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Abreviaturas y siglas

CHSC: Cementos hidraulicos a base de silicato de calcio
HE: Hematoxilina y Eosina

ENT: Enfermedades no transmisibles

TPV: Terapia Pulpar Vital

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
MTA: Trioxido Agregado Mineral

CP: Cemento Portland

CPM: Cemento Portland Modificado

FDA: Food and Drug Administration

TSC: Silicato tricélcico con Oxido de Circonio
RCE: Reaccion a cuerpo extrafio

BD: Biodentine

MMTA: Micro MTA

NOM: Norma Oficial Mexicana

FBGC: Células gigantes de cuerpo extrano



Resumen

Introduccion: La terapia pulpar vital (TPV) es un procedimiento conservador e
innovador que se basa en la remocién parcial del tejido pulpar afectado y la
colocacion directa de un material bioactivo, con el propdsito de preservar la porcion
sana de la pulpa y mantener la vitalidad del 6rgano dental. EI mineral trioxido
agregado (MTA) es un cemento hidraulico a base de silicato de calcio (CHSC) que
posee excelentes propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, lo que ha permitido su
aplicacién en la TPV y en otros procedimientos odontologicos. Sin embargo, su
elevado costo imposibilita su uso en el sector publico de salud en México y en otros
paises. Debido a esto, se desarrollaron y caracterizaron cuatro prototipos de CHSC
con propiedades fisicoquimicas similares a las del MTA. No obstante, sus
propiedades bioldgicas, particularmente el potencial inflamatorio en tejido conectivo
subcutaneo de rata, aun no han sido determinadas.

Objetivo: Determinar qué prototipo de CHSC induce la menor respuesta
inflamatoria en tejido subcutaneo de la rata.

Métodos: Se utilizaron 20 ratas Wistar macho de 250 a 280 gramos; en cada una
se implantaron seis tubos de polietileno estériles que contenian los cuatro prototipos
de CHSC (w175, z175, w175z25 y w10z10), MTA-Angelus (control positivo) y un
tubo vacio (control negativo). Después de 3, 7, 14 y 28 dias, se seleccionaron
aleatoriamente grupos de cinco ratas y se practicoO eutanasia para recuperar los
implantes y el tejido adyacente. Los tejidos fueron fijados en formalina,
deshidratados, aclarados e incluidos en parafina para su corte y posterior tincion
con hematoxilina-eosina. Se evaluaron el numero de células inflamatorias, el grosor
de la capsula fibrosa, y la presencia de edema, necrosis o calcificaciones distréficas
mediante el software ImageJ.

Resultados: Se observé una disminucion progresiva en el numero de células
inflamatorias y del grosor de la capsula fibrosa en todos los grupos a lo largo del
periodo experimental, lo que refleja una adecuada respuesta tisular frente a los
materiales evaluados. Los prototipos z125 y w10z10 mostraron diferencias
significativas en el numero de células respecto al control negativo en determinados
intervalos. MTA-Angelus presento la capsula fibrosa mas delgada a los 14 dias y la
mas gruesa a los 28 dias. El prototipo w175 presentd la menor respuesta
inflamatoria entre los materiales evaluados. No se evidencié edema ni necrosis, y a
los 28 dias se observé calcificacion distréfica en todos los grupos, excepto en el
control negativo.

Conclusién: En términos generales, los cementos hidraulicos a base de silicato de
calcio (CHSC) mostraron una biocompatibilidad comparable a la de MTA-Angelus,
lo que indica su potencial como alternativa eficaz y de menor costo para su uso en
terapias pulpares vitales.

Palabras clave: TPV, MTA, respuesta inflamatoria, tejido conectivo, ratas.



Abstract

Introduction: Vital pulp therapy (VPT) is an innovative, conservative, and alternative
treatment that involves the partial removal of the affected dental pulp and the direct
placement of a bioactive material to preserve the healthy pulp and maintain dental
vitality. Mineral trioxide aggregate (MTA) is a calcium silicate-based hydraulic
cement (CHSC) that has been extensively studied and has been shown to have
excellent physicochemical and biological properties for use in VPT and other
treatments. However, its high cost precludes its use in the public health sector in
Mexico and other countries. Therefore, four CHSC prototypes with similar
physicochemical properties were developed and characterized, but their biological
properties, particularly their inflammatory potential in rat subcutaneous tissue, are
still unknown.

Objective: To determine which CHSC prototype induces the least inflammatory
response.

Methods: Twenty male Wistar rats weighing 250 to 280 grams were used. In each,
six sterile polyethylene tubes containing the CHSCs (w175, z175, w175z25,
w10z10), MTA-Angelus (positive control), and an empty tube (negative control) were
implanted subcutaneously. After the experimental time of 3, 7, 14, and 28 days, a
group of five rats was randomly selected and euthanized for the recovery of the
implants and adjacent tissue. The tissues were fixed in formalin, dehydrated, rinsed,
and embedded in paraffin for sectioning and subsequent hematoxylin-eosin staining.
The number of inflammatory cells, capsule thickness, and the presence of edema,
necrosis, and dystrophic calcifications were evaluated using ImageJ software.
Results: The number of inflammatory cells and the thickness of the fibrous capsule
adjacent to the implants progressively decreased over time at all periods analyzed.
The z125 and w10z10 prototypes showed differences in the number of inflammatory
cells compared to the negative control at different time points. MTA Angelus
presented the thinnest capsule at 14 days and the thickest at 28 days. No edema or
necrosis was observed in any case. The w175 prototype induced a lower
inflammatory response compared to the other prototypes. On 28 days, dystrophic
calcification was observed in all groups except the empty control.

Conclusion: In general terms, calcium silicate-based hydraulic cements (CSHC)
showed a biocompatibility comparable to that of MTA-Angelus, which indicates their
potential as an effective and lower-cost alternative for use in vital pulp therapies.

Keywords: VPT, MTA, inflammatory response, connective tissue, rats.



1. Introduccién

Las enfermedades bucodentales representan un grave problema de salud publica a
nivel global; en la actualidad, se estima que afectan aproximadamente a 3.500
millones de personas en todo el mundo. Son consideradas las patologias mas
extendidas entre todas las que afectan al ser humano, superando incluso, en
numero de casos, a la suma de las cinco principales enfermedades no transmisibles:
los trastornos mentales, las enfermedades cardiovasculares, la diabetes Mellitus
(tipo 1y 2), las enfermedades respiratorias cronicas y el cancer. Su distribucion es
desigual entre los grupos poblacionales y lamentablemente, evidencian una mayor
carga de morbilidad en los grupos mas desfavorecidos y vulnerables de la sociedad
como nifos y nifias, personas con discapacidad, personas en situacion de calle y
adultos mayores (OMS, 2022).

El Informe sobre la Situacion Mundial de la Salud Bucodental de la OMS (2022)
indica que el gasto publico y privado destinado a estas enfermedades alcanza los

390 000 millones de délares al ano.

Entre las enfermedades que contribuyen significativamente a estas cifras, la caries
dental ocupa un lugar destacado, afectando a mas de un tercio de la poblacion
mundial. Esta patologia estd presente en todos los grupos etarios; afectando
aproximadamente a 514 millones de personas en el mundo. Entre los factores de
riesgo mas relevantes se encuentran la higiene oral deficiente y el consumo elevado
de azucares(OMS, 2022).

Segun Casals et al.,, (2014), la caries dental es una enfermedad infecciosa,
multifactorial, crénica y dinamica que provoca la desmineralizacion progresiva de
los tejidos duros del diente, como resultado del metabolismo bacteriano de los
carbohidratos que, de no revertirse, puede provocar cavitacion del esmalte y dafio

secundario a la dentina y la pulpa.

La pulpa dental es un tejido blando, no mineralizado, altamente vascularizado e

inervado, localizado en el interior de los dientes. Sus principales funciones incluyen



la formacién, nutricion e hidratacion de la dentina, asi como conferir al complejo

dentario capacidades sensoriales y defensivas (Berutti et al, 2017).

Cuando la caries dental no se trata oportunamente, se generara una irritacion
microbiana en el tejido pulpar, lo que resultara en una pulpitis irreversible, aunque
esta condicidon también puede desencadenarse por estimulos térmicos o
mecanicos, por irritacion quimica o como resultado de un traumatismo (Shafer et
al., 1988).

Mediante un diagndstico preciso del estado de la pulpa dental, en la mayoria de los
casos se requiere realizar un tratamiento de conductos, comunmente conocido
como endodoncia, procedimiento que consiste en la eliminacién completa del tejido
pulpar (Cohen & Burns, 2016). Cuando este tratamiento se lleva a cabo de manera
adecuada, presenta una alta tasa de éxito, ampliamente documentada en la

literatura cientifica (Ng et al., 2008).

No obstante, también se ha demostrado que perder la funcién del tejido pulpar trae
consigo multiples desventajas, entre las que destacan; mayor riesgo a la fractura
(Fuss et al., 2001), alteraciones morfologicas estructurales de la dentina, pérdida de
los mecanismos propioceptivos protectores (Lertchirakarn et al., 2003),
decoloracion de la corona dental (Krastl et al., 2013), una mayor susceptibilidad a
caries (Mehrdad et al., 2011) y la ausencia de la capacidad defensiva del complejo

pulpa-dentina (Asgary et al., 2014).

Ademas, la endodoncia es un tratamiento costoso, debido a que es realizado por
odontélogos especialistas que emplean equipos y materiales de alta precision, lo
que limita su accesibilidad para una gran parte de la poblacion. Por esta razén, no
suele estar incluido en la cobertura de los servicios de Salud Publica en México ni
en muchos otros paises (Sanchez-Lara y Tajonar et al., 2022).

10



1. Antecedentes

Gracias a los avances en el campo de la biologia pulpar y el desarrollo de materiales
bioactivos (Simon et al., 2013), algunas desventajas del tratamiento de conductos
se pueden evitar si se mantiene la vitalidad de la pulpa mediante procedimientos
innovadores y conservadores, los cuales pueden realizarse en menor tiempo y a un

costo mas accesible (Asgary et al., 2014).

La terapia pulpar vital (TPV)

Es un tratamiento alternativo que consiste en la remocion parcial del tejido pulpar
afectado y en la colocacion directa de un material bioactivo (Akhlaghi & Khademi,
2015). Su propdsito principal es preservar la vitalidad de la pulpa y mantener la
integridad del érgano dental comprometido. Presenta una serie de opciones en sus
tratamientos como el recubrimiento pulpar directo o indirecto (Sena et al., 2020).
Anos atras, dichos procedimientos solo se indicaban para la denticidon primaria; sin
embargo, recientes estudios han demostrado la capacidad regenerativa vy

reparadora del tejido pulpar en la denticién adulta (Taha & Khazali, 2017).

Para llevar a cabo un tratamiento de TPV es fundamental contar con un diagndstico
oportuno del estado de la pulpa dental y de los tejidos peri radiculares, asi como la
eleccion y aplicacion de un material adecuado que garantice un sellado hermético
para evitar la contaminacion bacteriana, que sea capaz de promover la
conservacion de la vitalidad del tejido pulpar (Parisay et al., 2015), la cicatrizacién y
regeneracion tisular, ademas de ser biocompatible, no téxico ni reabsorbible
(Chaple Gil & Herrero Herrera, 2007).

En la actualidad la industria odontolégica cuenta con una amplia variedad de
cementos, los cuales pueden clasificarse segun sus principales componentes
quimicos: 6xido de cinc, hidroxido de calcio, iondmero de vidrio, silicona, resina o

cementos bioceramicos (Viapiana et al., 2016).
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Los cementos bioceramicos se dividen en dos grupos: los cementos hidraulicos a
base de silicato de calcio (CHSC) y los cementos a base de fosfato de calcio.
Ambos, se consideran biocompatibles, ya que no inducen una respuesta
inflamatoria crénica de los tejidos periapicales con los que entran en contacto.
Ademas, presentan estabilidad en ambientes biologicos, poseen un pH alcalino, no
presentan contraccién durante el fraguado, son radiopacos e insolubles en fluidos
bucales, y han demostrado la formacion de hidroxiapatita durante su proceso de

endurecimiento (Gandolfi et al., 2010).

Los mas utilizados actualmente para la TPV son los CHSC como el cemento
Portland, el mineral trioxido agregado (MTA), Biodentine y Endo CPM (Zordan-
Bronzel et al., 2019).

Mineral Triéxido Agregado (MTA)
Se aprobd por la U.S. Food and Drug Administration (FDA) en 1988 (Fuentes &

Carrasco, 2005) y, desde entonces, ha generado un interés creciente en su
aplicacién como cemento endodontico, debido a sus propiedades fisicas, quimicas
y biologicas superiores, que lo hacen altamente apropiado para terapias tanto en

pulpa vital como en pulpas necréticas (Sirvent et al., 2010).

Este material ha sido ampliamente investigado por su eficacia como sellador de las
vias de comunicacion entre el sistema de conductos radiculares y los tejidos
perirradiculares. Se ha empleado en tratamientos para dientes vitales como
pulpotomias, recubrimientos pulpares directos y apicoformaciones, asi como en
dientes no vitales, en procedimientos de cirugia endoddntica o en la reparacion de

perforaciones a nivel de furca, perforaciones laterales o procesos de reabsorcion.

Estos cementos han demostrado favorecer la formacion de hueso y cemento
radicular, ademas de promover la regeneracion del ligamento periodontal sin

provocar inflamacion (Sirvent et al., 2010).
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Sus propiedades han sido ampliamente reportadas tanto in vitro como in vivo en la
literatura; aun que son escasos los estudios a largo plazo. A pesar de ello, los
resultados obtenidos a corto plazo indican que se trata de un material altamente

prometedor para diversas aplicaciones clinicas (Mifiana et al., 2002).

Esta constituido por particulas finas de naturaleza hidréfila que fraguan en presencia
de humedad, formando un gel coloidal que inicialmente presenta un pH de 10.2 que

se eleva hasta 12.5 después de tres horas.

Sus principales componentes incluyen: silicato tricalcico (3Ca0-SiO2), silicato
dicalcico (2Ca0-SiO2), aluminato tricalcico (3CaO-Al203), aluminato férrico
tetracalcico (4Ca0-Al203-Fe203), sulfato de calcio dihidratado (CaS0O4-2H20) y
silice cristalina (SiO2), ademas de restos insolubles como 6xido de calcio (CaO),
sulfato de potasio (K2S04), sulfato de sodio (Na2S04) y 6xido de magnesio (MgO)
(Chaple & Herrero, 2007).

Ademas, puede contener pequefas cantidades de otros 6xidos minerales, como el
oxido de bismuto, que contribuyen a dotar al material de propiedades fisicas y

quimicas para su uso clinico (Torabinejad & Chivian, 1999).

El comportamiento del MTA en el tejido conectivo es similar al del hidroxido de
calcio. El trioxido de calcio presente en su composicion, al mezclarse con agua, se
transforma en 6xido de calcio, el cual, al entrar en contacto con la humedad de los
fluidos tisulares, se convierte en hidréxido de calcio. Este ultimo se disocia en iones
hidroxilo y calcio, que reaccionan con el dioxido de carbono del tejido conectivo para
formar cristales de carbonato de calcio (calcita). Estos cristales liberan iones calcio
e hidroxilos al microambiente tisular. Los iones Ca?" interactian con la membrana
de los fibroblastos y activan sus rutas de sefalizacién intracelular dependientes de
calcio. Esa activacién estimula la transcripcion de genes asociados a la matriz
extracelular, aumentando la sintesis y liberacion de fibronectina. La fibronectina
secretada favorece la adhesién, migracion y proliferacion celular, y actia como

sustrato que promueve la diferenciacion de fibroblastos hacia células formadoras de

13



tejido duro, tales como osteoblastos, cementoblastos u odontoblastos (Seux et al.,
1991).

La primera presentacion comercial de este tipo de cementos fue ProRoot MTA
(Dentsply Tulsa Dental, Tulsa, OK), introducida en 1998, en su version de color gris.
Posteriormente en el afio 2000, se lanz6 al mercado MTA Angelus, una version en
color blanco (Angelus Solugdes Odontologicas, Londrina, Brasil) (Chaple Gil &
Herrero Herrera, 2007), como una alternativa estética al MTA gris, especialmente
en procedimientos donde la apariencia del diente es un factor relevante (Song et al.,
2006).

A pesar de las excelentes propiedades fisicoquimicas y biolégicas que caracterizan
al MTA Angelus, su uso en instituciones publicas se ve considerablemente limitado
por su elevado costo. Los presupuestos destinados al area suelen ser insuficientes
para cubrir la demanda de tratamientos que requieren el empleo de materiales de
alto costo, de importacién o equipos de precision. Esta situacién limita la posibilidad
de ofrecer la TPV como una alternativa de tratamiento la cual, aunque conservadora
y altamente efectiva, dependen del uso de materiales de calidad que garanticen
biocompatibilidad, sellado hermético y capacidad regenerativa. Como
consecuencia, en muchas instituciones publicas se opta por tratamientos mas
invasivos como la exodoncia, ya que no se cuenta con los materiales necesarios

para preservar la vitalidad pulpar y por ende la integridad del 6rgano dental.

Ante este panorama, surge la necesidad de desarrollar nuevos CHSC, que cuenten
con las propiedades fisicoquimicas y biolégicas necesarias para su aplicacion en la
TPV, y que sean de un costo significativamente menor, o que hace posible su
implementacion en el sector publico de salud en el estado de Querétaro, reduciendo
las barreras econémicas y contribuyendo a la equidad en la atencion odontoldgica,
en concordancia con las metas de salud publica orientadas a la prevencion y

conservacion de la salud bucodental.
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Desarrollo de prototipos CHSC

En el Laboratorio de Investigacion Odontolégica Multidisciplinaria (LIOM) de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autébnoma de Querétaro se desarrollaron y
caracterizaron prototipos de CHSC, cuatro de estos han superado las pruebas
fisicas, quimicas, mecanicas y bioldgicas y han demostrado las mejores condiciones
en microestructura, composicion, radiopacidad, tiempo de fraguado, solubilidad, pH

y bioactividad (Vega-Gonzalez et al., 2024).
Los CHSC que han sido desarrollados presentan la siguiente composicion:

1) El prototipo w175 estd compuesto por polvo de silicato de calcio con 17.5%
de peso de tungstato de calcio.

2) El prototipo z175 estda compuesto por polvo de silicato de calcio con 17.5%
de peso de 6xido de zirconio.

3) El prototipo w175z25 esta compuesto por polvo de silicato de calcio con
17.5% de tungstato de calcio y 2.5% en peso de 6xido de zirconio

4) El prototipo w10z10 estd compuesto por polvo de silicato de calcio con 10%

de tungstato de calcio y 10% de 6xido de zirconio.

Todos los prototipos estan compuestos principalmente de calcio, silicio y aluminio
con un porcentaje significativo de radiopacificador (6xido de zirconio o tungstato de

calcio).

El prototipo w175 es el unico de los prototipos que presenta una composicion
quimica muy similar a la del MTA Angelus, tanto en el porcentaje de los elementos
principales como en el tipo de agente radiopacificador (tungstato de calcio). En
contraste, el prototipo z175, no contiene tungstato de calcio; en su lugar se incorpora
Oxido de zirconio. Por su parte, los prototipos w175z25 y w10z10, presentan una
combinacion de 6xido de zirconio y tungstato de calcio en diferentes proporciones,
ademas de mostrar mayores variaciones en su composicion elemental en

comparacion con el MTA Angelus.
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Debido a sus componentes quimicos, presentan una radiopacidad superior a la

establecida por la norma ISO 4049 equivalente a 3 mm de aluminio (ISO 4049:2019)

Una de las propiedades mas relevantes de estos CHSC es su tiempo de fraguado,
ya que los primeros materiales comerciales, como ProRoot MTA (Dentsply Tulsa
Dental, Tulsa, OK, EE. UU.), presentaban tiempos de fraguado prolongados de
hasta 2.5 horas, y el MTA Angelus aproximadamente de 80 minutos, mientras que
estos prototipos tienen un tiempo de fraguado final que va desde 61 hasta 72
minutos dependiendo el prototipo. Presentan valores inferiores de solubilidad al
limite recomendado del 3 % establecido por la norma ISO 9917-1:2012. A las 24
horas, los prototipos que tienen mayor cantidad de radiopacificador son mas
solubles; en este caso, el prototipo w175 es el que tiene una menor solubilidad.
Estos cementos son capaces de promover un pH alcalino que va desde 10.5 hasta
12 en los primeros 7 dias, el cual disminuye significativamente con el tiempo,
presentan la capacidad de producir precipitados de calcio/fosfato, hidroxiapatita y
calcita. Las propiedades fisicas de los prototipos son comparables con el MTA
Angelus; incluso algunos presentan un mejor rendimiento, mientras que otros
cumplen con los requisitos minimos para su aplicacion en la TPV (Vega-Gonzalez
et al., 2024).

Es importante sefalar que los prototipos desarrollados presentan un costo promedio
de produccion hasta 150 veces menor en comparacion con el MTA Angelus, cuyo
precio comercial en su presentacién de un gramo, asciende aproximadamente hasta
$1,500 pesos. En contraste, el costo estimado de elaboracion de cada prototipo es
considerablemente inferior: el prototipo w175 tiene un costo aproximado de $8.83,
el z175 de $2.71, el w175z25 de $9.20 y el w10z10 de $6.58 por gramo. Estos
valores evidencian una reduccion sustancial en los costos de fabricacién sin
comprometer el objetivo de obtener materiales con propiedades aptas para su

evaluacion bioldgica.

Al realizar una comparacion directa, se observa que las diferencias econémicas son

extremadamente marcadas. Por ejemplo, el prototipo w175 resulta casi 170 veces
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mas econdmico que el MTA Angelus, mientras que el z175 supera incluso esta
proporcion al ser 550 veces mas accesible. Los prototipos z175z25 y w10z10
mantienen también reducciones significativas, posicionandose como opciones

considerablemente mas costo-efectivas.

Si bien a estos montos deben afadirse gastos operativos asociados al proceso de
fabricacion (como electricidad, agua, alcohol, gas entre otros), dichos costos son
marginales y no representan un incremento relevante en el costo final de cada

prototipo (Vega-Gonzalez et al., 2024).

Sin embargo, todo material usado en odontologia que cumpla con las propiedades
fisicoquimicas, también debe ser evaluado bajo los lineamientos de la Norma
Internacional ISO 7405:2008 que especifica los métodos de ensayo utilizados en la
evaluacion de los efectos bioldgicos de los productos que se utilizan en odontologia.
Debido a que pueden presentar efectos adversos que pueden ir desde la toxicidad
leve, hasta la inflamacion, alergia y mutabilidad, la evaluacion del potencial
citotoxico puede tener como variables; el tiempo de exposicion en boca, las fuerzas
aplicadas sobre el material para obtener la respuesta bioldgica esperada y las

fuerzas de fatiga a corto, mediano y largo plazo (Rojas.,1995).

Evaluacién de la biocompatibilidad de materiales odontolégicos

Para determinar la biocompatibilidad de un material, es necesario realizar una serie
progresiva de pruebas que comprenden ensayos in vitro, seguidos de pruebas de
uso en modelos animales y, finalmente, ensayos clinicos en humanos (Quintana et
al., 2003).

Las pruebas iniciales, también llamadas primarias o in vitro consisten en exponer el
material a un sistema biolégico controlado (Costa et al., 1997) utilizando para este
fin tubos de ensayo o placas de cultivo celular. Para ello, se emplean medios
bioldgicos especificos como células de mamiferos, organelos celulares, tejidos,

bacterias 0 enzimas, con la finalidad de analizar diferentes parametros, entre ellos
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la viabilidad, muerte celular, la actividad funcional de las células y, en algunos casos,

la integridad del material genético (Kawahara, 1968).

Los ensayos in vitro resultan de gran utilidad para la evaluacion preliminar de los
efectos bioldgicos de los biomateriales ya que ofrecen rapidez en los resultados y
una alta relacion costo-efectividad. Sin embargo, las respuestas in vitro no siempre
reflejan de manera precisa las reacciones bioldgicas in vivo, ya que las condiciones
experimentales en el laboratorio representan unicamente una fraccién de las que se

presentan en un organismo vivo (Rios et al., 2001).

Las pruebas in vivo constituyen una etapa fundamental en la evaluacién biolégica
de los biomateriales, ya que permiten analizar las respuestas fisioldgicas y tisulares
que se producen cuando un material entra en contacto directo con un organismo
vivo. Estas pruebas hacen posible la observaciéon de procesos inflamatorios, de
cicatrizacion y de respuesta inmunitaria, proporcionando informacién sobre el
comportamiento del material en condiciones biolégicas complejas (Anusavice,
2004).

Dentro de este tipo de evaluaciones se incluyen los ensayos de irritacién en
mucosas, que determinan la capacidad del material para provocar reacciones
locales; las pruebas de sensibilidad cutanea, orientadas a detectar posibles
respuestas alérgicas o de hipersensibilidad; y los ensayos de implantacién mediante
los cuales se examina la respuesta del tejido frente a la presencia del material,
valorando su biocompatibilidad, grado de inflamacién, encapsulamiento o

integracion tisular (Schmalz et al, 2017).

La reaccion inflamatoria es un proceso biolégico complejo mediante el cual se
reclutan células y moléculas del sistema inmune innato desde el torrente sanguineo
hacia los tejidos, con el propdsito de eliminar agentes patégenos o cuerpos
extrafos. Se caracteriza por cuatro signos: calor, dolor, rubor y tumor, los cuales
reflejan la accién de citoquinas y otros mediadores inflamatorios sobre los vasos

sanguineos locales. Durante este proceso, la vasodilatacion y el aumento de la
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permeabilidad capilar incrementan el flujo sanguineo y permiten la salida de liquido
el tejido afectado, lo que explica el aumento de la temperatura, el enrojecimiento y
la tumefaccién. Ademas, las citoquinas y los fragmentos del complemento ejercen
efectos significativos sobre el endotelio vascular, que a su vez puede secretar mas
mediadores inflamatorios en respuesta a la infeccion o al dafo tisular, dichas
citocinas modifican las propiedades adhesivas del endotelio, promoviendo la
adherencia y migracion de los leucocitos hacia sitio de lesion, donde son atraidos

por quimiocinas especificas (Kenneth Murphy, 2008).

Los principales tipos de células observados durante la fase inicial de una respuesta
inflamatoria son macrofagos y neutréfilos; se reclutan grandes numeros de estos
ultimos hacia el tejido infectado e inflamado. De esta manera, los macréfagos y los
neutrofilos también se conocen como células inflamatorias. El flujo de neutréfilos
hacia el sitio de la lesion va seguido poco tiempo después por monocitos, que
rapidamente se diferencian hacia macrofagos, lo que refuerza y sostiene la

respuesta inmunitaria innata (Kenneth Murphy, 2008).

Para las pruebas in vivo, los animales mas utilizados por su similitud con el ser
humano en cuanto a la respuesta tisular son los ratones, las ratas, los hurones y los
conejos; sin embargo, también se emplean ovejas, monos, bovinos, cerdos, perros
y gatos (Anusavice, 2004). Dentro de ellos, las ratas representan el modelo
experimental por excelencia para la evaluacion de la respuesta del tejido
subcutaneo frente a la implantacion de biomateriales, debido a su tamafo
adecuado, facil manipulacién, bajo costo y control experimental, lo que permite
obtener resultados confiables en periodos relativamente cortos (Dominguez-Pérez,
2015).

La implantacion de biomateriales desencadena inevitablemente una reaccién
inflamatoria local, cuyo propdsito es proteger del dafio, aislar o eliminar el material
extrafio e iniciar la reparacion tisular (Baumann & Gauldie, 1994).Este proceso se
denomina reaccion a cuerpo extrafio (RCE) y se desarrolla en dos fases: aguda y

cronica.
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La fase aguda tiene una duracién de horas a dias (Nyska et al., 2014). Inicia con
adsorcion de proteinas sobre la superficie del biomaterial, formando una capa
compuesta por albumina, fibrinogeno, fragmentos del complemento y anticuerpos
(Luttikhuizen et al., 2006). Al mismo tiempo, el procedimiento quirurgico ocasiona
dano microvascular y tisular, provocando la liberacion de histamina y citoquinas
proinflamatorias que llevan a cabo los mastocitos locales, estimulando la migracion
de neutrdfilos y monocitos hacia el implante (Tang et al., 1998),generando una
mayor expresion de moléculas de adhesién, lo que provoca la extravasacion de
neutrofilos del torrente sanguineo y su migracion al implante, potenciando la
inflamacion mediante la secrecion de citocinas proinflamatorias adicionales e induce
la angiogénesis mediante la secrecion de factores angiogénicos (Rucker et al.,
2006).

Posteriormente, durante la fase cronica, los neutréfilos son reemplazados por
monocitos que se diferenciaran en macrofagos, y se pueden encontrar durante las
primeras semanas tras la implantacion y en la etapa final del proceso de adaptacion
(Rucker et al., 2006). Los macréfagos son considerados las células clave de esta
etapa, ya que regulan una red de mediadores (Amini et al., 2011), pero cuando
experimentan una fagocitosis frustrada (es decir, sus esfuerzos por eliminar el
material extrafio no son efectivos), se diferencian y se fusionan en células gigantes
de cuerpo extrafio (FBGC) (Shen & Horbett, 2001) formando una capa continua de
FBGC que encapsula el biomaterial protegiendo al huésped, dando origen a una

capsula altamente fibrosa y avascular que aisla el biomaterial.

La evaluacion de la biocompatibilidad consta de un proceso complejo que integra
pruebas in vitro e in vivo, con el propésito de analizar de manera integral aspectos
como la citotoxicidad, las reacciones alérgicas, la irritacion local, la inflamacién y la

toxicidad sistémica y crénica (Katti et al., 2002).

Para garantizar que la evaluacion de los biomateriales se realice de forma
estandarizada y reproducible, se han establecido lineamientos internacionales

recabados en la norma ISO 10993 de la Organizacion Internacional de

20



Normalizacion (ISO). Esta norma especifica los procedimientos, criterios vy
requisitos para la evaluacion biologica de dispositivos meédicos y materiales
destinados al contacto con tejidos humanos (ISO 10993-6:2016).

En el apartado No.6 “Pruebas de efectos locales después de la implantacion
subcutanea” se especifican los métodos de ensayo para la evaluacion de los efectos
locales después de la implantacion de biomateriales previstos para utilizacion en
productos sanitarios, indica que la muestra de ensayo se implanta en el sitio y en la
especie animal apropiada para la evaluar las respuestas del tejido local y que estos
ensayos de implantacion no estan previstos para evaluar o determinar el
funcionamiento de la muestra de ensayo respecto a la carga mecanica o funcional
(1SO 10993-6:2016).

Los efectos locales se evaluan comparando la respuesta tisular inducida por la
muestra en estudio con la generada por los materiales de control, cuyas
propiedades de aceptabilidad clinica y biocompatibilidad ya han sido establecidas.
El objetivo de estos métodos de ensayo es caracterizar la evolucion de la respuesta
del tejido tras la implantacion de un producto sanitario o biomaterial, incluyendo su

integracion final o la absorcion/degradacion del material (ISO 10993-6:2016).

Las pruebas de implantacion in vivo representan el conjunto de procesos para
determinar la biocompatibilidad de un material, y aunque no se puedan extrapolar
los datos a humanos, son estrictamente necesarias y ampliamente validas ya que
proporcionan informacién sobre las respuestas inflamatorias e inmunoldgicas que

son capaces de desencadenar los materiales evaluados (Watts & Paterson, 1992).

Estudios previos

Hace mas de una década un grupo de investigadores se propusieron evaluar y
comparar la biocompatibilidad del cemento Portland modificado (CPM) y el MTA
implantando los cementos contenidos en tubos de silicona y un control (tubo vacio)
en el tejido subcutaneo de rata. Reportaron la gravedad de la respuesta inflamatoria

mediante parametros de infiltrado inflamatorio crénico, asignandoles una
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puntuacion de leve, moderada o severa. Observaron un infiltrado inflamatorio
cronico leve en todos los grupos a los 7 y 14 dias, aunque en el grupo control se
observaron pocas ceélulas inflamatorias. El tejido fibroso inmaduro observado a los
7 dias evolucion6 a una capsula fibrosa madura a los 30 dias y el grupo control
presentd la capsula fibrosa mas delgada formada alrededor de los materiales
implantados. También observaron células gigantes en el grupo MTA alos 7 y 14
dias con una diferencia estadisticamente significativa con respecto al grupo CPM
(Martinez et al., 2009a).

Khashaba et al., (2011) evaluaron la biocompatibilidad de dos selladores a base de
fosfato de calcio (CPS-1Y CPS-2) con un sellador comercial a base de hidroxido de
calcio (Acroseal), rellenaron tubos de polietileno con los selladores experimentales
y el comercial y los implantaron en tejido conectivo dorsal de ratas, utilizaron tubos
vacios como controles. Con examenes histopatolégicos a los 7,15,30, 60, y 90 dias
determinaron que el sellador CPS-1 indujo una respuesta inflamatoria grave que se
mantuvo durante los 90 dias, mientras el CPS-2 y Acroseal presentaron patrones
de respuesta similares, con una reaccibn mas grave inicialmente y que
disminuyeron con el tiempo, creando una capsula fibrosa fina alrededor del implante

con ausencia total de células inflamatorias.

En otro estudio se propusieron evaluar la reaccion tisular promovida por un sellador
de MTA experimental y compararla con la del cemento MTA, cemento Portland y un
control (tubo vacio), a los 7, 14, 30 y 60 dias. Evaluaron la densidad numérica de
células inflamatorias, la presencia de osteopontina y la deteccion de estructuras
calcificadas. Observaron un proceso inflamatorio moderado en todos los grupos a
los 7 y 14 dias, reportando una disminucion significativa de células a los 60 dias; sin
embargo, no se observaron diferencias significativas entre los grupos. La presencia
de estructuras calcificadas se observé en la capsula fibrosa adyacente a partir de
los 7 dias. Llegaron a la conclusién de que el material experimental indujo una
respuesta tisular similar a la inducida por los otros cementos evaluados (Viana et
al., 2012).
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Un grupo de investigacion utilizé el mismo método para evaluar la biocompatibilidad
de Biodentine y lo comparé con el cemento MTA Angelus, un tubo de polietileno
vacio esteéril (grupo control) y con oxido de zinc a los 7, 14 y 30 dias. Clasificaron la
intensidad de la inflamacion como no significativo, leve, moderado y severo. En los
cortes histologicos del grupo MTA Angelus observaron una respuesta inflamatoria
leve, a los 7 dias observaron fibras de colageno inmaduras, fibroblastos y vasos
sanguineos proliferantes, a los 14 y 30 dias observaron una mejor organizacion del
tejido conectivo con presencia de numerosos fibroblastos y fibras de colageno. Tras
su analisis sobre las puntuaciones de este grupo no encontraron diferencias
estadisticamente significativas en cuanto al proceso inflamatorio entre los diferentes

tiempos experimentales (Mori et al., 2014)

da Fonseca et al., (2016)compararon la respuesta inflamatoria de tejido conectivo
subcutaneo de rata expuesta al cemento Biodentine, MTA Angelus un grupo control
alos 7, 5, 30 y 60 dias, realizaron el reporte del numero de células inflamatorias
tefiidas con hematoxilina y eosina y la densidad numérica de células
inmunomarcadas con interleucina-6 (IL-6). A los 7 dias, observaron un alto numero
de células inflamatorias e inmunomarcadas con IL-6 en todos los grupos. Las
capsulas fibrosas de todos los grupos evaluados mostraron una reduccion gradual
y significativa con el tiempo. A los 60 dias se observaron numerosos fibroblastos y

haces de fibras de colageno en ambos grupos.

Mena-Alvarez et al., (2021) realizaron un estudio para evaluar las diferencias en la
respuesta tisular a los 15, 30 y 45 a la implantacién en tejido conectivo de rata de
MTA Angelus, Theracal LC, y MTA Angelus adicionado con un 25% de biovidrio G3,
sus hallazgos demostraron que el cemento MTA Angelus indujo el doble de
formaciones de calcificaciones distréficas en comparacion con el Theracal LC®. La
evaluacion de la respuesta tisular la realizaron cuantificando el numero de células
inflamatorias y observaron que la densidad celular disminuyé con el tiempo del
implante. En este estudio también se analizaron variables cualitativas, como el tipo

de inflamacion, el porcentaje de intensidad de la respuesta tisular, calcificacion,
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edema, necrosis y congestion, entre otras. También evaluaron el grosor de la
capsula fibrosa y reportaron diferencias estadisticamente significativas a los 45 dias
al comparar los tres grupos. En el cemento Theracal LC no se observaron células
inflamatorias a los 45 dias. Se concluy6 que tanto Theracal LC como MTA Angelus
fueron bien tolerados al implantarse en el tejido subcutaneo de rata, no reportaron
edema ni necrosis, pero si la formacion de calcificaciones distroficas. Segun este
estudio, los tres materiales presentan una buena biocompatibilidad, siendo MTA

Angelus el que presenta la mayor.

Otros autores compararon tres marcas comerciales de CHSC. Los grupos
experimentales fueron MTA Angelus, BioMTA, ROOT MTA y un grupo control, los
colocaron en tubos de polietileno y los implantaron subcutaneamente en tejido
conectivo de raras Wistar macho, pasado el tiempo experimental de 7, 15, 30 y 60
dias realizaron la obtencion de los tejidos y su procesamiento. La reaccion
inflamatoria de los tejidos la clasificaron en diferentes puntuaciones, reportando que
el grupo BioMTA presentd la mayor respuesta inflamatoria entre los grupos, pero la
diferencia no fue significativa, y MTA Angelus mostré la menor formacion de capsula
fibrosa en todos los periodos, atribuyendo estos efectos a la variaciéon entre la

composicidn quimica de cada cemento. (Alimohammadi et al., 2021).

En otro estudio, se dieron a la tarea no solo de estudiar la respuesta del tejido, sino
también la capacidad de biomineralizacion de un cemento de agregado nano
particulado experimental de trioxido mineral (Nano MTA) en comparacion con MTA
gris y Fillapex MTA implantados en tejido subcutaneo de ratas Wistar a los 7, 15,
30, 60 y 90 dias. Entre los 7 y 15 dias el cemento experimental recibié una
puntuacion de 3 (entre 25 y 125 células inflamatorias) clasificando la reaccion tisular
como moderada, mientras que Fillapex MTA se clasificd con una puntuaciéon de 4
(125 o mas células inflamatorias). A los 30, 60 y 90 dias no se observaron
diferencias en la respuesta tisular entre los grupos evaluados y todos formaron tejido
mineralizado. Concluyeron que Nano MTA tiene una biocompatibilidad y

biomineralizacién similares a MTA gris (Dal-Fabbro et al., 2021).
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Con base en los antecedentes mencionados, se destaca que el modelo de
implantacion en tejido conectivo subcutaneo de ratas constituye un meétodo
confiable y ampliamente utilizado para evaluar la respuesta inflamatoria frente a
distintos biomateriales odontologicos. La presente investigacion esta encaminada a
determinar las diferencias en la respuesta inflamatoria inducida por los cuatro
diferentes prototipos de CHSC (w175, z175, w175z25 y w10z10), con el objetivo de
establecer cual de ellos presenta un desempeino mas favorable en comparacién con

el cemento comercial MTA Angelus.

M. Hipotesis

3.1 Hipétesis de trabajo

El prototipo de CHSC w175 induce una respuesta inflamatoria menor que los

prototipos z175, w175z25, w10z10 y el MTA Angelus en tejido subcutaneo de rata.

3.2 Hipétesis nula

El prototipo de CHSC w175 no induce una respuesta inflamatoria mayor que los
prototipos z175, w175z25, w10z10 y el MTA Angelus en el tejido subcutaneo de

rata.
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IV. Objetivos

4.1 Objetivo general
Determinar cual de los prototipos de CHSC (w175, z175, w175z25 o w10z10) induce

la menor respuesta inflamatoria en tejido subcutaneo de rata.

4.2 Objetivos especificos

4.2.1. Evaluaralos 3,7, 14 y 28 dias la respuesta inflamatoria del tejido subcutaneo
de rata posterior a la implantacion de los prototipos de CHSC w175, z175,
w175z25, w10z10 y MTA Angelus.

4.2.2. Comparar los resultados de todas las evaluaciones, en los diferentes tiempos

experimentales y de todos los CHSC.
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V. Material y métodos

El presente estudio es de disefio experimental in vivo, con una muestra conformada
por 20 ratas sanas de la cepa Wistar (Rattus norvegicus albinus), de sexo masculino
con peso aproximado de 250 a 280 g. Se utilizaron tubos de polietileno estériles de
3.0 mm de longitud por 1.6 mm de diametro para contener a los diferentes prototipos
de CHSC, el cemento MTA Angelus., (control positivo) y uno vacio (control
negativo). El total de la muestra se dividié en 4 grupos experimentales de cinco

ratas cada uno y definidos por el tiempo de exposicion 3, 7,14 y 28 dias.

Los animales de laboratorio para la experimentacion fueron obtenidos en la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Unidad la Posta de la Universidad Michoacana
San Nicolas de Hidalgo y se resguardaron en las mismas instalaciones garantizando
las condiciones de higiene, salud, control microbiolégico y parasitolégico

necesarias.

5.1 Aspectos bioéticos del proyecto

El presente proyecto fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de Querétaro, con nimero de
aprobacion: BIOM-017/2024-10. Se llevé a cabo bajo los lineamientos establecidos
en los articulos 121 a 126 del Titulo Séptimo, Capitulo Unico “De la Investigacién
que incluya la utilizacion de animales de experimentacion” del Reglamento de la Ley
General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, publicado en el Diario
Oficial de la Federacion el 6 de enero de 1987. Todos los procedimientos
experimentales se realizaron de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana (NOM 062-
Z00-1999) de especificaciones y técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio y la guia de los institutos de salud de Norteamérica (NIH)
para el cuidado y uso de los animales de laboratorio (publicacion NIH N° 80-
23,1996). Los animales utilizados en el presente proyecto estuvieron bajo los

lineamientos y protocolos del Bioterio de la Facultad de Medicina Veterinaria y
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Zootecnia, Unidad La Posta de la Universidad Michoacana San Nicolas de Hidalgo,

conceptuado como una Unidad Académica de apoyo a la investigacion cientifica y

a la docencia, que constituye un area prioritaria de recursos animales de interés. La

metodologia se dividio en tres principales fases:

1) Procedimientos en los animales

Todos los procedimientos quirurgicos se realizaron en el quirdfano no. 1 bajo la

supervision del responsable del bioterio.

Se anestesi6 a cada rata via intraperitoneal con una
combinacién de ketamina (80mg/kg) y clorhidrato de xilacina
(8mg/kg) de acuerdo con su peso. Una vez lograda la
anestesia profunda, se corrobor6 la falta de reflejos y se
coloco al animal sobre la mesa de trabajo.

Se elimind el pelaje de la zona dorsal aproximadamente un
area de 8x8 centimetros y se realizé limpieza con agua y
jabén para posteriormente aplicar antisepsia con gasa y yodo.
Utilizando un bisturi Bard-Parker n° 15 (BD, Franklin Lakes,
NJ, EE. UU.) se realizaron tres incisiones en la zona dorsal
central de 1 cm cada una y separadas al menos por 1 cm una

de otra como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Incisiones en la zona dorsal para la creacién de espacios subcutaneos.

iv.  Se separaron los planos hacia la derecha y hacia la izquierda
de la incision con ayuda de unas pinzas hemostaticas hasta
llegar al espacio “subcutaneo” creando dos “bolsillos”, como
se observa en la Figura 2, en donde se implanté el tubo de
polietiieno con el cemento correspondiente en cada uno.
Cada cemento se preparé en el momento y siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Figura 2. Creacion de dos “bolsillos” subcutaneos en cada incision.

v.  Una vez implantados los cementos, se aproximaron los
tejidos y se unieron con cianocrilato, como se observa en la

Figura 3.
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Figura 3. Unién de tejidos con cianocrilato tras la implantacion de los cementos, algunos se

observan a la derecha de la imagen.

Las ratas se alojaron en una caja individual limpia como se observa en la Figura 4,
en un ambiente con temperatura controlada, mantenido a 22 £ 1 °C con 55 % de
humedad, con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas, y se les proporcioné agua y

alimento ad libitum.

Figura 4. En la imagen se observan las 20 ratas Wistar, posterior a la implantacién, aun bajo los
efectos de la anestesia.
Todos los animales se mantuvieron en condiciones adecuadas de salud durante los
periodos de implantacion. No se registraron complicaciones post operatorias y las
zonas quirurgicas cicatrizaron sin presentar signos de infeccién como se observa

en la Figura 5.
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Figura 5. Zonas quirurgicas sin signos de infeccion a los 7 dias.

Vi.

Vii.

Transcurrido el tiempo experimental de 3, 7, 14 y 28 dias, en
cada rata se practico eutanasia con pentobarbital
(Sedalphorte 100 mg/kg), administrado via intraperitoneal.
Una vez perdidos los signos vitales, se procedi6 a la
recuperacion de los tejidos.

Se colocé el cadaver en la mesa de trabajo; se identificaron
las zonas donde se encontraban cada uno de los tubos que
contenian los cementos y se recuperaron, junto con los tejidos
adyacentes, utilizando unas tijeras de diseccion, como se

observa en la Figura 6.
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Figura 6. Extirpacion de los cementos y del tejido adyacente.

viii.  Cada porcion de tejido se colocé en un frasco con solucion de
formalina tamponada al 10%, se tapo y se identificd, como se

observa en la Figura 7.

Figura 7. Muestra identificada en un frasco con solucion de formalina tamponada al 10%.

Los cadaveres de las ratas fueron colocados en una bolsa amarilla de RPBI y se
manejaron y desecharon de acuerdo con los protocolos del Laboratorio Universitario
de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UMSNH basados en las
Normas Oficiales NOM-062-200-1999 y la NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

2) Procedimientos histolégicos

Posteriormente los tejidos se colocaron en casetes de plastico debidamente

identificados, después se sometieron a los procesos de deshidratacion,
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aclaramiento e inclusién en parafina en el procesador de tejidos Van Wessell, bajo

la siguiente programacion:

Tabla 1. Protocolo de procesamiento histologico de los tejidos

Proceso Solucion Tiempo/ horas

Alcohol 70% 1:00

, L Alcohol 80% 1:00
Deshidratacion

Alcohol 90% 1:00

Alcohol 100% 1:00

Xileno 2:00

) Xileno 2:00
Aclaramiento

Xileno 1:00

Acetona 4:00

Inclusion en Parafina 4:00

parafina Parafina 4:00

Una vez procesados los tejidos, se colocaron en laminas como se observa en la
Figura 8, donde posteriormente se vertié parafina liquida con la finalidad de formar

un bloque.

Figura 8. Secuencia de la conformacién de los tejidos en bloques de parafina.
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Se dejaron enfriar a temperatura ambiente hasta solidificarse, para su conservacion
en refrigeraciéon. De cada bloque se obtuvieron cortes seriados de 6 micrometros de

espesor como se puede observar en la Figura 9.

Figura 9. Cortes seriados en el micrétomo

Estos cortes fueron recolectados en laminillas mediante un bafo de flotacion
(Figura 10).

/

Figura 10. Cortes de 6 micrometros de espesor en un bafio de flotacion

Se realiz6 el desparafinado de los cortes en una estufa a 60 °C durante 30 miny se

dejaron a temperatura ambiente para proceder con la tincion.
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Cada laminilla se sometio a tincién por el método convencional de hematoxilina-

eosina de acuerdo con el siguiente protocolo:

Tabla 2. Protocolo de tincion con Hematoxilina-eosina

Reactivo Tiempo
Xileno 5 min
Xileno 5 min
Xileno 5 min
Etanol absoluto 7 min
Etanol al 90% 7 min
Etanol al 70% 7 min
Agua destilada 5 min
Hematoxilina de Harris 5 min
Agua corriente 5 min
Acido acético 10 seg
Agua corriente 5 min
Etanol 90% 1 min
Eosina amarillenta 5 min
Etanol al 70% 1 min
Etanol al 80% 20 seg
Etanol al 96% 20 seg
Etanol absoluto: 20 seg
Xileno 20 seg + 5 min secado
Xileno 5 min + 5 min secado

Tras la tincion, los cortes se montaron con resina sintética y un cubreobjetos, y se

secaron durante 48 horas.
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3) Evaluacion histopatolégica

Se obtuvieron imagenes del tejido adyacente a la abertura de los tubos implantados
mediante una camara digital (Axiocam 105, Zeiss) acoplada a un microscopio 6ptico
(Axiolab 5, Zeiss). Para el analisis, se emplearon magnificaciones de 100x para la
medicion del grosor de la capsula fibrosa y de 400x para el recuento celular. En
ambos casos, el analisis de las imagenes se efectudé con el software ImageJ
(https://imagej.nih.govl/ij/). El recuento de células inflamatorias se llevé a cabo en
tres secciones no seriadas, tefiidas con hematoxilina-eosina, de cada muestra. En
cada imagen se analizaron dos campos de 70 x 70 ym, situados junto al extremo
abierto de los tubos, registrando el numero de células inflamatorias para estimar su

densidad en un area aproximada de 10 000 um? como se observa en la Figura 11.

Figura 11. Micrografia representativa del registro de area para el conteo de células inflamatorias.

Tincién con hematoxilina-eosina; magnificacion de 400x.

Para la evaluacién del grosor de la capsula fibrosa, se realizaron tres mediciones
en las zonas centrales y laterales de cada capsula fibrosa como se observa en la

Figura 12, obteniendo posteriormente un valor promedio por espécimen y por

grupo.
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Figura 12. Micrografia representativa de la medicion del grosor de la capsula fibrosa. Tincién con

hematoxilina-eosina; magnificacion de 100x.

Asimismo, las imagenes obtenidas a una magnificacion de 100x permitieron
identificar y documentar la presencia de edema, necrosis y calcificaciones
distroficas, las cuales se registraron como variables dicotdmicas
(presencia/ausencia). Todos los cortes histolégicos fueron examinados al
microscopio por dos observadores, y uno de ellos obtuvo imagenes de todos los

grupos en “ciego”.

5.5 Analisis estadistico

Los datos cuantitativos fueron analizados en cuanto a su distribucion mediante la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Dependiendo de la distribucion de los datos, se
aplicé un ANOVA (distribucion normal) con analisis post hoc de Tukey o una prueba
de Kruskal-Wallis (distribucién anormal) con analisis post hoc de Dunn. Para los
datos cualitativos, se aplicé la prueba de Fisher. Todos los analisis se realizaron con
el programa GraphPad Prism version 10.5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA,

EE. UU.). La significancia estadistica se definié como p < 0.05.
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VL. Resultados
La evaluacion de la respuesta inflamatoria se realizé cuantificando el numero de
células inflamatorias presentes en 10,000 um? (magnificacion de 400x). Se observo
que el numero de células inflamatorias disminuyé con el tiempo en todos los grupos
evaluados. No se observaron diferencias significativas (p<0.05) al comparar el
numero de células inducidas por cada cemento evaluado en cada periodo. Solo se
presentaron diferencias significativas (p<0.05) entre el control vacio y el prototipo
z175 a los 3 dias, y entre el control y el prototipo w10z10 a los 28 dias. En la grafica
1 se muestra el promedio y desviacion estandar del numero de células inflamatorias
presentes en el tejido conectivo a los 3, 7, 14 y 28 dias en cada uno de los cementos

evaluados y el control (tubo vacio).
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Grafica 1. Numero de células inflamatorias por cada 10.000 um? presentes en secciones de tejido
proximales a la implantacion de los cementos y el control (tubo vacio). n=10 por grupo. Se utilizé la
prueba de Kruskal-Wallis para las comparaciones estadisticas, seguida de una prueba post hoc de
Tukey. **p < 0.01.
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En la Figura 13 se puede observar una alta densidad celular en el tejido conectivo
adyacente al extremo abierto de los tubos de polietiieno en todos los grupos
experimentales expuestos durante tres dias, con los datos registrados en la grafica
es mas evidente que en los prototipos z175 y w10z10 alcanzaron valores mas
elevados de células (mas de 80 células), en contraste con el grupo control que

presentd el menor numero de células inflamatorias en este periodo (menos de 25).

Figura 13. Micrografias representativas de tejido conectivo subcutaneo en el sitio de implantacion a
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los 3 dias. 14A. MTA Angelus, 14B. w175, 14C. z175, 14D. W175Z25, 14E. w10z10, 14F. Control.

*

indica el espacio en donde se encontraban los cementos. Tincién con hematoxilina-eosina;

magnificacion de 100x.

La evaluacion de la respuesta inflamatoria a los 7 dias muestra una disminucion del
numero de células en todos los grupos. El cemento MTA Angelus, el prototipo w175
y el prototipo z175 registraron los valores mas altos del grupo (mas de 40 células),
mientras que el resto de los prototipos y el control registraron menos de 40 células.
En la Figura 14 se observa la disminucion de la densidad celular en el tejido
conectivo de todos los grupos evaluados, en comparaciéon con las micrografias

representativas del primer periodo (3 dias).
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5 s

Figura 14. Micrografias representativas de tejido conectivo subcutaneo en el sitio de implantacién a
los 7 dias. 14A. MTA Angelus, 14B. w175, 14C. z175, 14D. W175Z25, 14E. w10z10, 14F. Control.

*

.4#*

indica el espacio en donde se encontraban los cementos. Tincidn con hematoxilina-eosina;
magnificacion de 100x.

En el dia 14, la tendencia decreciente del numero de células inflamatorias fue clara
para el MTA Angelus y los prototipos w175 y z175, siendo los dos grupos con el
menor numero de células (menos de 20) registradas en este periodo. En la Figura

15 se observan los cortes histoldgicos representativos de este periodo.
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Figura 15. Micrografias representativas de tejido conectivo subcutaneo en el sitio de implantacién a
los 14 dias. 17A. MTA Angelus, 17B. w175, 17C. z175, 17D. W175225, 17E. w10z10, 17F. Control.
* indica el espacio en donde se encontraban los cementos. Tincidén con hematoxilina-eosina;
magnificacion de 100x.

Finalmente, a los 28 dias se observo el nivel minimo de infiltrado inflamatorio en
todos los grupos. El control y el cemento MTA Angelus presentaron los valores mas
bajos de células inflamatorias (menos de 20 células) y el mas alto lo presento el
prototipo w10z10 con mas de 20 células. De todos los prototipos, el z175 es el que

presentdé menor numero de células inflamatorias en este periodo.
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La evaluacion del grosor de la capsula fibrosa se realizé midiendo el grosor en tres
secciones del tejido y se obtuvo un valor promedio. En la grafica 2 se muestra el
promedio y la desviacion estandar del grosor de la capsula fibrosa formada
alrededor de los diferentes materiales evaluados, a los 3, 7, 14 y 28 dias posteriores

a la implantacion.

Grosor de la capsula fibrosa
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Grafica 2. Grosor de la capsula fibrosa en secciones de tejido conectivo proximal a la implantacion
de los cementos y el control (tubo vacio). n=15 por grupo. Se utilizé la prueba ANOVA para las
comparaciones estadisticas, seguida de una prueba post hoc de Dunn para los resultados
significativos. Se observaron diferencias significativas entre los prototipos de CHSC y el control, asi
como entre diferentes prototipos de CHSC a los 3, 7 y 14 dias. Solo a los 28 dias se observé una
diferencia significativa entre MTA Angelus y el control. Ninguno de los prototipos de CHSC mostré
diferencias significativas en comparacion con el control (las significancias no se muestran en el
grafico. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.

En general se observé que el grosor de la capsula fibrosa disminuyé de forma

gradual y significativa (p<0.05) con el tiempo en todos los grupos evaluados.

A los 3 dias, los valores fueron altos para todos los materiales, especialmente para
el MTA Angelus y los prototipos w175 y w175z25, con grosores superiores a los 400

pm. Posteriormente a los 7 dias todos los grupos mantuvieron un grosor de capsula
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fibrosa elevado, aunque ligeramente menor en comparacion con el observado a los
3 dias. En este periodo MTA Angelus y los prototipos w175 y w10z10 presentaron
los grosores mas elevados sin diferencias significativas entre el resto de los grupos.
En el grupo control se observé una marcada disminucion del grosor de la capsula

fibrosa con valores inferiores 200 pm.

A los 14 dias, los prototipos z175 y w175z25 presentaron capsulas fibrosas con un
grosor superior a los 300 ym, siendo los dos grupos los con valores mas altos. En
el cemento MTA Angelus se observo una gran disminucion del grosor de la capsula
fibrosa en comparacion con el periodo anterior; el mismo comportamiento se
observo en el prototipo w10z10, el cual presentd el menor grosor de capsula fibrosa

en este periodo, con un valor promedio de 140 pym.

En el ultimo periodo evaluado se evidencié una marcada disminucion del grosor de
la capsula fibrosa en todos los grupos, con valores inferiores a 100 um. En este
punto solo se observé diferencia significativa entre el cemento MTA Angelus y el
control, mientras que todos los prototipos de CHSC mostraron un comportamiento

homogéneo y sin diferencias significativas entre si.

Finalmente, a los 28 dias, todos los grupos evaluados mostraron capsulas fibrosas
muy delgadas, con diferencias minimas entre si y cercanas a los valores del control,

como se observa en la Figura 16.
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Figura 16. Micrografias representativas de tejido conectivo subcutaneo en el sitio de implantacion a
los 28 dias. 18A. MTA Angelus, 18B. w175, 18C. z175, 18D. W175225, 18E. w10z10, 18F. Control.
* indica el espacio en donde se encontraban los cementos. Tincion con hematoxilina-eosina;
magnificacion de 100x.
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No se observé edema ni necrosis en ninguno de los grupos. En cambio, se detectd
la presencia de calcificaciones distréficas (Figura 17), la cual aparecié desde el dia
7 en algunos grupos y estuvo presente en todos los prototipos de CHSC y el MTA

Angelus a los 28 dias.

MTA Angelus

w175

z175

2175225

W10z10

Figura 17. Micrografias representativas que ilustran secciones de tejido conectivo proximales a la
implantacion de los cementos evaluados en cada punto temporal designado. Se observan
calcificaciones distréficas en multiples regiones con intensidades variables. Un asterisco (*) indica el
espacio en donde se encontraban los cementos. Tincidn con hematoxilina y eosina; la columna
izquierda presenta imagenes con una magnificaciéon de 50x, mientras que la columna derecha
muestra imagenes con una magnificacion de 100x.
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VII. Discusion
El desarrollo de prototipos de CHSC representa un gran desafio, pero también un
gran aporte en el ambito odontoldgico, no solo por sus propiedades bioldgicas y
reparadoras, sino también por su posible impacto en la reduccion de costos de
adquisicién, lo que facilitaria su incorporacion al sistema de salud publica en México.
En este contexto, la evaluacion de la respuesta inflamatoria frente a estos prototipos
resulta fundamental para garantizar su biocompatibilidad y seguridad, ya que
permite determinar si el contacto del material con el tejido induce reacciones
adversas o, por el contrario, favorece los procesos de reparacion y regeneracion

tisular.

El modelo de implantacién subcutanea en rata empleado en este estudio constituye
una de las estrategias experimentales mas consolidadas y ampliamente aceptadas
para evaluar la respuesta tisular local frente a materiales odontolégicos (Langeland,
1978). Este enfoque cumple con las recomendaciones internacionales de la norma
ISO 10993-6 y ha sido utilizado de manera consistente por diversos grupos de
investigacion para determinar la biocompatibilidad y el potencial inflamatorio de
materiales a base de silicato de calcio (Dal-Fabbro et al., 2021; Delfino et al., 2021;
Talabani et al., 2019).Entre sus principales ventajas se encuentra la posibilidad de
analizar la evolucion temporal de la inflamacion, 1o que permite distinguir entre una
respuesta aguda autolimitada y una reaccion crénica persistente (Shahi et al., 2006).
En el presente estudio, las mediciones realizadas a los 3, 7, 14 y 28 dias permitieron
observar la transicién dinamica del proceso inflamatorio y la posterior organizacién
del tejido de reparacidn. No obstante, se reconoce que los resultados obtenidos con
este modelo no pueden extrapolarse directamente a los tejidos dentales para los
que estan destinados, por lo que seran necesarios estudios complementarios que

validen estos hallazgos en contextos clinicos.

A diferencia de otros estudios que limitan la evaluacion histolégica a clasificaciones
cualitativas o subjetivas de la inflamacion (leve, moderada, severa) (Martinez et al.,

2009; Mori et al., 2014;), una de las fortalezas del presente estudio es la
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implementacion de una metodologia cuantitativa basada en el conteo de células
inflamatorias presentes en un area estandarizada y la mediciéon del grosor de la
capsula fibrosa, aportando mayor objetividad y validez comparativa entre los
materiales evaluados. Adicionalmente, se reportaron variables como edema,
necrosis y calcificacion distréfica, como se ha reportado en otros estudios (Mena-
alvarez et al., 2021; Taha et al., 2016).

Los hallazgos del presente estudio evidenciaron que todos los prototipos de CHSC
y el MTA Angelus indujeron una respuesta inflamatoria inicial que disminuyd
progresivamente con el tiempo, tendencia que coincide con el proceso normal de la
respuesta tisular aguda, el cual constituye la primer fase del mecanismo de
reparacion frente a un cuerpo extrafio (Anderson, 2001), a medida que los cementos
demuestran su potencial bioactivo y estabilidad quimica, la fase aguda se reemplaza
por una respuesta cronica leve y organizada, que promueve la formacion de tejido

de granulacién y la maduracién de una capsula fibrosa (Varanasi et al., 2020).

Los resultados concuerdan con los hallazgos de investigaciones previas (Andrade
et al., 2018a; Talabani et al., 2019) que evaluaron la respuesta del tejido conectivo
de rata expuesto a diferentes CHSC. En la mayoria de los casos se observé una
disminucién progresiva del infiltrado inflamatorio y una maduracién gradual de la
capsula fibrosa, asi como la presencia de calcificaciones distréficas a lo largo del

tiempo.

Se ha demostrado que estos materiales generalmente inducen una respuesta
celular de moderada a severa durante los primeros dias, caracterizada por
abundantes células inflamatorias en los tejidos circundantes. Esta respuesta inicial
se asocia con los procedimientos quirdrgicos empleados para la implantacion, asi
como la reaccién al pH elevado de los materiales, el aumento de la temperatura

durante el fraguado y la produccion de citocinas (Koh et al., 1998).

Las propiedades fisicoquimicas particulares de cada prototipo de CHSC

desempenfian un papel determinante en su interaccién con los tejidos circundantes.

48



Todos los prototipos tanto en su forma en polvo como en su forma fraguada tienen
una microestructura comparable a la del cemento MTA Angelus, sin embargo,
existen diferencias en cuanto a su composicién quimica, a pesar de que todos estan
compuestos principalmente de calcio, silicio y aluminio, cada uno contiene un
porcentaje diferente de radiopacificador (tungstato de calcio u 6xido de zirconio) con
el propdsito de garantizar su visibilidad radiografica sin comprometer su desempefo
bioldgico (Vega-Gonzalez et al., 2024). Tradicionalmente, el 6xido de bismuto ha
sido el aditivo mas empleado para conferir esta propiedad; sin embargo, se ha
demostrado que puede interferir con el proceso de hidratacién del silicato de calcio,
incrementar la porosidad y provocar cambios de coloracion en los tejidos dentales
(Asgary et al., 2005). Por esa razon, se han propuesto alternativas mas estables y
biocompatibles como el 6xido de zirconio, el tungstato de calcio y el 6xido de tantalio
(Ochoa-Rodriguez et al., 2019). Estos compuestos quimicamente inertes,
mantienen una radiopacidad adecuada y no alteran la liberacion de iones de calcio
ni la formacién de apatita, preservando asi la bioactividad y la capacidad de
integracion tisular del material (Camilleri et al., 2013; Duarte et al., 2009). Los
prototipos evaluados contienen tungstato de calcio y 6xido de zirconio en diferentes
porcentajes y combinaciones, demostrando ser bioldgicamente compatibles con los
tejidos implantados. La similitud en la composicién entre los prototipos y el MTA
Angelus explica la respuesta inflamatoria comparable observada entre ambos. En
el caso del prototipo W175, que comparte porcentajes similares del mismo
radiopacificador con MTA Angelus (20 % de tungstato de calcio) (Vega-Gonzalez et

al., 2024) podria explicar por qué la respuesta es tan similar entre ambos.

Otra propiedad que comparten los cementos evaluados en este estudio es el pH, el
cual esta directamente relacionado con la liberacion de hidréxido de calcio durante
el proceso de hidratacién (Gandolfi et al., 2010b), un pH alto es capaz de generar
un ambiente altamente alcalino que neutraliza endotoxinas bacterianas, inhibe

microorganismos, y modula la expresion de mediadores inflamatorios reduciendo la
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persistencia de la respuesta inflamatoria (Andrade et al., 2018; Torabinejad et al.,
1995).

Uno de los hallazgos importantes de este estudio fue la presencia de calcificaciones
distroficas en los tejidos circundantes de los cementos evaluados a partir de los 7
dias, evidenciando una actividad de mineralizacion localizada, hallazgo que
coincide con lo descrito en estudios previos (Dal-Fabbro et al., 2021; Viana Viola et
al., 2012) sobre materiales a base de silicato de calcio, donde la liberacién de iones
de calcio y la formacion de nucleos de apatita inducen procesos de
biomineralizacion tisular en la interfase material-tejido considerados un indicador de

bioactividad.

Por otro lado, la formacion y el adelgazamiento graduales de una capsula fibrosa se
han reconocido como indicadores de biocompatibilidad (Parirokh et al., 2011; Sanders
& Rochefort, 2003). Este desempefio se ha registrado progresivamente en esta
investigacion y, a los 28 dias, todos los CHSC estaban rodeados por una capsula
bien definida, con una respuesta inflamatoria minima, lo que coincide con estudios
previos (Mena-alvarez et al., 2021). Cabe resaltar que, a los 28 dias no hubo
diferencias significativas en el grosor de la capsula fibrosa entre los cementos
prototipo y el grupo control, lo que sugiere que todos los materiales son bien

tolerados por los tejidos circundantes.

Entre las variables histoldgicas examinadas en este estudio, no se observaron las
variables de edema o necrosis; esto concuerda también con informes previos para
MTA Angelus (Delfino et al., 2021).

Los cortes obtenidos de cada grupo experimental permiten visualizar los cambios
morfolégicos y la evolucidn temporal de la respuesta inflamatoria de todos los
grupos evaluados lo que aporta evidencia solida sobre la naturaleza transitoria de
la inflamacién, la capacidad de mineralizaciéon y la biocompatibilidad de los
materiales evaluados. La ausencia de diferencias estadisticamente significativas

entre los materiales evaluados a través del tiempo sugiere que los prototipos

50



presentan una biocompatibilidad comparable a la del MTA Angelus, considerado el

estandar de referencia para materiales bioactivos utilizados en odontologia.

En conjunto, estos hallazgos demuestran que los prototipos de CHSC evaluados
son capaces de inducir una respuesta tisular biocompatible y bioactiva. La
metodologia cuantitativa empleada aporta una herramienta mas precisa y
reproducible para evaluar la respuesta inflamatoria en modelos in vivo, y el
desarrollo de materiales bioactivos a costos accesibles resalta su potencial
aplicacion en el sector de salud publica en México, donde se requiere garantiza

seguridad, efectividad y accesibilidad de los materiales odontoldgicos.
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VIlIl. Conclusion

Con los resultados obtenidos en la presente investigacion, se puede concluir que
los cuatro prototipos de CHSC son capaces de inducir una respuesta inflamatoria
en el tejido conectivo subcutaneo de rata, comparable a la inducida por el cemento

comercial MTA Angelus, la cual disminuyo progresivamente con el tiempo.

Entre los materiales evaluados, el prototipo w175 indujo la menor cantidad de
células inflamatorias a los 3, 7 y 14 dias, mientras que, a los 28 dias, fue el prototipo
z175.

Estos prototipos representan una alternativa eficaz y de menor costo para su uso
en la terapia pulpar vital, no obstante, se requieren estudios complementarios que
permitan confirmar estos hallazgos y evaluar su seguridad y eficacia en modelos

biolégicos mas complejos antes de recomendar su uso clinico.
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