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VITALCEM: un cemento dental regenerador con base en el cemento
PORTLAND de construccion

VITALCEM: a regenerational dental cement based on construction portiand

cement

Resumen

El Agregado trioxido agregado (MTA) es un ce-
mento dental que tiene como base el cemento
portland de construccién. Posee buenas propie-
dades estructurales y regeneradoras. El objetivo
de este estudio fue comprobar si el cemento Yura
Portland posee las mismas caracteristicas estruc-
turales, quimicas y regeneradoras que el MTA.

Palabras clave: biofilm, Enterococcus faecalis,

cemento dental.

Abstract

The mineral trioxide aggregate is a dental cement
which is based on portland cement for construc-
tion. It has good structural and regenerative pro-
perties. The aim of this study was to test if the Yura
Portland cement has the same structural characte-
ristics, chemical and regenerating the MTA.

Key words: biofilm, Enterococcus faecalis, den-

tal cement.

Introduccion

El Agregado Triéxido Mineral (MTA) fue des-

crito por primera vez en la literatura cientifica

Figueroa-A.
Obando-G.

dental por Lee et al (1993)!, sin embargo fue
aplicado y patentado en 1995 por Torabinejad
& White (1995, 1998)>°. Posee la aprobacion de
la Administracién Federal de Drogas (Federal
Drug Administration) de los Estados Unidos
de Norte América y estd disponible como MTA
ProRoot (Tulsa Dental Products, Tulsa, OK,
USA). Sin embargo, existen otros tipos de MTA
fabricados por otras casas comerciales, como es
el MTA-Angelus (Angelus Solugdes Odontol6-
gicas, Londrina, Brasil)*. El MTA, es un mate-
rial que ha demostrado que ser superior a otros
materiales en términos de habilidad de sellado,
biocompatibilidad y capacidad de regeneracion
del ligamento periodontal®®. El MTA Pro-Root
posee diversos componentes como Si02, CaO,
MgO, K2504 y NaSO4’. El principal componen-
te quimico es el cemento Portland, el cual es una
mixtura de silicato dicdlcico, silicato tricdlcico,
gypsum y alumino- ferrito tetracdlcico’. El pro-
ceso de la reaccion de hidratacién del silicato
tricdlcico y del silicato dicdlcico, permiten que
este biomaterial alcance tres horas después de la
mezcla un pH 12,5; atribuyendo asf una mayor

resistencia a la compresién®.

También posee excelentes propiedades antimi-

crobianas, de radiopacidad, de estabilidad di-
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mensional y de tolerancia a la humedad”?. Clini-
camente, el MTA estd siendo utilizado en proce-
dimientos dentales, por ejemplo para tratamien-
tos de la pulpa vital’", apexificaciones'’, re-
paracion de perforacién del canal radicular™',
retro-obturaciones?, blanqueamiento interno' y

reparacion de defectos de reabsorcion'*%.

Las lesiones periradiculares son caracterizadas
por la inflamacién de tejidos conectivos, la cual
es acompafiada por la reabsorcién ésea cerca del
drea afectada por la lesién adyacente al dpice
del diente. Diferentes tipos de células han sido
observadas y descritas en estas lesiones, como
macréfagos, neutréfilos y linfocitos, principal-
mente'®?. Estas células juegan un rol importante
en la patogénesis de la inflamacién y principal-
mente generan la transcripcién y liberacién de
citosinas pro-inflamatorias. Los macréfagos son
por excelencia las primeras células en llegar a
la lesién y tomar contacto con cuerpos extrafios,
direccionando asi la inflamacién, mediante la li-
beracion de citosinas que promoverdn la inicia-
cién, perpetuacién y direccién de la respuesta

inmune',

La inflamacién de lesiones endodénticas es ca-
racterizada por la presencia de citosinas inflama-
torias del tipo factor de necrosis tumoral (TNF),
IL-1, IL-6 y otros mediadores inflamatorios. Las
citosinas IL-1p and TNF-a son responsables ma-
yormente de la reabsorcién ésea activa en le-
siones periapicales en humanos. Similarmente,
cantidades de IL-6 se han encontrado en dichas
lesiones®*. Otros modulares dseos relaciona-
dos con la reabsorcién 6sea estdn presentes en
dichas lesiones: RANKL y RANK, responsables
de la activacién, supervivencia de los osteoclas-
tos. La molécula OPG, encargada de inhibir la
activacion de los osteoclastos, se encuentra en

cantidades imperceptibles??.
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Debido a que el MTA tiene resultados promete-
dores en las terapias endondodnticas, y es muy
utilizado en la clinica dental, el objetivo del este
estudio fue comparar el MTA comercial y el ce-
mento portland Yura, tanto quimicamente como

biol6gicamente.

Material y métodos

Andlisis de la composicién quimica por difrac-

cién de rayos X y microestructura

Se usaron cemento MTA-Angelus gris (Angelus
Solugdes Odontolégicas, Londrina, Brasil) y ce-
mento portland Yura S.A. (Yura S.A. Arequipa,
Pert). En un disco de resina de 25,4 mm de di&-
metro con 6 pozos de 3mm de profundidad y 1
mm de didmetro fueron colocadas las muestras
de cemento MTA Angelus y cemento portland
Yura S.A. en triplicado, posteriormente fueron
inmersas en solucién salina normal (NaCl 0,9%)
y almacenadas en una incubadora a 37°C por 48
horas®. Transcurrido el tiempo de la incubacién,
las muestras fueron pulidas usando una pasta
de diamante (1 um), seguidas de un bafio en car-
bén (metalizador Denton Vacuum). Para anali-
zar la microestructura y la composicién quimica
de las particulas de ambos cementos de estudio,
se utiliz6 el microscopio electrénico de barredu-
ra 1000x (JEOL JSM5600pv JEOL, Jap6n) equipa-
do con un sistema NORAN X-ray detector m/n
620F-1SPS para el anélisis de difraccién de rayos
X,

Preparacién de los cementos para cultura celu-

lar

Los cementos de estudio fueron preparados si-
guiendo las indicaciones del fabricante. Los ce-
mentos fueron mezclados en cdmara de biose-
guridad bajo condiciones de asepsia y colocados

en el fondo de pozos de cultura celular (placas



de cultura de 24 pozos, Nunclon, NUNC), for-
mando un drea uniforme. Los especimenes fue-
ron incubados por 24 horas a 37°C a 100% de hu-
medad. Después de las 24 horas, 1 mL de medio
RPMI, suplementado con 10% de suero fetal bo-
vino y gentamicina (50 ug/mL) fue depositado
en cada pozo. El material fue incubado a 37°C a
100% de humedad y los sobrenadantes fueron
colectados después de las 24 horas y filtrados
por filtro Millipore de 0.2 um, y alicuotados en
tubos de 1,5 mL y almacenados a -20°C hasta su

posterior uso 6,31.

Obtencién de macréfagos peritoneales y cultura

celular

Macré6fagos peritoneales murinos fueron co-
lectados de ratones C57B1/6 wild type de 7 se-
manas de edad. Se inyecté 1 mL de solucién de
tioglicolato al 3%. Después de 4 dias, los rato-
nes fueron sacrificados por asfixia usando CO,
y fueron sumergidos en etanol 70%. Seguida-
mente, el peritoneo fue expuesto y fue inyec-
tado 5 mL de RPMI suplementado. Se realiz6
un pequefio masaje peritoneal y fue colectado 4
mL de contenido peritoneal y colocado en tubo
falcon de 15 mL. La concentracién final de cé-
lulas fue calculada para 1 x 106 células/mL. 1
mL de células fue colocado en placas de cultura
celular de 24 pozos e incubado a 37°C con am-
biente de 5% de CO, y humedad relativa de 95%
por 2 horas para provocar la adherencia de los
macréfagos a la placa. Seguidamente se realiz6
un lavado para retirar células no adheridas. Los
macréfagos adheridos fueron incubados con
los sobrenadantes de cementos experimentales
y control negativo (medio RPMI sin tratamien-
to) y el positivo (RPMI con 1 ng/mL de LPS)
a 37°C, 5% de CO, y humedad de 95% por 24
horas®*. Después de las 24 de estimulacién con

los cementos y controles, los macréfagos fueron

VITALCEM: un cemento dental regenerador con base en el cemento PORTLAND de construccién

procesados con trizol para la extraccién total de
RNA. El RNA fue obtenido y colectado en tu-
bos de 0.20 mL y almacenados a -70°C hasta su
posterior uso. Para la transcripcién reversa se
utiliz6 el kit Moloney Murine Leukemia Virus
Reverse Transcriptase (M-MLV RT, Invitrogen,
Carlsbad, CA) siguiendo las instrucciones del
fabricante. La expresién fue leida por medio de

PCR en tiempo Real.

Andlisis de los datos

Para la expresién de RNA total, fue calculado
por el método de Threshold de acuerdo con el
boletin de la Applied Biosystem. Las medias
de valores Ct fueron calculadas usando la ex-
presién de los genes blanco normalizadas con
el control interno (b-actina) usando la férmula
ACt. La estadistica fue realizada empleando la
prueba de ANOVA — Tukey. La probabilidad

para considerar significante fue de p< 0.05.

Resultados

Composicién quimica y estructura

El microscopio electrénico de barredura mostrd
que el MTA-Angelus posee particulas cristalinas
con tamafo aproximado de 10 micrémetros so-
bre una capa de material amorfo. Asi mismo el
cemento portland Yura con yodoformo, posee
particulas cristalinas de un tamafio aproximado
de 80 micrémetros sobre una capa de material

amorfo (figura 1).

Al andlisis por difraccién de rayos X se observa
que los elementos carbono, oxigeno, aluminio,
silice, calcio, yodo y bismuto son componen-
tes comunes del MTA-Angelus y del cemento
portland Yura a excepcién del bismuto (figura
2).
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Fig. 1. Imagen electrénica del cemento MTA-Angelus y del cemento portland Yura S.A. (1A) el cemento MTA-Angelus
posee particulas finas de un tamario de10 + 2 um. (1B) el cemento portland Yura S.A. posee particulas cristalinas mds

b /

grandes de un tamario aproximado de 80 + 2 um, sobre un material amorfo visible. 1000X.
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Fig. 2. Energia dispersiva por espectros mediante difraccion de rayos X. (2A) el MTA-Angelus posee elementos como cal-
cio, aluminio, carbono, oxigeno, zinc y bismuto. (2B) cemento portland Yura S.A. posee elementos como calcio, aluminio,

carbono, oxigeno, zinc. Otros elementos han sido encontrados en baja proporcion, comunes en los dos cementos.

Expresién génica de citosinas pro-inflamatorias.

La expresion de mRNA para TNF-a en presencia
del MTA-Angelus y los cementos portand (figu-
ra 3a) no mostraron diferencias estadisticas, sin
embargo el control positivo mostrd una gran ex-
presion de esta citosina. La expresion de IL-1b
tuvo similares titulos para el MTA-Angelus y los
cementos portland (figura 3b). El control positi-
vo mostré alta expresién de esta citosina. Para
la IL-6, no se observé diferencias estadisticas en

la expresién para lo cementos MTA-Angelus y

cementos portland, sin embargo si hubo gran

expresion para el control positivo.

Discusion

Este estudio corroboré otros estudios que mos-
traron que el MTA-Angelus posee elementos
principales como- calcio, silice y bismuto, sin
embargo, no se reposto la presencia de fésforo
como elemento fundamental. Asi mismo pode-

mos verificar, junto con otros estudios de que
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Fig. 3. Expresion génica de citosinas inflamatorias y moduladores dseos: la expresion de TNF-a (A), IL-1b (B), IL-6 (C),

RANKL (D), fue menor comparada con el control positivo y esta no tuvo accion biolégica. La expresion de OPG (E), fue

superior al control negativo.

hay similitud entre estos cementos, siendo que
la tnica excepcién es la presencia de bismuto
en el MTA y no en el portland*’. Los resultados
del presente estudio demuestran que el tamafio
de la particulas de cristales del cemento MTA-
Angelus son menores que las del cemento port-
land, y que su composicién quimica, su estruc-
tura microscépica y macroscépica son similares,

exceptuando el bismuto.

Los cementos fueron expuestos a macréfagos

con el objetivo de medir expresiones de citosinas

y modulares dseos. Esta célula es muy impor-
tante debido a juega un rol importante tanto en
la injuria tecidual y la infeccién, promoviendo la
inflamacién, reclutamiento de células a los sitios
infectados. Nuestros datos revelan que los nive-
les de TNF-a para los cementos son elevados en
comparacion del control negativo. De acuerdo
con Silva los niveles de TNF-a son elevados en
los periodos tardios de la respuesta inflamato-
ria®. Similar cinética fue observada por Rezende
que describi6 que hubo titulos elevados de TNF-
a al incubar MTA en fibroblastos por 24 horas®.
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Nuestros datos demostraron que la expresién de
esta citosina IL-1B es similar para los cementos y
el control negativo, indicando que esta citosina
no alcanza un umbral necesario para provocar
una funcién biolégica. Algunos estudios des-
cribe que el MTA produce un incremento en los
niveles de IL-1B cuando es comparado con otros
materiales endodénticos en cultura de fibroblas-
tos*. Sin embargo, los niveles mostrados para
esta citosina, pueden sugerir una funcién de re-
paro inducida por los macréfagos para limpiar
el sitio de la injuria. Nuestros datos mostraron
que la expresién para esta citosina fue similar
con respecto al control negativo®. De acuerdo
con Gomez-Filho y Silva nuestros resultados su-
gieren que la respuesta biolégica del MTA pro-
mueve un rol importante en el control de la in-

flamacion promoviendo el proceso de reparo®®.

La triade RANK/RANKL/OPG tiene un papel
importante en la maduracién y activacién de os-
teoblastos durante la inflamacién y otros proce-

sos patolégicos®. Nuestro estudio ha mostrado
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