductos
radiculares. En muchos de los casos, existe el fallo del tratamiento de conductos,
debido a un mal sellado coronal, la persistencia de la lesion periapical o la presencia
de algun istmo apical. Siendo necesario la realizacion de una cirugia apical, y la
colocacion de un material de obturacion el cual debe de tener una excelente
biocompatibilidad. OBJETIVO: Evaluar la biocompatibilidad de un cemento
potencial mediante marcadores inflamatorios. METODOLOGIA: Se utilizaron 16
ratones de la especie Mus musculus, se inocularon los cementos en la piel de la
region dorsal del raton. Se recolectaron muestras a los 7 dias, las cuales fueron
tefitdas con Hematoxilina & Eosina y Tricromico de Masson para evaluar la
respuesta inflamatoria, asi como la presencia de quimiocinas CCl4 y enzima Sodl
por medio de Inmunocitoquimica. RESULTADOS: Estadisticamente no se
encontro diferencia en el grado de inflamacién de los dos cementos. En comparacion
con el MTA el cemento Crest piso sobre piso mostro casi nula presencia de células
inflamatorias a las 24 h y 7 dias. CONCLUSIONES: Se encontré que el cemento
Crest piso sobre piso muestra una muy buena biocompatibilidad e incluso demostré
una biocompatibilidad similar a la del MTA.



ABSTRACT

INTRODUCTION: Endodontic treatment has as main objectives the cleaning,
disinfection and adequate conformation of the root canal system. In many cases,
there is failure of the treatment of ducts, due to poor coronal sealing, persistent
periapical lesion or the presence of some apical isthmus. Being necessary the
accomplishment of an apical surgery, and the placement of a material of obturation
which must have an excellent biocompatibility. OBJECTIVE: To evaluate the
biocompatibility of a potential cement using inflammatory markers. METHODS:
16 Mus musculus mice were used, cements were inoculated on the skin of the dorsal
region of the mouse. Samples were collected at 7 days, which were stained with
Hematoxylin & Eosin and Masson Trichrome to evaluate the inflammatory
response, as well as the presence of CCl4 chemokines and Sodl enzyme by means
of Immunocytochemistry. RESULTS: Statistically no difference was found in the
degree of inflammation of the two cements. Compared to the MTA, the Crest
cement floor on floor showed almost no presence of inflammatory cells at 24 h and
7 days. CONCLUSIONS: It was found that the Cement Crest floor on floor shows
a very good biocompatibility and even demonstrated a biocompatibility similar to
that of the MTA.



1. INTRODUCCION

El tratamiento endodontico tiene como objetivos principales la limpieza,
desinfeccion y conformacion adecuada del sistema de conductos radiculares, la
principal meta universal de este tratamiento consiste en prevenir o curar la
periodontitis apical causada por la infeccion de los conductos radiculares. Otro
factor muy importante es la obturacion total de este espacio tridimensional, una vez
que ha sido preparado, con un material inerte, bioldgicamente compatible, estable
dimensionalmente y con el menor grado de citotoxicidad posible.

En muchos de los casos, existe el fallo del tratamiento de conductos, debido a
un mal sellado coronal, la persistencia de la lesion periapical o la presencia de algin
1stmo apical.

La cirugia endodontica es el procedimiento para tratar estos casos,
normalmente comprende de un curetaje periapical seguido de la reseccion apical y la
retroobturacion.

Se realiza una apicectomia que es la reseccion de los ultimos 3-5 mm de la
porcidn apical de la raiz, esto para poder eliminar todas las posibles aberraciones
anatomicas. Es importante la parte de la retroobturacion ya que ésta es la que estara
en contacto directo con los tejidos periapicales, por lo tanto el material utilizado
debe presentar una excelente biocompatibilidad.

El material mas utilizado para colocar en el tercio apical al hacer la
obturacion retrograda es el cemento sellador MTA (Mineral Trioxido Agregado),
debido a sus excelentes propiedades en el sellado apical, su excelente
biocompatibilidad y poco grado de citotoxicidad, se ha convertido en el material de
primera eleccidon para la cirugia apical. Pero, algunas de las desventajas de este
material son su costo y su largo tiempo de fraguado.

Debido a que los componentes del MTA son muy similares a cementos de la
industria, en el presente estudio evaluaremos la biocompatibilidad del cemento Crest
piso sobre piso, compardndolo con el cemento sellador MTA, teniendo como
hipodtesis: que el cemento Crest piso sobre piso, tiene igual biocompatibilidad que el
cemento sellador a base de MTA.

El estudio fue clasificado como experimental, ya que el investigador controla
los eventos, abierto ya que todos los investigadores conocen las variables de la
investigacion, comparativo porque se estudiaran mas de dos muestras, longitudinal
ya que se obtendran datos del mismo sujeto en mas de una ocasidon y prospectivo
debido a que todos los datos obtenidos serdn de eventos que ocurran en el futuro.
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El cemento Crest piso sobre piso tiene propiedades similares al cemento MTA, por
lo cual el objetivo de esta investigacion fue evaluar la biocompatibilidad de este
cemento potencial mediante marcadores inflamatorios, y evaluar la inflamacion
ocasionada por CREST piso sobre piso y MTA mediante Inmunocitoquimica con
anticuerpos dirigidos a SOD1 y CCLA4.

Se utilizaron 16 ratones de la especie Mus musculus, se inocularon los cementos en
la piel de la region dorsal del raton. Se recolectaron muestras a las 24 horas y a los 7
dias, las cuales fueron tefiidas con Hematoxilina & Eosina y Tricromico de Masson
para evaluar la respuesta inflamatoria, asi como la presencia de quimiocinas CCL4 y
enzima Sod1 por medio de Inmunocitoquimica.

Estadisticamente no se encontré diferencia en el grado de inflamacion de los dos
cementos. En comparacion con el MTA el cemento Crest piso sobre piso mostro casi
nula presencia de células inflamatorias a las 24 h y 7 dias. Teniendo como resultados
que el cemento Crest piso sobre piso muestra una muy buena biocompatibilidad e
incluso demostr6 una biocompatibilidad similar a la del MTA.

10
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2. HIPOTESIS

El cemento Crest piso sobre piso, tiene igual biocompatibilidad que el
cemento sellador a base de MTA

11
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Evaluar la biocompatibilidad de un cemento potencial mediante marcadores
inflamatorios.

3.1.2 Objetivos especificos

Analizar la histopatologia de CREST piso sobre piso en comparacién con
MTA en piel de ratones.

Evaluar la inflamacion ocasionada por CREST piso sobre piso y MTA
mediante Inmunocitoquimica con anticuerpos dirigidos a SOD1 y CCLA4.

12
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4. ANTECEDENTES

El tratamiento endodontico, o tratamiento del conducto radicular, implica la
extraccion de la pulpa dental y la posterior formacion, limpieza y obturacion de los
conductos radiculares de un diente. La clave para el éxito endoddntico fue descrito
por Gutmann como el desbridamiento y la neutralizaciéon de cualquier tejido,

bacterias o productos inflamatorios dentro del sistema de conductos radiculares.
(Wong et al., 2014).

El tratamiento endodontico se realiza generalmente en dientes con lesiones
periapicales. Sin embargo, en algunos casos la patologia persiste. Por lo tanto, se
realiza la cirugia periapical. Se considera que es la tltima opcidén de tratamiento
antes de la extraccion de un diente. El objetivo principal de la cirugia periapical es
sellar el sistema del conducto radicular, permitiendo asi la curacidén, formando una
barrera entre los irritantes dentro de la raiz afectada y el tejido periapical. El éxito de
la cirugia periapical se determina generalmente por los signos radioldgicos, los
signos y sintomas clinicos. (Serrano-Giménez M et al., 2015)

Se debe realizar una apicectomia de 3 mm para eliminar todas las
ramificaciones apicales y conductos laterales y accesorios, para asi evitar la

reinfeccion del area periapical y por lo tanto, la recurrencia de la lesion. (Kim S et
al., 20006)

El objetivo de la realizacion de una obturacion retrograda es conseguir un
cierre hermético y biocompatible en el apice que impida la filtracion de agentes
irritantes del conducto radicular hacia los tejidos perirradiculares. (Cohen et al.,
2004)

Las propiedades del material de relleno ideal para el extremo de la raiz son

las siguientes:

e Biocompatibilidad.
Promocion de la regeneracion tisular sin causar inflamacion.
Facilidad de manejo,
Baja solubilidad en los fluidos tisulares.
Adhesion al tejido dental.
No absorbible.
Estabilidad dimensional.
Radio opacidad.
Sin manchas en los tejidos circundantes.

13
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Se han utilizado numerosos materiales para el llenado de raices, incluyendo
amalgama, gutapercha, cementos a base de 6xido de zinc-eugenol, cementos de
ionomero de vidrio, resinas compuestas y silicatos.

Todos estos materiales han demostrado ser compatibles con la cicatrizacion
de tejidos y la reconstitucion del hueso alveolar perirradicular, pero ninguno de ellos
es capaz de inducir la formacion de cemento y la reparacion completa del ligamento
periodontal.

Se ha introducido Mineral Trioxido Agregado (MTA), un material a base de
silicato célcico desarrollado por la modificacion del cemento Portland, y ha
mostrado buenas propiedades de biocompatibilidad y sellado. (Grégory Caron et al.,
2014).

Materiales como el IRM y el MTA son dos de los mas adecuados, y dan
mejores resultados al hacer la apicectomia. El MTA da mejores resultados en las
pruebas de biocompatibilidad que el IRM, aunque ambos tienen la capacidad de
induccion de tejido duro. (Grossman I et al., 2003).

4.1 Cementos Selladores

Existe interés en las interacciones entre los materiales y el tejido dental,
donde el primero tiene una interaccion mas agresiva con este ultimo, al tiempo que
promueve la "bioactividad"; Se argumenta que materiales como cementos de
iondmero de vidrio han tenido tales interacciones durante mds de treinta anos, pero
solo recientemente se han aclarado mecanismos de adhesion y adaptacion que
indican el potencial de interacciones quimicas tanto con resina como con cemento a
base de silicato de calcio. (Watson TF et al., 2014).

Al momento de elegir un cemento sellador es necesario analizar aparte de la
biocompatilidad la citotoxicidad y la genotoxicidad. Los materiales genotoxicos son
aquellos con afinidad de interactuar con el ADN, pero los hacen potencialmente
cancerigenos o mutagénicos. (Mohammadi Z et al., 2015).

4.2 Cementos Selladores a base de Ionomero de Vidrio

Desde que el ionémero de vidrio se introdujo en la practica dental, sus
aplicaciones han seguido creciendo. Estos cementos reducen la microfiltracion
debido a su capacidad para formar un enlace quimico a la estructura del diente y se
han utilizado como materiales de relleno de raiz desde los afios 80. Los estudios in
vivo e in vitro han demostrado que son biocompatibles y tienen una buena capacidad
de sellado. (Hitesh Chohan et al., 2015)

El ionémero de vidrio modificado con resina ha mostrado resultados
significativamente mejores que los cementos de iondmero de vidrio convencionales,

14
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ya que son mas faciles de manejar que sus homodlogos convencionales debido a un
tiempo de fraguado mas corto. Los compuestos modificados con poliacidos también
han demostrado una buena biocompatibilidad intradsea y menos microfiltracién
cuando se utilizan como material de relleno de raiz. (Hitesh Chohan et al., 2015)

Se ha demostrado que el cemento de iondmero de vidrio proporciona un sello
coronal aceptable por hasta 3 meses. (Gauri Malik. et al., 2013)

4.3 Cementos selladores a base de Silicato de Calcio

Los cementos a base de silicato de calcio se introdujeron por primera vez a la
odontologia en 1993 cuando Torabinejad desarrollé una féormula basada en el
cemento Portland ordinario (CPO) para producir el Mineral Trioxido Agregado o el
MTA gris. Este material se compuso principalmente de silicato tricalcico, silicato de
dicalcio, aluminato tricélcico y alumino ferrita tetracdlcica, ademds de sulfato de
calcio y oxido de bismuto, anadido como radiopaco para aplicaciones clinicas. En
2002, se desarrolld una version de MTA blanca, que era idéntica a la forma gris,
pero carecia de la alumino ferrita tetracélcico y habia reducido los niveles de
aluminato. Desde su introduccidn, los MTA se han utilizado principalmente para
aplicaciones endodoénticas, tales como la reparacion de las raices perforadas,
apexificacion, o recubrimiento pulpar.

En el 2011, Biodentine, cemento dental a base de silicato célcico de rapida
fijacion, fue introducido, se desarrolld6 como un material de reemplazo de dentina,
funciona como una restauracion coronal. El tiempo de fraguado es relativamente
corto, puede permitir el uso de este cemento para procedimientos de restauracion.
(Watson TF et al., 2014).

Las células de pulpa dental humana, son un modelo adecuado para evaluar la
citotoxicidad de diferentes materiales dentales. Esta linea celular también se utiliza
para estimar los efectos de MTA y varios cementos basados en silicato de calcio en
cultivo celular, demostrando su biocompatibilidad y bioactividad in vitro. (Mestieri
Lb et al., 2015).

4.4 MTA

En las dos ultimas décadas, la MTA se ha convertido en uno de los materiales
endodonticos mas estudiados. EI MTA consiste en calcio, aluminio y selenio, tiene
varias propiedades deseables en términos de biocompatibilidad, bioactividad,
hidrofilicidad, radiopacidad, capacidad de sellado y baja solubilidad. La mas
importante de estas propiedades en odontologia son su biocompatibilidad y
capacidad de sellado. La alta biocompatibilidad estimula respuestas de curacion
optimas. Esto se ha observado histolégicamente con la formacién de nuevo cemento
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en el area de los tejidos perirradiculares y una baja respuesta inflamatoria con
formacion de puentes en el espacio pulpar.

El MTA es un cemento a base de silicato de calcio que se utiliza comunmente
en los procedimientos de endodoncia que implican la regeneracion de la pulpa y la
reparacion de tejidos duros, tales como el recubrimiento pulpar, pulpotomia,
apexogénesis, apexificacion, reparacion de perforacion y llenado del extremo
radicular. A pesar de ser superior en pruebas de laboratorio y de tener un
rendimiento clinico mejor, el MTA en comparacion con los cementos de reparacion
de endodoncia anteriores, tales como Ca (OH),, el MTA tiene pobres propiedades de
manejo y un largo tiempo de fraguado. Nuevos CSC se han lanzado y
comercializado para superar las limitaciones del MTA (Dawood AE et al., 2015).

Fue introducido por primera vez en la literatura dental en 1993 y recibi6 la
aprobacion de la FDA en 1998. En 1999 Pro Root MTA (Dentsply Tulsa Dental
Specialties, Johnson City, TN) fue el primer producto MTA disponible
comercialmente en los Estados Unidos.

(Tawil PZ et al., 2015).

El mineral trioxido agregado es un agente de taponamiento de pulpa
relativamente nuevo. Muchos estudios histologicos demostraron que la MTA formo
una barrera de tejido duro mas gruesa en comparacion con el hidroxido de calcio en
animales o humanos. (Chenxi Zhu et al., 2015)

El material trioxido agregado tiene la capacidad de facilitar la cicatrizacion
perirradicular induciendo la formacion de tejido duro. (Ambica Khetarpal et al.,
2013

4.5 Crest Piso sobre Piso

Es un adhesivo a base de cemento blanco modificado con resinas latex en
polvo, que incrementa la adhesividad de tal forma que se pueda instalar en pisos
nuevos sobre los ya existentes sin necesidad de picarlos o removerlos, es ideal para
remodelaciones por la comodidad y rapidez. Se mezcla tinicamente con agua. Es un
adhesivo que tiene un mayor grado de elasticidad y flexibilidad, ofrece excelentes
propiedades adherentes para la instalacion de losetas. Su presentacion es un bulto de
10kg, el tiempo de almacenaje es de 6 meses en lugares secos en su empaque
original, la proporcién de la mezcla es de 2.0-2.51t de agua limpia por bulto, la
temperatura de aplicacion es entre 6°C y 39°C, su resistencia a la compresion es de
210kg/cm? el tiempo que debe de permanecer abierto puede ser mas de 60 minutos.
(Crest 2017).
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4.6 Biocompatibilidad

Es una medida de como un dispositivo es compatible con un sistema
biologico. El proposito de la realizacion de pruebas de biocompatibilidad es
determinar la aptitud de un dispositivo para uso humano, y para ver si el uso del
dispositivo puede tener efectos fisiologicos potencialmente dafiinos. Seglin lo
declarado por la Organizacion Internacional de Estandares (ISO): “el objetivo
principal de esta parte de la norma ISO 10993 es la proteccion de los seres humanos
de los posibles riesgos bilogicos derivados de la utilizacion de los dispositivos
médicos.” (ISO 10993-1:2009) (Alaina P. Leiendecker et al., 2012).

Historicamente, el avance técnico y cientifico de la odontologia clinica; viene
auspiciando el empleo de nuevos materiales que surgen dia a dia en concordancia
con nuevas técnicas y procedimientos terapéuticos y, si antes eran simplemente
evaluados en humanos para observar si eran biocompatibles, desde hace algun
tiempo, los nuevos materiales deben ser sometidos a una serie de pruebas antes de
que puedan justificar su empleo inocuo en los seres humanos. (Angela M. Villegas
et al., 2008).

4.7 Pruebas de Biocompatibilidad

Las pruebas en animales para la biocompatibilidad se usan habitualmente en
mamiferos tales como ratones, ratas, hamsteres o cobayos, aunque se han utilizado
muchos tipos de animales. Las pruebas en animales son distintas de las pruebas de
uso (que también se hacen a menudo en animales) cuando el material no se coloca
en el animal con respecto a su uso final. El uso de un animal permite muchas
interacciones complejas entre el material y el sistema de funcionamiento bioldgico
que pueden ocurrir. Junto a las pruebas de uso basado en animales, diferentes
técnicas de cultivo de células se han descrito para probar las propiedades bioldgicas
de los materiales de restauracion dental. Los datos de estas pruebas pueden
proporcionar informacion sobre las propiedades biologicas basicas (por ejemplo, la
toxicidad de los componentes de un material y la influencia de diferentes
condiciones de fraguado). (Gociu M et al., 2013)

Las pruebas de biocompatibilidad se han identificado como pruebas iniciales
o primarias las cuales incluyen las pruebas de citotoxicidad (evaluacion del efecto de
los materiales sobre poblaciones celulares para evaluar la respuesta inflamatoria o
inmunoldgica) y las de mutagenicidad o carcinogénesis (valoran los efectos de los
materiales sobre el material genético celular); pruebas intermedias o secundarias las
cuales permiten medir los niveles de reacciones inflamatorias o de respuestas
inmunitarias frente a un material (pruebas de irritacion de mucosas, sensibilidad
cutdnea e implantacion); y las pruebas de uso o terciarias las cuales se realizan en
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animales y humanos una vez se hayan realizado las pruebas primarias, las pruebas
secundarias y la aprobacion de un comité de ética certificado. (Angela M. Villegas
et al., 2008).

4.8 Pruebas In vitro

Se realizan con el material o un extracto de este que se pone en contacto
(exposicidn) con algun sistema biologico; en este caso, dientes sanos obtenidos por
razones terapéuticas como las que se aplican en ortodoncia. Para este fin, se emplean
tubos de ensayo, placas de cultivo celular, muflas u otros recipientes, a través de
medios biologicos especificos como células de mamiferos, organelas celulares,
tejidos, bacterias o algun tipo de enzima que se ponen en contacto inmediato con la
corona del o de los dientes cuyas raices se protegen para que no entren en contacto
con el material cuya capacidad de penetracion se desea verificar. Ademas, la
exposicion se puede hacer por contacto directo o indirecto. En las pruebas In vitro se
puede determinar la muerte o el crecimiento celular, la funcion celular y, en algunos
casos, se puede evaluar la integridad del material genético de la célula. (Angela M.
Villegas et al., 2008).

4.9 Pruebas In vivo

Los animales de mayor uso por su similitud con el organismo humano en
cuanto a respuesta de tejidos son los ratones, las ratas, los hamsteres, los hurones y
los conejos. El test mas utilizado es el del tejido subcutdneo en ratas, el cual se
emplea con frecuencia para evaluar materiales dentales de uso en la terapia pulpar o
la obturacion radicular. (Angela M. Villegas et al., 2008).

4.10 Pruebas de uso

Estas pruebas son realizadas en animales y en seres humanos. En estos
ultimos, dichos estudios se denominan “ensayos clinicos” y son los que
proporcionan mayor y real evidencia cientifica. Las desventajas de estos son su
complejidad (dificultad en términos de control experimental e interpretacion,
sometimiento al comité de ética y marco legal) ademas que son mucho mas
costosos. Por lo general, las pruebas de mayor empleo para evaluar los materiales
dentales en humanos se realizan en cavidades clase V preparadas por vestibular o
por oclusal en premolares que van a ser extraidos por motivos ortodonticos o
periodontales y cuyos criterios de inclusion implican estar sanos, sin restauraciones,
sin caries y sin lesiones no cariosas (abrasiones, abfracciones o erosiones). (Angela
M. Villegas et al., 2008)
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4.11 Técnicas Histologicas

Todo organismo vivo (animal o vegetal) esta constituido por células. Un
individuo puede estar formado por una sola célula (organismo unicelular o
protozoario o por muchas células (organismo pluricelular o metazoario).

En estas paginas dedicadas a las técnicas histologicas vamos a describir los
procesos experimentales necesarios para obtener secciones tefiidas y listas para
observar al microscopio partiendo de tejidos vivos extraidos de un animal o de una
planta. Por tanto, dedicaremos espacios a la obtencion, fijacion, inclusion, corte y
tincidon de los tejidos. Todos estos apartados seguiran el mismo esquema que los
capitulos dedicados a los tejidos o a la célula, partir de un esquema basico y ampliar
la informacion sucesivamente en paginas adicionales. No dedicaremos demasiado
espacio a los instrumentos, desde el punto de vista operativo, pero si a la
conveniencia de su uso y a sus capacidades (Atlas de Histologia Vegetal y Animal
2014).

4.11.1 Hematoxilina y Eosina

La mayoria de las células y matrices extracelulares no poseen un color propio
por lo que su observacion directa al microscopio Optico no permite observar sus
caracteristicas morfoldgicas. Para poder observarlos se emplean colorantes,
sustancias dotadas de color que se unen de manera mas o menos especifica a
determinadas estructuras del tejido.

Las tinciones generales se usan habitualmente en los laboratorios de
histologia para obtener una vision general de las muestras de tejido. Normalmente
combinan mas de un colorante. La tincion mas comun es la que combina una
sustancia como la hematoxilina y el colorante acido eosina. La coloracion de
Hematoxilina y Eosina se considera como la técnica de tincion de uso mas frecuente
en el estudio de células y tejidos a través del microscopio fotonico (Atlas de
Histologia Vegetal y Animal 2014).

4.11.2 Tricromico de Masson

Como su nombre indica esta tincidn emplea tres colorantes, hematoxilina,
fucsina y verde luz. Esta tincion es muy util para poner de manifiesto las fibras de
colageno, y el conectivo en general, respecto a otros tipos celulares como el musculo

o epitelios.

Se emplea mucho en la diagnosis de procesos tumorales. (Atlas de Histologia
Vegetal y Animal 2014).
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Primeramente, se tifien las secciones con un tinte acido tal como la Escarlata
de Biebrich. Todos los tintes acidofilos del tejido tales como el citoplasma, el
musculo y el colageno se uniran a los tintes acidos. Las secciones entonces se tratan
con acido fosfotungstico y/o fosfomolibdico.

Ya que el citoplasma es mucho menos permeable que el colageno, los acidos
fofotpungsticos y fosfomolibdicos permiten que la Escarlata de Biebrich difunda del
colageno pero no del citoplasma. Los acidos fofotpungsticos y fosfomolibdicos
tienen numerosos grupos acidos que probablemente actlien como medio de unién
entre el colageno y el azul de Alanina. Como resultado se obtendra que las fibras de
colageno se tefiiran de azul y de color rojo la queratina, los gldbulos rojos y el tejido
muscular (Montalvo, 2010).

4.11 Inflamacion

La inflamacion aparece como primera respuesta ante la invasion de
microrganismos. Esta se inicia bajo diferentes condiciones diferentes, es necesario
identificar los PAMP que act@ian sobre los PRR de las células del hospedero. El
PAMP mas estudiado es el lipopolisacarido (LPS) o endotoxina de las bacterias
gramnegativos y es el activador modelo de la inflamacion. La inflamacion es
indispensable como mecanismo de defensa en la inmunidad innata, pues se sabia
que los ratones C3H/Hej eran resistentes a los efectos biologicos de inflamacién del
LPS e hipersensibles a la infeccion por bacterias gramnegativos. En 1985 se supo
que el factor de necrosis tumoral (TNF) era el producto secretado mas importante
por macrofagos activados por LPS y que administrado en grandes cantidades en
ratones de cepas sensibles producian choque séptico con coagulacién diseminada.
En 1990 se demostrd primero que CD14 era un receptor probable del LPS; sin
embargo, como era un glucosilfosfatidilinositol (GPI), le faltaba la cola
citoplasmatica para la sefializacion, por lo que era necesario que hubiera otra
molécula que participara conjuntamente con ella. Fue hasta 1998 que se reconocido
que era una molécula de superficie denominada receptor tipo toll 4 (TLR4) por su
similitud con el receptor toll de Drosophila melanogaster, el cual estaba relacionado
con el desarrollo embrionario y al respuesta inmune innata de la Drosophila.
Actualmente se han descrito 10 TLR y se reconoce que son los principales
inductores de sefiales a través de las cuales los mamiferos detectan las infecciones.
(Salinas et al., 2008)

4.12 CCL4
Las proteinas inflamatorias de los macrofagos lay B (MIP-la y B) y la

proteina inflamatoria macrofaga 2 (MIP-2) son 6-8 kd, proteinas de union a la
heparina que exhiben una serie de actividades inflamatorias e inmunorregulatorias.
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Las proteinas MIP son miembros de una super familia de las citoquinas llamadas
quimioquinas, muchas de las cuales han demostrado poseer actividad quimiotéctica
para las células efectoras inflamatoria e inmune. Mientras que los MIPs fueron
identificados originalmente como productos secretores de macréfagos de raton
estimulados con endotoxina, estas quimioquinas son producidas por una variedad de
tipos de células incluyendo neutréfilos, Fibroblastos y células epiteliales. Ademas,
se han identificado proteinas con un alto grado de homologia estructural y funcional
con MIP-1a murino y B y MIP-2 en otras especies incluyendo seres humanos. MIP-
la y B son quimiotacticos para monocitos y linfocitos. Los MIP probablemente
también juegan un papel en la regulacion de la hematopoyesis y la estimulacion de
la produccion de otros mediadores inflamatorios tales como IL-1, TNF \ alpha, e
histamina. Los estudios utilizando modelos animales de lesion pulmonar y la
inflamacion han implicado MIPs como mediadores importantes de la defensa
pulmonar. Se ha observado una mayor expresion de MIP en modelos de sepsis
bacteriana, silicosis y lesion pulmonar inducida por oxidante. Estudios en humanos
indican que MIP-1a contribuye a la respuesta inflamatoria celular asociada con
sarcoidosis y fibrosis pulmonar idiopatica. Dadas las bioactividades de MIP-lay B y
MIP-2 y los estudios recientes que demuestran su asociacion con la inflamacion
pulmonar, es probable que estas quimiocinas jueguen un papel significativo en las
defensas del tracto respiratorio y puedan contribuir a la patogénesis de la
enfermedad pulmonar inflamatoria. (Driscoll KE, 1994).

4.13 SOD1

Las enzimas superdxido dismutasa (SOD) juegan un papel importante en el
sistema antioxidante al catalizar la conversion de los radicales superoxido (O,) en
peroxido de hidrégeno (H,O,) y O,. En los mamiferos, existen tres isoformas de
SOD: CuZn-SOD (Sodl), que existe en el citoplasma; Mn-SOD (Sod2), que se
distribuye en la matriz mitocondrial; Y extracelular SOD (Sod3), que se localiza en

los fluidos extracelulares, como la linfa, el liquido sinovial y el plasma. (Kenji
Watanabe et al., 2014).

La deficiencia de Sodl aumenta la produccion intracelular de O, y el dafio
oxidativo, dando como resultado cambios patoldgicos globales relacionados con la
edad, incluyendo cambios en el cerebro, los ojos, los oidos, la sangre y los huesos,
piel, musculos, pancreas, higado y ovarios durante el envejecimiento (Kenji
Watanabe et al., 2014).

Los conjugados LMWP (protamina de bajo peso molecular) -SOD1 de
penetracion celular son eficaces para la atenuacién de la senescencia celular y la
inversion de la diferenciacion osteoblastica de los DPSCs (células madre de la pulpa
dental humana) causada por la inhibicion de estrés oxidativo. (Choi YJ et al., 2012)

21



22

5. MATERIALES Y METODOS

Se inici6 tomando muestras de la piel dorsal de 16 ratones de la especie Mus
musculus de 8 semanas de nacidos. Fueron divididos en tres grupos para evaluar la
biocompatibilidad presentada a los 7 dias.

Los ratones incluidos en este estudio debieron cumplir con los requisitos que
rige la NOM-062-ZO0-1999, que sefiala las técnicas para la produccion, cuidado y

uso de los animales de laboratorio.

5.1 Descripcion del Procedimiento.

Inoculacion de los cementos: cada raton fue anestesiado por separado con una
mezcla de ketamina/xilacina (35 mg/Kg / 5 mg/Kg de peso). Una vez que el raton
estuviera anestesiado se procedié a la inoculaciéon de los cementos en cada raton,
siendo conformado cada uno de los tres grupos por 4 ratones, 1 grupo control de
suero fisiologico y 2 grupos experimentales de MTA y Crest piso sobre piso. Los
cementos fueron preparados de acuerdo a las instrucciones del fabricante, y fueron
diluidos en agua destilada para facilitar su colocacién dentro del tejido de la parte
dorsal de cada raton. Habiendo realizado la inoculacién de cada cemento se coloch
un punto de color sobre la piel donde fue realizada la puncion, para poder ser

localizada el area con mas facilidad cuando se llevo a cabo la toma de muestra.

5.1.2 Toma de muestras

Antes de llevar a cabo la toma de muestra se procedié a rasurar la parte
dorsal, la cual habia sido previamente marcada con un plumon.

A los 7 dias de haber realizado la inoculacion de los cementos, se sacrificaron
a dos ratones de cada grupo, esto se realizb mediante la dislocacion cervical de cada
uno.

Para llevar a cabo la toma de la muestra se corté la zona en donde se realizd

la inoculacion del cemento.
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Después de haber sido recolectada cada muestra fue colocada en un frasco de

vidrio el cual contenia formaldehido al 10% para ser fijadas.

5.1.3 Técnica Histologica de Parafina

Después de que las muestras fueron fijadas con formalina al 10%, se realizo
el proceso de inclusidn, este paso tuvo como finalidad rodear las muestras en un
material suficientemente rigido para poder ser cortadas, como medio de inclusion se
uso la parafina. Pero debido a que la parafina no es miscible en agua, se llevé a cabo
el proceso llamado deshidratacion, en donde se emplean alcoholes de menor a
mayor concentracion, se colocaron las muestras en alcohol al 50% hasta llegar al
100%, las muestras se deben dejar durante una hora en cada concentracion de
alcohol. Sin embargo, el alcohol tampoco es miscible en parafina y para ello se
realizd el proceso de aclaracion, en donde se colocaron las muestras en alcohol +
xilol (250 ml. de alcohol con 250 ml. de xilol) durante una hora, después se coloca
en xilol tres veces. Todo esto se llevd a cabo en frascos de vidrio. Ya que estuvieron
aclaradas se realiz6 la infiltracién del medio de inclusién por toda la muestra; para
ello se utilizé el horno del Laboratorio de Morfologia de la Facultad de Odontologia,
UANL, el horno se mantuvo a 60° para que la parafina llegara a su punto de fusion,
esto sucede aproximadamente después de 6 horas.

Se colocaron las muestras en los frascos de vidrio con parafina liquida
durante tres horas.

Después de esto se sacaron los frascos y cada una de las muestras fue cortada
por la mitad con la ayuda de una navaja de doble filo, esto basandose en la ubicacion
del cemento inoculado.

Una vez que todas las muestras fueron cortadas por la mitad, cada una se
coloco dentro de un vasito de pléstico previamente identificado los cuales contenian
parafina, y fueron introducidas al horno durante 1 hora.

Ya transcurrido el tiempo de espera, se sacaron del horno las muestras una

por una, para llevar a cabo la orientacion de las mismas, esto con la ayuda de pinzas
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de curacion ya que las muestras deberian quedar paralelas una al lado de la otra

hasta que la parafina se solidificara a temperatura ambiente.

5.1.4 Obtencion de los cortes

Una vez que la parafina solidificara se cortaron los excesos hasta que solo
quedara un cubo el cual contenia la muestra.

Después se precedid a realizar los cortes de cada muestra utilizando el
microtomo rotatorio de la marca Microm modelo HM340E, el cual fue facilitado por
el Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina, UANL.

En donde mediante una navaja se fueron realizando cortes de 6 micras, las
cuales una vez que fueron obtenidas se colocaron en un bafio de agua destilada a 40°
para estirar los cortes, esto con la ayuda de un pincel y pinzas delgadas.

El corte obtenido se recoge del agua con el portaobjeto previamente
identificado con el nimero de muestra, en donde se deja secar para después llevar a

cabo las tinciones histologicas necesarias.

5.2 Tincion del corte Histologico
5.2.1 Hematoxilina y Eosina
Para este procedimiento, cada sustancia a utilizar fue colocada en un
recipiente de vidrio previamente identificado.
Los portaobjetos se colocaron en una gradilla de vidrio la cual se fue introduciendo
en cada uno de las diferentes sustancias, de acuerdo al siguiente orden:
- Xilol durante 10 minutos.
- Alcohol al 100% durante 3 minutos.
- Alcohol al 70% durante 3 minutos.
- Alcohol al 50 % durante 3 minutos.
- Hematoxilina durante 5 minutos.
- Enjuague con agua hasta que salga limpia.

- Eosina durante 3 minutos.
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Enjuague con alcohol al 70% hasta que este salga limpio.
Alcohol al 90% por un minuto.

Alcohol al 100% durante 2 minutos.

Alcohol-Xilol durante 5 minutos.

Xilol durante 5 minutos.

-Xilol hasta que las muestras se monten.

6.1.5.2 Tricromico de Masson

25

En esta tincion, cada sustancia a utilizar fue colocada en un recipiente de

vidrio previamente identificado y los portaobjetos se colocaron en una gradilla de

vidrio la cual se fue introduciendo en cada uno de las diferentes sustancias, de

acuerdo al siguiente orden:

Xilol durante 10 minutos.

Alcohol al 100% durante 5 minutos.
Alcohol al 80% durante 5 minutos.
Alcohol al 60% durante 5 minutos.
Alcohol al 50% durante 5 minutos.
Agua destilada 5 minutos.

Bouin 1 hora a temperatura ambiente.

Agua corriente, hasta quitar el exceso de tincién amarilla.

Agua destilada, realizar 3 cambios.

Hematoxilina de Weigert durante 10 minutos.

Agua corriente durante 10 minutos.

Agua destilada, realizar 3 cambios.

Fucsina acida - Escarlata de Biebrich durante 5 minutos.

Agua destilada, realizar 2 cambios.

Acido fosfotungstico-fosfomolibdico durante 15 minutos.

Agua destilada, realizar tres cambios.

Azul de Alanina durante 6 minutos.
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- Agua destilada, realizar 3 cambios.

- Acido acético glacial 1% durante 3 minutos.
- Agua destilada durante 5 minutos.

- Alcohol a 70% durante 3 minutos.

- Alcohol al 96% durante 6 minutos.

- Alcohol al 100% durante 6 minutos.

- Alcohol-Xilol durante 3 minutos.

- Xilol durante 3 minutos.

- Xilol hasta que las muestras se monten.

5.3 Montaje de los cortes

Los portaobjetos se retiraron del xilol y se colocaron dos gotas de resina
sintética en cada uno, para después situar el cubreobjetos sobre el corte, una vez que
el cubreobjetos estuviera bien situado se retiraron los excesos de resina y se dejaron
secar durante 24 horas, para poder ser observados en el microscopio y llevar a cabo

la evaluacion de las reacciones inflamatorias.

5.4 Técnica de Inmunohistoquimica
Se realizé de la siguiente manera:
1. Los portaobjetos se colocaron en el horno a 70° aproximadamente durante 5
minutos, hasta que se disolviera la parafina.
2. Se desparafiniza con xilol durante 15 minutos 2 veces.
3. Se coloca en alcohol + xilol (250 ml. de alcohol mas 250 ml. de xilol) durante
5 minutos.
4. Hidratar con alcoholes de grado decreciente.
- Alcohol al 100% durante 5 minutos.
- Alcohol al 90% durante 5 minutos.
- Alcohol al 70% durante 5 minutos.

- Alcohol al 50% durante 5 minutos.
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Para eliminar la peroxidasa enddgena, los cortes se colocan en una solucién
de 500 ml de Metanol + 4.95 ml. de Peroxido de Hidrogeno al 30% durante
20 minutos.

Colocar en alcohol al 50% durante 5 minutos.

Lavar con solucion Buffer PBS sin triton pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.

Para 2 litros de H,O,: Fosfato de Sodio Dibasico (Na2HPO4): 43.6 gr.
Fosfato de Sodio Monobésico (NaH2PO4H20): 12.8 gr.

Lavar con solucion Buffer PBS con triton pH 7.2 - 7.4 durante 10 minutos. e
Para 2 litros de H202

- Fosfato de Sodio Dibasico (Na2HPO4): 43.6 gr.

- Fosfato de Sodio Monobasico (NaH2PO4H20): 12.8 gr.

- Triton X-100: 2 ml.

Lavar con solucion Buffer PBS sin triton pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.

Colocar pap-pen sobre la laminilla alrededor del corte histologico.

.Incubacion de los primeros anticuerpos

11.1 Solucién 1:600, se colocaron 1600 pl. de Buffer PBS con triton en cada
de los tres tubos Eppendorf y después se colocé cada anticuerpo (CCl4 y
Sodl) por separado.

11.2 Se utilizaron un total de 24 laminillas, por lo cual fueron 8 laminillas por
cada anticuerpo, en cada laminilla se colocé 160 pl. del anticuerpo utilizado y
se dejo incubando por 24 horas a temperatura ambiente.

Lavar por separado las laminillas de cada anticuerpo en solucion Buffer PBS
con triton pH 7.2-7.4 durante 15 minutos.

Incubacion del segundo anticuerpo (Goat F(ab)2 Polyclonal secondary
antibody to rabbit IgG (Fab)2 (HRP) pre-adsorbed ab6112, 1.000 mg/ml,
liquido marca Abcam, se prepard con 5 ml. de Buffer PBS sin triton en
combinacion con 15 pl. del anticuerpo).

Se colocd 160 pl. del segundo anticuerpo en cada laminilla (total 24) y se

dejb incubar por 2 horas a temperatura ambiente.
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14. Lavar por separado las laminillas de cada anticuerpo en solucién Buffer PBS
sin triton pH 7.2-7.4 durante 15 minutos.
15. Aplicacion del DAB al 0.05% + H202 al 0.04%
- 5mg. DAB
- 13 ul. H,0,
- 10ml. Buffer sin triton
15.1 Aplicar 166 pl. En cada laminilla. 15.2 Dejarlo durante 40 a 50 segundos.
16. Lavar con Buffer PBS sin triton pH 7.2-7.4 durante 5 minutos.
16.1 Contrastar con Hematoxilina de Harris 2 minutos
17. Deshidratar con alcoholes de menor a mayor concentracion.
- OH 50% durante 5 minutos.
- OH 60% durante 5 minutos.
- OH 70% durante 5 minutos.
- OH 100% durante 5 minutos.

18. Se coloca en alcohol + xilol (250 ml. De alcohol + 250 ml. De xilol) durante 5

minutos.

19. Aclarar con xilol durante 15 minutos 2 veces.

20. Montaje con resina sintética y cubreobjetos.

ANALISIS MORFOMETRICO

En 4 laminillas, se analizaron 5 campos de 400 micras cuadradas, y se contaron las

células inmunoreactivas a SOD1 y a CCLA4.

ANALISIS ESTADISTICO

Se empleo la prueba t de Student para analizar las diferencias entre los diferentes

grupos.
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6. RESULTADOS

Imagen N° 1
Tincién con H & E

CONTROL

Figura 1.- Fotomicrografia de piel de
raton tefiido con HyE, se oberva la
region donde fue inoculado el cemento
MTA. Se oberva la dermis con tejido
inflamatorio.

Figura 2.- Fotomicrografia de piel de
raton teflido con HyE, se observa la
region donde fue inoculado suero
fisiologico. Se observa la dermis sin
tejido inflamatorio

Imagen N° 2
Tincién con H & E

Crest piso sobre piso

CONTROL

Figura 3.- Fotomicrorafia de piel de
raton tefiido con HyE, se observa la
region donde fue inoculado el cemento
Crest piso sobre piso. Se observa la
dermis con tejido inflamatorio.

Figura 4.- Fotomicrografia de piel de
raton tefiido con HyE, se observa la
region donde fue inoculado suero
fisiologico. Se observa la dermis sin
tejido inflamatorio.
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Imagen N° 3
Tincién con Tricromico de Masson

CONTROL

Figura 5.-Fotomicrografia de piel de
raton tefiiddo con Tricromico de
Masson, se observa la region donde
fue inoculado el cemento MTA. Se
observa con tejido inflamatorio.

Figura 6.- Fotomicrografia de piel de
raton tefiido con Tricromico de
Masson, se observa la regon donde fue
inoculado suero fisiologico. Se
observa la dermis sin tejido
inflamatorio.

Imagen N° 4
Tincién con Tricromico de Masson

Crest piso sobre piso

CONTROL

Figura 7.- Fotomicrografia de piel de
raton tefiido con Tricromico de
Masson, se observa la region donde
fue inoculado el cemento Crest piso
sobre piso. Se observa con tejido
inflamatorio.

Figura 8.- Fotomicrografia de piel de
raton tefiido con Tricromico de
Masson, se observa la regon donde fue
inoculado suero fisiologico. Se
observa la dermis sin tejido
inflamatorio.
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Imagen N° 5
SOD1

CONTROL

Figura 9.-
Fotomicrografia de piel de raton con
anticuerpo dirigido a Sod1, inoculado
con MTA, se observa celula
inmunoreactiva a Sodl.

Figura 10.-
Fotomicrografia de piel de raton con
anticuerpo dirigido a Sod1, inoculado
con suero fisiologico.

Imagen N° 6
SOD1

Crest piso sobre piso

CONTROL

Figura 11.-
Fotomicrografia de piel de raton con
anticuerpo dirigido a Sod1, inoculado
con Crest piso sobre piso, se observa
celula inmunoreactiva a Sod1.

Figura 12.-
Fotomicrografia de piel de raton con
anticuerpo dirigido a Sod1, inoculado
con suero fisiologico.
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Imagen N° 6
CCl4
MTA CONTROL
i A -
. Py
¥ !
o |
44
. LY y . ) ‘t.
Figura 13.- Figural4.-
Fotomicrografia de piel de raton con Fotomicrografia de piel de raton con
anticuerpo dirigido a CCl4, inoculado | anticuerpo dirigido a CCl4, inoculado
con MTA, se observa celula con suero fisiologico.
inmunoreactiva a CCI4.

Imagen N° 6
CCl4
Crest piso sobre piso CONTROL
£ ;
)
Figura 15.- Figura 16.-
Fotomicrografia de piel de raton con Fotomicrografia de piel de raton con
anticuerpo dirigido a CCl4, inoculado | anticuerpo dirigido a CCl4, inoculado
con Crest piso sobre piso, se observa con suero fisiologico
celula inmunoreactiva a CCl4
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SOD1

CONTROL MTA CREST

La grafica muestra la media y desviacion estandar de células inmunoreactivas a SOD1.

2.5 7

15 -

0.5 -

ANALISIS ESTADISTICO
CONTROL VS MTA p=0.056
CONTROL VS CREST p=0.267
MTA VS. CREST p=0.358

CCLA4

T

CONTROL MTA CREST

La grafica muestra la media y desviacion estandar de células inmunoreactivas a CCL4.

ANALISIS ESTADISTICO
CONTROL VS MTA p=0.07613
CONTROL VS CREST p=0.2601

MTA VS. CREST p=0.6513
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7. DISCUSION

Se encontr6 que el cemento Crest piso sobre piso presenta semejante
biocompatibilidad al ser comparado con el cemento sellador MTA.

Estudios que evaluaron la biocompatibilidad y bioactividad de MTA Fillapex
en células osteoblasticas mostraron un efecto citotoxico de este sellador en los
primeros periodos de exposicion celular. Sin embargo, durante periodos
prolongados, la viabilidad celular y la actividad de la enzima ALP han aumentado
sustancialmente. También se observo la produccion de nddulos mineralizados por
coloracién Alizarina Roja, demostrando la biocompatibilidad del cemento y la
bioactividad después del tiempo de fraguado (Mestieri Lb. et al., 2015).

En un estudio de histocompatibilidad se evalué la capacidad de dos
materiales a base de silicato de calcio, (ProRoot MTA y MMTA), obteniendo como
resultados que ambos materiales produce respuestas positivas en la pulpa al usarlas
para recubrimientos pulpares, ya que induce la curacién en un modelo de lesion de
la pulpa de ratas, esto se observo a las 2 y 4 semanas. Las muestras de biopsia se
tifieron y se observaron por microscopia Optica para determinar la formacién de
puentes dentinarios (Khalil IT et al., 2013).

En otro tipo de estudio se observéd que el MTA tiene una mejor capacidad de
sellado bacteriano, que puede estar relacionado con menor solubilidad inicial
observada para estos materiales en relacion con ZOE (Espir CG et al., 2016).

En un estudio parecido al nuestro, compararon el Mineral Tridéxido Agregado
y un sellador bioceramico Endo Sequence (ERRM), encontraron resultados no
satisfactorios para el MTA, los hallazgos del estudio sugieren que tanto el ERRM
como el MTA causan un efecto perjudicial cuando se implantan en tejidos
subcutaneos de rata después de 7 y 30 dias. ERRM es significativamente menos
perjudicial para los tejidos que el MTA (Khalil WA et al., 2015).

De los dos cementos evaluados en la presente investigacion, se obtuvo como
resultado que el cemento Crest piso sobre piso tiene una muy buena
biocompatibilidad con los tejidos, demostrando generar una baja respuesta
inflamatoria y tener una alta biocompatibilidad, incluso muy igual a la del Mineral
Trioxido Agregado (MTA).

El cemento que investigamos Crest piso sobre se utiliza en la industria de la
construccién como un cemento sobre pisos o azulejos ya existentes, es un material
excelente para llevar a acabo remodelaciones en menos tiempo, sin complicaciones.
Cumple con las especificaciones de la Norma ANSI-118.4 para adhesivos de su tipo.
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Por la parecida composicion con el MTA es que lleva varios afios en investigaciones
de biocompatibilidad, sin embargo hasta hoy en dia no es usado como sustituto del
MTA.

Por otro lado en otro estudio se evalud la citotoxicidad y la adhesion celular
de Mineral Triéxido Agregado (MTA) y Biodentine (BD) sobre los fibroblastos del
ligamento periodontal. Los resultados exhibieron que tanto el MTA como el
Biodentine mostraron células vivas hasta 7 dias. Se demostraron mas expresiones de
Integrina B1 y Vinculina en el grupo control, seguido de Biodentine y MTA, que
también mostraron pérdida celular y cambios morfoloégicos. Hubo una diferencia
significativa en los grupos experimentales cultivados durante 5 y 7 dias en
comparacion con el control, pero no hubo diferencia estadistica significativa entre
ambos cementos. Ninguno de los materiales fue citotoxico durante el tiempo
evaluado y hubo un aumento de la adhesion celular a través de la expresion de
contactos focales observados en el caso de Biodentine, seguido de MTA, pero no
significativamente. (Escobar-Garcia DM et al., 2016)

Los resultados mostrados publicados por Escobar-Garcia et al., en el 2016,
estan de acuerdo con la presente investigacion, ya que tanto el cemento MTA y el
Crest piso sobre piso presentan una excelente biocompatibilidad. Estos resultados
pueden ser un argumento adicional para apoyar el uso de los cementos a Portland en
la practica odontologica. Observando que el cemento Crest piso sobre piso podria
ser otra alternativa ademads del cemento MTA.
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8. CONCLUSIONES

En este estudio se encontré que el material Crest piso sobre piso muestra
buena biocompatibilidad e incluso demostrd una biocompatibilidad similar a la del
MTA.

Se encontrdé que el material Crest piso sobre piso presenta una muy buena
biocompatibilidad, siendo muy semejante a la del MTA, probada mediante la
expresion de Sodl y de la quimiocina CCLA4.

El presente estudio nos demuestra que ambos cementos son materiales que
pueden utilizarse para los procedimientos dentales clinicos, por su excelente
biocompatibilidad, encontrando una atractiva alternativa al MTA. Sin embargo son
necesarios mas estudios acerca de su citotoxicidad, tiempos de fraguado, capacidad
bactericida y adhesion.
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