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RESUMEN

RESUMEN

Objetivo: El objetivo de este proyecto es evaluar un modelo de estudio en ratas
como medio para valorar la respuesta tisular y los cambios celulares posterior a la
aplicaciéon de crioterapia en tejido conectivo de ratas. Introducciéon: El termino
crioterapia es derivado de la palabra griega “cryos”, que significa “frio”. La crioterapia ha
sido utilizada para aplicaciones clinicas para el manejo del dolor desde 1960. Y en la
actualidad, la crioterapia es aplicada para muchas ramas de la medicina incluyendo
ortopedia, traumatologia, fisioterapia, neurologia, cirugia maxilofacial, cirugia plastica,
cirugia dental, y recientemente, endodoncia. En endodoncia, se han realizado estudios
en humanos donde se ha utilizado la crioterapia intraconducto para evaluar su efecto en
el dolor postoperatorio en pacientes con pulpitis irreversible sintomatica y asintomatica,
necrosis pulpar, periodontitis apical e incluso en dientes con tejidos apicales normales.
Estos estudios han demostrado una disminucion significativa en los niveles de dolor
posoperatorio cuando se ha aplicado la crioterapia comparado con los grupos control.
Metodologia: Para este estudio fueron utilizadas dos ratas macho de 4-6 meses de
edad. El lomo de cada una de ellas fue dividido en cinco para desarrollar los grupos de
estudio. En el G1, G2 y G3 se inyectaron Lipopolisacaridos (LPS), mientras que el G4 y
G5 fueron grupos control. A través del G1 y G2 se implantaron catéteres a través de los
cuales se permitid el flujo de solucién salina a 2.5 °C (crioterapia) y de solucion salina a
temperatura ambiente respectivamente. Posteriormente los animales fueron sacrificados
y se tomaron las muestras de cada grupo para ser procesadas y finalmente observadas
histolégicamente al microscopio de luz. Resultados: En casi todos los grupos a
excepcion del A5 se observa inflamacién aguda de grado leve, lo cual nos indica que no
existen diferencias significativas entre los grupos de estudio. Conclusién: Se puede
concluir que no se observaron diferencias significativas entre los grupos de estudio, por

lo que este modelo debe ser ajustado para obtener resultados mas visibles.
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ENDODONCIA

La endodoncia, como conjunto de conocimientos metodicamente formado y
ordenado, constituye una ciencia, integrada en el conjunto de las ciencias de la salud.
Su objetivo es el estudio de la estructura, la morfologia, la fisiologia y la patologia de la
pulpa dental y de los tejidos perirradiculares. En su ambito integra las ciencias béasicas y
clinicas que se ocupan de la biologia de la pulpa, asi como la etiopatogenia, el
diagndstico, la prevencién y el tratamiento de las enfermedades y lesiones de esta y de
los tejidos perirradiculares asociados. El ambito de la endodoncia incluye el diagnéstico
diferencial y el tratamiento del dolor bucofacial de origen pulpar y periapical; los
tratamientos para mantener la vitalidad; los tratamientos de conductos radiculares
cuando es inviable conservar su vitalidad o cuando existe necrosis de la misma, con o
sin complicacion periapical; los tratamientos quirargicos para eliminar los tejidos
periapicales inflamatorios consecuencia de patologia pulpar, asi como la reseccion
apical, la hemiseccion y la radisectomia; el tratamiento de la afectacion de la pulpa
consecutiva a traumatismos, asi como reimplante de dientes avulsionados;
blanqueamiento de dientes con alteraciones del color, retratamiento de dientes que
presentan un fracaso de un tratamiento endodontico previo, y restauracion de la corona
dental mediante procedimientos que implican pernos y mufiones situados en la zona

antes ocupada por la pulpa ().
PULPA DENTAL

La pulpa dentaria forma parte del complejo dentino-pulpar, que tiene su origen
embrioldgico en la papila dental (tejido ectomesenquimatico) durante la odontogénesis.
La pulpa dental estd formada principalmente de tejido conjuntivo laxo de tipo
mesenquimatico en la porcion central. Se localiza en el centro de la cavidad que forman

las estructuras mineralizadas y es por medio de la pulpa que el diente tiene vida.
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Es el Unico tejido blando del diente y se amolda interiormente a la forma dental.
Es el tejido responsable de la creacion de la dentina y de estimular la formacion del

esmalte (2).

La caAmara pulpar es una cavidad central excavada en plena dentina, que desde
el punto de vista morfolégico reproduce la forma del elemento dentario, por lo que cambia

segun la anatomia de los dientes.

Del piso de la camara pulpar salen dos o tres conductos que penetran en las raices
y terminan en uno o varios orificios en el vértice distal de la raiz. Dichos conductos se
extienden, por tanto, desde la regidn cervical hasta el foramen apical o apice radicular.
Se denomina pulpa radicular a la porcion tisular alojada en estos conductos. En el
foramen apical la pulpa radicular se conecta directamente con el tejido periapical del
ligamento periodontal (LP) a nivel del espacio indiferenciado de Black o periapice.

Durante el desarrollo de la raiz, la vaina epitelial de Hertwig es la que determina
la forma y el nUmero de raices y, por ende, de los conductos. Generalmente, el resultado
es un conducto principal situado en el centro de la raiz, que se abre en un agujero Unico
central o ligeramente desviado en sentido distal. Sin embargo, pueden formarse
conductos laterales o accesorios, como también terminar a manera de un delta apical,
cuya complejidad varia de una pieza dentaria a otra. En caso de existir conductos

laterales, el tejido pulpar suele establecer conexiones con el tejido periodontal.

A través del foramen apical, los vasos sanguineos suministran nutrientes y

remueven los productos de desecho ).
COMPONENTES ESTRUCTURALES DE LA PULPA

Desde el punto de vista estructural la pulpa dental es un tejido conectivo de la
variedad laxa, ricamente vascularizado e inervado. En su periferia (unién pulpa-
predentina) se ubican los odontoblastos que son células especializadas que se encargan

de sintetizar los distintos tipos de dentina.
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Estas caracteristicas biologicas sumadas al hecho de que la pulpa se encuentra

totalmente rodeada por dentina mineralizada convierten a este tejido, en un tejido Unico

en su grupo.

La pulpa estd formada por un 75% de agua y por un 25% de materia organica.

Esta ultima estd constituida por células y matriz extracelular (MEC) representada por

fibras y sustancia fundamental.

POBLACIONES CELULARES DE LA PULPA

ODONTOBLASTOS: Son las células especificas o tipicas del tejido pulpar,
situadas en su periferia y adyacente a la predentina. Los odontoblastos
pertenecen tanto a la pulpa como a la dentina, porque si bien su cuerpo se localiza
en la periferia pulpar, sus prolongaciones se alojan en los tubulos de la dentina.
Los odontoblastos conforman por su disposicion en empalizada a la capa
odontoblastica. Los odontoblastos en la regién coronaria alcanzan la cifra
aproximada de 45. 000 por mm?y su nimero disminuye sensiblemente en la zona

radicular. El tamafio celular es también mayor en la corona que en la raiz.

El odontoblasto maduro es una célula altamente diferenciada que ha perdido la
capacidad de dividirse. Los nuevos odontoblastos que se originan en los procesos
reparativos de la dentina lo hacen a expensas de las células ectomesenquimaticas
o células madre de la pulpa dental, aunque algunos autores opinan que podrian
derivar de los fibroblastos pulpares; sin embargo, este mecanismo es todavia
desconocido. La fibronectina juega un importante papel mediador en la

diferenciacion de las células ectomesenquimales en odontoblastos.

FIBROBLASTOS: Los fibroblastos son las células principales y mas
abundantes del tejido conectivo pulpar, especialmente en la corona, donde forman
la capa denominada rica en células. En los procesos de reparacion o de
naturaleza inflamatoria del tejido conectivo suele varias su morfologia, asi como

el namero de sus células y el desarrollo de las organelas en el seno de estas. Es
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decir, que los fibrocitos pueden diferenciarse y volver a ser fibroblastos ante
distintos estimulos. En estas circunstancias se han identificado fenémenos de
division celular y, por ello, se considera que los fibrocitos ain conservan cierta

capacidad de regeneracion.

Los fibroblastos tienen por funcién formar, mantener y regular el recambio de la
matriz extracelular fibrilar y amorfa. Son células multifuncionales, pues tienen
también la capacidad de degradar el coldgeno, como respuesta ante distintos
estimulos fisiologicos del medio interno. Existen poblaciones de fibroblastos
fenotipicamente diferentes, que poseen distintas propiedades quimicas y

funciones, y que dan origen a los diversos tipos de colageno.

CELULAS ECTOMESENQUIMATICAS O CELULAS MADRE DE

PULPA DENTAL: Estas células son denominadas también mesenquimaticas
indiferenciadas, pero es importante sefalar que derivan del ectodermo de las
crestas neurales. Constituyen la poblacion de reserva pulpar por su capacidad de
diferenciarse en nuevos odontoblastos productores de dentina o en fibroblastos

productores de matriz pulpar, segun el estimulo que actue sobre ellas.

El nmero de células mesenquimaticas disminuye con la edad, lo cual trae consigo
una reduccion en la capacidad de autodefensa de la pulpa. Generalmente, se
ubican en la region subodontoblastica o en la proximidad de los capilares
sanguineos, por lo que suelen denominarse células perivasculares o pericitos.
Esta variedad celular est4 estrechamente vinculada a la microvascularizacion

pulpar.

Las células mesenquimaticas indiferenciadas del periapice son las que pueden
dar lugar a distintas lineas celulares como: fibroblastos, osteoblastos,
cementoblastos y ocasionalmente odontoblastos como respuesta biologica, ante
determinadas situaciones clinicas. Este tejido especializado periapical se

diferencia del conectivo periodontal por su gran capacidad reaccional.



INTRODUCCION

e MACROFAGOS: Por su capacidad de fagocitosis y por participar en el
mecanismo de defensa, pertenecen al sistema fagocitico mononuclear y como
todas las células de este sistema, tienen su origen en los monocitos. Los
macrofagos tisulares recién llegados de la sangre, con células con gran capacidad
de diferenciacion, pues deben pasar por distintos estados de activacion, para
alcanzar su capacidad funcional. Al surgir un estimulo inflamatorio los macrofagos

residentes proliferan y se expanden.

En los procesos inflamatorios los histiocitos se transforman en macroéfagos libres,
incrementan su tamafio y adquieren mayor capacidad quimiotactica (movimiento)
y de fagocitosis. Su funcion consiste en digerir microorganismos, remover
bacterias y eliminar células muertas. Ademas de su actividad fagocitica, estan en
relacion con la funcion inmunolégica (al fagocitar particulas extrafias y
presentarlas a los linfocitos). También elaboran enzimas del tipo de las hidrolasas
acidas, que facilitan su migracion dentro del tejido conectivo. A nivel del tejido
pulpar el macréfago estimulado juega un papel clave en la respuesta inflamatoria

e inmune durante la pulpitis.

o CELULAS DENDRITICAS: Las células dendriticas de la pulpa denominadas

“verdaderas” se caracterizan por expresar moléculas de clase Il del complejo
mayor de histocompatibilidad, por poseer una morfologia ramificada con tres o
més prolongaciones citoplasmaticas y un diametro longitudinal de 50 pum. estas
células se distribuyen en la pulpa configurando un reticulo. Si bien existen dos
areas en las que se acumulan preferentemente: la region perivascular en la zona
mas interna de la pulpa y la regién paraodontoblastica en la zona mas externa de

la misma.

La funcion de las células dendriticas de la pulpa consiste en participar en el
proceso de iniciacion de la respuesta inmunolégica primaria. Las células capturan
los antigenos, los procesan y luego migran hacia los ganglios linfaticos regionales
a través de los vasos linfaticos. Una vez alli las células maduran transformandose

en potentes células presentadoras de antigenos que posteriormente exponen a
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las células linfoides tipo I. La cooperacién entre macréfagos y las verdaderas
células dendriticas de la pulpa controlarian la respuesta inmunolégica secundaria

a nivel pulpar a través de los linfocitos memoria.

« OTRAS CELULAS DEL TEJIDO PULPAR: Al examinar los componentes
de la pulpa normal humana, se pueden identificar otros tipos celulares como:
linfocitos, células plasmaticas, y en ocasiones, eosinofilos y mastocitos. La

existencia de estas células es muy evidente en los procesos inflamatorios.

FIBRAS

« FIBRAS COLAGENAS: Las fibras de colageno estan constituidas por
colageno tipo I, el cual representa aproximadamente el 60% del colageno pulpar.
Son escasas Yy dispuestas en forma irregular en la pulpa coronaria, mientras que
en la zona radicular adquieren una disposicion paralela y estan en una mayor

concentracion.

o FIBRAS RETICULARES: Estan formadas por delgadillas fibrillas de colageno
tipo Il asociadas a fibronectina. Ambos tipos de colageno | y Il son sintetizados
por el fibroblasto. Estas fibras se disponen al azar en el tejido pulpar, excepto a
nivel de la regiéon odontoblastica donde se insindian entre las células y constituyen
el plexo de Von Korff. En este plexo las fibras reticulares son mas gruesas y

adoptan el aspecto de fibras en “sacacorchos”.

o FIBRAS ELASTICAS: En el tejido pulpar las fibras elasticas son muy escasas

y estan localizadas exclusivamente en las delgadas paredes de los vasos

sanguineos aferentes. Su principal componente es la elastina.

e FIBRAS DE OXITALAN: En la pulpa dental en desarrollo se ha identificado la

presencia de fibrillas onduladas de oxitalan. Se les considera como fibras elasticas

inmaduras y de funcién aun no conocida.
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SUSTANCIA FUNDAMENTAL

La sustancia fundamental (SF) o matriz extracelular amorfa, esta constituida,
principalmente, por proteoglucanos y agua. Los proteoglucanos, estan formados por un
nucleo proteico y cadenas laterales de glicosoaminoglicanos (GAG). En la sustancia
fundamental del tejido pulpar en dientes recién erupcionados el GAG predominante es el
dermatéan sulfato. En cambio, en pulpas maduras el acido hialurénico es el componente

esencial y en menor proporcidén se encuentra el dermatéan y el condroitin sulfato.

El &cido hialurénico o hialuronan le confiere viscosidad y cohesién, por lo que el
conectivo es gelatinoso. Esta propiedad, mas el refuerzo fibrilar, es lo que permite
extirpar la pulpa sin que se rompa durante los tratamientos endodonticos. Ademas, este
proteoglicano es el encargado de mantener la fluidez, la permeabilidad de la SF y de

regular el transporte de metabolitos e impedir la difusiébn de microorganismos.

La SF se comporta como un verdadero medio interno, a través del cual las células
reciben los nutrientes provenientes de la sangre arterial; igualmente los productos de
desecho son eliminados en él para ser transportados hasta la circulacién eferente. Con
la edad disminuye la actividad funcional de la SF amorfa.

ACTIVIDADES FUNCIONALES DE LA PULPA

e INDUCTORA: El mecanismo inductor del complejo dentino-pulpar se pone de

manifiesto durante la amelogénesis, ya que es necesario el deposito de dentina

para que se produzca la sintesis y el depdsito del esmalte.

e FORMATIVA: La pulpa tiene como funcién esencial formar dentina. La

capacidad dentinogenética se mantiene mientras dura su vitalidad. La elaboracion

de la dentina esta a cargo de los odontoblastos.

e NUTRITIVA: La pulpa nutre la dentina a través de las prolongaciones

odontoblasticas y de los metabolitos que provenientes del sistema vascular pulpar

se difunden a través del licor dentinario.



INTRODUCCION

e SENSITIVA: La pulpa, mediante los nervios sensitivos, responde, ante los
diferentes estimulos o agresiones, con dolor dentinario o pulpar. En la sensibilidad
de la pulpa y la dentina no interesa la naturaleza del agente estimulante, ya que
la respuesta es siempre de tipo dolorosa. El dolor dentinal es agudo y de corta
duracién, mientras que el dolor pulpar es sordo y pulsétil, persistiendo durante
cierto tiempo; estos datos son de importancia para el diagnostico clinico

diferencial.

o DEFENSIVA O REPARADORA: El tejido pulpar tiene una notable capacidad

reparativa, formando dentina ante las agresiones. Las dos lineas de defensa son:
1. formacion de dentina peritubular, con estrechamiento de los conductos, para
impedir la penetracion de microorganismos hacia la pulpa. Esta esclerosis
dentinaria representa la primera defensa pulpar frente al avance de una caries. 2.
formacién de dentina terciaria, reparativa o de irritacion. Esta dentina es elaborada
por los nuevos odontoblastos que se originan de las células ectomesenquimaticas

0 células madre de la pulpa ).

AFECCION DE LA PULPA DENTAL

Mientras varios factores fisicos y quimicos pueden causar irritacion e incluso
necrosis de la pulpa, las causas mas comunes de la inflamacion pulpar (pulpitis) son las
bacterias y/o sus productos bacterianos entrando a la pulpa a través de caries profundas
o filtracion de restauraciones. La reaccién inflamatoria en la pulpa inicia mucho antes de
la invasion bacteriana al tejido pulpar. La reaccion inflamatoria es primero iniciada por la
interaccién entre los antigenos bacterianos con el sistema inmune local. Siempre y
cuando la lesién cariosa no entre en contacto con la pulpa, es probable que la inflamacion
sea reversible. Sin embargo, cuando la lesion cariosa alcanza la pulpa y la barrera de

tejido duro es penetrada, las bacterias pueden invadir la pulpa ).
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Después de la progresion de la caries dental o de la fractura coronal, aparece una
infeccidn bacteriana y una subsecuente respuesta inflamatoria en la pulpa dental, y la
presion interna de la cAmara pulpar incrementa significativamente, resultando en una
isquemia del tejido pulpar con dolor severo. Para aliviar el dolor es necesario eliminar la
infeccion de la pulpa dental por medio del procedimiento endodontico. Sin embargo, si
este no se lleva a cabo, la isquemia se desarrolla deteriorando la circulacion sanguinea,

llevando asi, a la necrosis pulpar y afeccién periapical 3).

Para que se produzca la respuesta inflamatoria pulpar no es necesario que las
bacterias alcancen fisicamente la pulpa. Por el contrario, existen evidencias
experimentales que demuestran que antigenos bacterianos y/o subproductos
metabdlicos pueden difundirse a través de los tubulos dentinarios y provocar respuestas
inmunes en la pulpa dental. Durante la respuesta inmune pulpar pueden formarse
también complejos inmunes vy liberarse, por fagocitosis, enzimas proteoliticas
extracelulares que agravan y empeoran la inflamacién pulpar. En definitiva, la pulpitis se

produce por un mecanismo inmunopatolégico ().

Cuando se lesiona la pulpa dental se produce una inflamacion conocida como
pulpitis y como parte de esta reaccion, habrd un aumento de la permeabilidad vascular y
la filtracion de liquidos hacia los tejidos circundantes. A diferencia de la mayoria de los

tejidos blandos, la pulpa carece de espacio para edematizarse.

Por este motivo, es muy importante el hecho de realizar un tratamiento
endodontico adecuado, que consiste en el desbridamiento de tejido tanto necrético como
vital del conducto radicular, por medio de instrumentacion mecénica e irrigacion con

agentes quimicos ().
TEJIDOS PERIAPICALES

LIGAMENTO PERIODONTAL

Es el tejido conectivo que vincula al cemento radicular con el hueso alveolar, por lo

tanto, esta limitado por cemento y lamina dura, es decir, hueso cortical del alveolo. El
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ancho del ligamento es de aproximadamente 0.25 mm + 50%. Esta constituido

esencialmente por haces de fibras colagenas que pueden clasificarse asi:

a. Fibras de la cresta alveolar

b. Fibras horizontales

c. Fibras principales u oblicuas

d.

Fibras apicales

e. Fibras de la zona interradicular

Las células del LP son: fibroblastos, osteoblastos, cementoblastos, osteoclastos,

cementoclastos, células epiteliales, células mesenquimatosas indiferenciadas (pericitos,

en la periferia de vasos sanguineos), macréfagos, mastocitos y eosindfilos.

FUNCIONES DEL LIGAMENTO PERIODONTAL

FORMATIVA: contiene las células necesarias para neoformacién de fibras

(fibroblastos); de hueso (osteoblastos); de cemento (cementoblastos); de SF

(fibroblastos y otras que pueden diferenciarse a partir de pericitos).

REMODELACION: durante el movimiento dental fisiolégico, el ligamento
interviene en la formacién y resorcion del cemento y hueso asi como de fibras.
Proceso similar ocurre durante el acomodo del periodonto ante las fuerzas

oclusales y en la reparacion de las lesiones.

FISICA: 1. Provee un forro de tejido blando para proteger a los vasos y nervios
de lesiones por fuerzas mecéanicas. 2. Permite la transmisién de las fuerzas
oclusales al hueso. 3. Brinda la insercion del diente al hueso. 4. Favorece la
conservacion de los tejidos gingivales en relacion adecuada con los dientes. 5.

Ofrece resistencia contra el impacto de las fuerzas oclusales (amortiguamiento).

10
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SENSITIVA: El LP se encuentra muy inervado por fibras nerviosas sensitivas
con capacidad para transmitir sensaciones tactiles, de presion y dolor por las vias
trigeminales. Los fasciculos nerviosos pasan hacian el LP desde la region
periapical y por los conductos del hueso alveolar que siguen la trayectoria de los
vasos sanguineos. Se dividen en fibras individuales mielinizadas que al final
pierden sus vainas de mielina y confluyen en uno de cuatro tipos de terminacion
neural: terminaciones nerviosas que poseen configuracion arbérea; corpusculos
tipo Ruffini, localizados de modo primario en la zona apical; formas en espiral,
registradas sobre todo en la regién radicular media; y terminaciones tipo huso,
que se encuentran rodeadas por una cdapsula fibrosa y se localizan
primordialmente en el 4pice. Las terminaciones libres son responsables de la
sensacion de dolor. El ligamento también posee propioceptores que dan
informacion concerniente a tensidon, movimiento y posiciones (sensibilidad
profunda). Gracias a estos receptores, la presencia de una laminilla fina (10-30
micrones) ubicada entre los dientes es facilmente identificable, especialmente
durante la oclusién. De la misma manera, es sabido que un movimiento que lleve
a los dientes del maxilar inferior al contacto con los superiores se detiene por
reflejo y se transforma en movimiento de apertura, si se descubre una particula
inerte al masticar (arena, tierra, etc.). De esta manera los receptores y
propioceptores juegan un papel importante en la regulacién de las fuerzas y los

movimientos de la masticacion.

NUTRICIONAL.: EI LP aporta nutrientes al cemento, hueso y la encia por medio

de los vasos sanguineos. Ademas, provee drenaje linfatico a los vasos

provenientes de papilas interdentarias y encia marginal.

CEMENTO RADICULAR

Existen dos clases de cemento radicular:

CEMENTO ACELULAR O PRIMARIO: Cubre desde el cuello hasta la

mitad de la raiz, se forma antes de que el diente alcance su primer contacto

11
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oclusal. Las fibras de Sharpey constituyen la mayor parte de la estructura del
cemento acelular. Casi todas se insertan en angulos rectos, pero otras entran
desde varias direcciones distintas. Ademas, se observan otras fibrillas dispuestas
paralelamente con la superficie radicular. Las fibras de Sharpey conforman el
sistema fibroso extrinseco y son producidas por los fibroblastos. El sistema fibroso
intrinseco es producido por los cementoblastos y esta compuesto por fibras

orientadas paralelamente a la superficie radicular.

CEMENTO CELULAR O SECUNDARIQ: Se forma luego de que el diente

llega al primer contacto oclusal, y en respuesta a exigencias funcionales durante
toda la vida. A diferencia del cemento primario, posee células atrapadas en su
matriz. El cemento celular se deposita sobre el cemento primario durante todo el
periodo funcional del diente y también es producido por cementoblastos que al
guedar atrapados en el tejido cementoide se denominan cementocitos. Estas
células residen en lagunas que se unen entre si por procesos citoplasmaticos que
pasan por canaliculos en el cemento, de la misma forma los cementocitos estan
unidos a los cementoblastos de la superficie, la presencia de los cementocitos
permite el transporte de nutrientes a través del cemento y contribuye al

mantenimiento de la vitalidad de este tejido mineralizado.

El deposito de cemento es un proceso continuo que prosigue a velocidades
cambiantes. La formacion del cemento es mas rapida en las zonas apicales,
donde compensa la erupcion del diente, que por si misma compensa la atricion.
Entre los 11 y 70 afios de edad, el grosor promedio del cemento aumenta tres
veces con el incremento mayor en la regién apical. Cuando la deposicion de
cemento sobrepasa los niveles normales formando masas voluminosas en la

porcion apical de la raiz dentaria se habla de Hipercementosis.

La etiologia de esta entidad, varia y aun no se comprende por completo. En
dientes sin antagonistas, es interpretada como un esfuerzo por seguir el proceso

eruptivo para lograr el contacto antagonista. En dientes con afeccion apical como

12
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proceso reparativo del espacio que ocupara el tejido fibroso. En traumatismo

oclusal como refuerzo radicular en respuesta a las exigencias funcionales.

Cuando en ese intento de reparaciéon con tejido mineralizado, ya sea de tipo
cementoide o de tipo osteoide; resulta una obliteracion del espacio que ocupara
el LP, fusionando el tejido dentario con el tejido 6seo alveolar, al fenomeno se le
da el nombre de Anquilosis. Esta sucede en los dientes con resorcidn cementaria,
hecho que sugiere que podria ser una forma de reparacion anormal. También
puede presentarse luego de la inflamacion periapical crénica, el reimplante dental
y el traumatismo oclusal, asi como en torno a dientes retenidos. La anquilosis
causa resorcion radicular y su reemplazo gradual por tejido 6seo, por tal razén los
dientes reimplantados que se anquilosan pierden sus raices luego de 4, 5 0 10

afos y se exfolian con frecuencia.

HUESO ALVEOLAR

Es tejido 6seo que contiene alveolos o cavidades donde van alojadas las raices

de las piezas dentarias. Al fragmento de hueso que queda entre un alveolo y otro

adyacente se denomina cresta o septum interdental o interalveolar. Las porciones 0seas

qgue cubren las superficies bucales y linguales son llamadas tablas éseas bucales y

linguales respectivamente.

El hueso alveolar esta conformado por dos clases de hueso:

HUESO COMPACTO: también llamado lamina dura o corteza osea, consiste
en una cubierta de hueso solido, compacto, que protege al hueso trabeculado de
traumas fisicos y quimicos en toda su extension, inclusive la parte interna del
alveolo esta recubierta por esta lamina de hueso, la cresta alveolar también esta
recubierta por lamina dura y en radiografias orto radiales o en interproximales (de
mordida) se aprecia a una distancia aproximada de 1 o0 2 mm de la unién esmalte-
cemento en condiciones de salud periodontal y aun en gingivitis. Cuando la lamina

dura sufre reabsorcion rapida como en el caso de periodontitis rapidamente

13
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evolutiva, queda expuesto el hueso esponjoso o trabeculado, pudiendo perderse
una importante cantidad de hueso de soporte dentario hasta el punto de exfoliar

la pieza.

Generalmente cuando ocurre reabsorcion de cresta interdental, los
procedimientos terapéuticos actuales ofrecen poca o0 ninguna garantia de
recuperarlos a niveles normales. Por lo tanto, la evidencia radiografica de
presencia o ausencia de lamina dura para detectar la reabsorcion osea en sus
etapas iniciales, es de vital importancia para que el prondstico sea favorable, con
un tratamiento oportuno que prevenga el progreso de la enfermedad. Es
importante subrayar que cuando existe evidencia radiografica de disminucion de
la altura de la cresta a niveles subnormales, pero al mismo tiempo existe evidencia
de continuidad e integridad de ldmina dura, se puede afirmar que al momento de
tomar la radiografia la reabsorcidén “no esta activa” pues permitio la neoformacién

de corteza protectora.

La lamina dura adyacente al LP, esta perforada por numerosos conductos de
Volkmann por los cuales pasan vasos y nervios desde el hueso alveolar hacia el
ligamento. En esta corteza también se insertan los haces de fibras de Sharpey,

similar a las que quedan atrapadas en cemento radicular.

HUESO TRABECULADO: También llamado hueso esponjoso por la similitud
arquitectonica con ese material. Esta compuesto por trabéculas 6seas que son
formadas por osteoblastos, las trabéculas se anastomosan creando una especie

de red o malla de hueso que caracteriza a este tejido.

Los osteocitos residentes en las lagunas del hueso calcificado estan unidos entre
si y son los osteoblastos de la superficie osea, mediante prolongaciones

citoplasmaticas que pasan por conductillos que comunican a las lagunas.

Ese mecanismo de comunicacién sirve para el intercambio regular de los niveles
de calcio y fosfato en sangre, utilizando para ello diferentes mecanismos de

control hormonales.
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INTRODUCCION

Por razones no muy bien conocidas la calcificacibn osea forma laminillas
conceéntricas que rodean vasos sanguineos formando la estructura llamada
sistema haversiano que nutre a todas las células. A la unidad del sistema
haversiano, que representa la forma en que los osteocitos se comunican por

prolongaciones citoplasméticas dentro de canaliculos se le llama osteon (,9,10,11).

AFECCION DE LOS TEJIDOS PERIAPICALES

Las enfermedades periapicales agudas son entidades inflamatorias de los tejidos
gue rodean a los dientes, principalmente en la region apical. Cuando la enfermedad
pulpar no es atendida a tiempo o de forma adecuada, se extiende a lo largo del conducto
y llega a los tejidos periapicales a través del foramen apical (12,13).

La periodontitis apical (PA) consiste en el establecimiento de un proceso
inflamatorio localizado en los tejidos periapicales, como consecuencia de la infeccion y
posterior desvitalizacién del diente. La respuesta del huésped a la persistencia del
estimulo microbiano se traduce en una lucha constante por la defensa y mantencion del
equilibrio mediante procesos de inflamacién, reabsorcion y destruccién tisular, con la
subsecuente generacién de una lesion osteolitica periapical, posible de visualizar
radiograficamente y de identificar histolégicamente como granuloma periapical o quiste

radicular (14).

En consecuencia, para promover la cicatrizacion de la PA es necesario eliminar
los microorganismos que se encuentran dentro del sistema de conductos radiculares ).
Se ha reportado que el tratamiento endodontico tiene un alto indice de éxito con la
contribucion de herramientas mejoradas en diagnostico, antibidticos y avances en

biomateriales (15).
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PROCESO INFLAMATORIO

La inflamacion es uno de los mecanismos basicos de defensa frente a la agresion,
consiste en una reaccion local del tejido lesionado. Existen muchos agentes en el medio
ambiente que pueden causar una respuesta inflamatoria, entre ellos microorganismos,
agentes fisicos, quimicos y traumatismos. Los cambios intrinsecos al dafio celular se
traducen en la liberacion o activacion de mediadores quimicos que conducen a cambios
en la microcirculacion y el tejido conectivo. Se inicia asi un proceso inflamatorio tendiente
a generar un exudado con las células necesarias para eliminar el agente y el tejido
dafado por medio de fagocitosis. En este caso la respuesta inmunitaria forma parte de
la inmunidad innata, es decir, aquella que esta presente desde el nacimiento, lista para
actuar, mientras que las respuestas de la inmunidad adquirida o adaptativa se generan
al contactar las células especificas del sistema inmune con el antigeno para el cual tienen

especificidad preformada (1s).

La inflamacion es un proceso constituido por una serie de eventos consecutivos
gue conducen a la eliminacién del agente o del tejido dafiado mediante un mecanismo
biolégico basico que presentan los seres vivos: la fagocitosis. Una vez eliminado el
agente y el tejido daflado mediante este proceso, se produce la reparacion de la zona
por regeneracion y-o cicatrizacién. La cicatrizacion es un proceso de reparacion o
regeneracién de un tejido alterado, resultando en un tejido cicatrizal o un tejido igual al
original. En caso de no ser asi, la persistencia del agente conduce a inflamacion crénica;

puede también ocurrir su diseminacion y eventualmente, la muerte ().

Los aspectos basicos que se destacan en el proceso inflamatorio son en primer
lugar, la focalizacion de la respuesta, que tiende a circunscribir la zona de lucha contra
el agente agresor. En segundo lugar, la respuesta inflamatoria es inmediata, de urgencia
y, por tanto, preponderantemente inespecifica, aunque puede favorecer el desarrollo
posterior de una respuesta especifica. En tercer lugar, el foco inflamatorio atrae a las
células inmunes de los tejidos cercanos. Las alteraciones vasculares van a permitir,

ademas, la llegada desde la sangre de moléculas inmunes.
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Clasicamente, la inflamacién se ha considerado integrada por los cuatro signos de
Celso: Calor, Rubor, Tumor y Dolor. Como veremos posteriormente, el calor y rubor se
deben a las alteraciones vasculares que determinan una acumulacién sanguinea en el
foco. El tumor se produce por el edema y acumulo de células inmunes, mientras que el
dolor es producido por la actuacion de determinados mediadores sobre las terminaciones

nerviosas del dolor (16,17,18).

FASES DE LA INFLAMACION
De forma esquematica podemos dividir la inflamacién en cinco etapas:

1. LIBERACION DE MEDIADORES: Son moléculas, la mayor parte de ellas,

de estructura elemental que son liberadas o sintetizadas por el mastocito bajo la

actuacion de determinados estimulos.

2. EFECTO DE LOS MEDIADORES: uUna vez liberadas, estas moléculas

producen alteraciones vasculares y efectos quimiotacticos que favorecen la

llegada de moléculas y células inmunes al foco inflamatorio.

3. LLEGADA DE MOLECULAS Y CELULAS INMUNES AL FOCO
INFLAMATORIO: Proceden en su mayor parte de la sangre, pero también de

las zonas circundantes al foco.

4. REGULACION DEL PROCESO INFLAMATORIO: Como la mayor parte

de las respuestas inmunes, el fendmeno inflamatorio también integra una serie de

mecanismos inhibidores tendentes a finalizar o equilibrar el proceso.

5. REPARACION: Fase constituida por fenémenos que van a determinar la
reparacion total o parcial de los tejidos dafiados por el agente agresor o por la

propia respuesta inflamatoria (19).
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CRIOTERAPIA

El termino crioterapia es derivado de la palabra griega “cryos”, que significa “frio”.
En fisioterapia, significa disminucion o incremento de la temperatura de los tejidos para
fines terapéuticos. En realidad, la crioterapia no implica implementar frio sino extraer
calor (20). La magnitud del cambio de temperatura y las alteraciones biofisicas en los
tejidos dependen de la diferencia entre la temperatura del objeto y la aplicacion de frio o
calor, el tiempo de exposicion, la conductividad térmica de los tejidos, y el tipo de agente
utilizado para aplicar el calor o el frio. El uso de este tipo de terapia en tejidos humanos

causa cambios en la temperatura local del huésped (21,22).

En el 2500 a.C., los antiguos egipcios utilizaban bajas temperaturas para tratar
heridas e inflamacién. En la antigua Grecia, la crioterapia era usada por Hipdcrates, quien
recomendaba el uso local o sistémico de aplicacion de frio por razones terapéuticas. El
objetivo de la crioterapia es remover calor y asi reducir la inflamacion. La crioterapia ha
sido utilizada para aplicaciones clinicas para el manejo del dolor desde 1960 (o). Y enla
actualidad, la crioterapia es aplicada para muchas ramas de la medicina incluyendo
ortopedia (23), traumatologia, fisioterapia, neurologia (24), cirugia maxilofacial (2s), cirugia

plastica, cirugia dental (26), y recientemente, endodoncia (s,27).

Las tres respuestas fisiologicas basicas de los tejidos después de la aplicacion ya
sea de calor o frio son un incremento o disminucién del flujo sanguineo local, estimulacion
o inhibicion de receptores neuronales en la piel y en los tejidos subcutaneos, y un
incremento o disminucion en la actividad metabdlica. Evidencia clinica y fisiolégica
sugiere que la terapia con frio, en diferentes formas, puede reducir el dolor musculo
esqueletal, espasmos musculares, distension de tejido conectivo, tiempo de conduccion

nerviosa, hemorragia e inflamacion (22).

Bleakly reporto que la terapia con frio parecia ser eficiente para limitar la
inflamacion y reducir el dolor a corto plazo (3. Segun la ley de Van't Hoff, la crioterapia

causa vasoconstriccion y enlentece el metabolismo celular al limitar las reacciones
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bioguimicas. La vasoconstriccién produce antiedema y se logra una reduccion del dolor
después de la reduccion de la temperatura debido al bloqueo de las terminaciones
nerviosas que produce el frio. La intensidad del efecto de vasoconstriccion alcanza el
valor mas alto a una temperatura de 15 °C s. De hecho, algunos estudios han
demostrado que una temperatura mas alta en la piel que produce efectos terapéuticos
(anestesia, analgesia o relajacion muscular que permite el movimiento posterior al
tratamiento de areas dolorosas) es de 16 °C. Se logré la disminucién de temperatura de
30 °C a 17 °C después de solo 15 minutos de terapia de frio. La disminucién de la
temperatura del cuerpo también disminuye la conduccion nerviosa periférica, y cuando

llega a menos de 15 °C, la conductividad nerviosa se desactiva completamente.

La aplicacién de hielo reduce la temperatura tisular, el flujo sanguineo, dolor y
metabolismo celular, lo cual minimiza el grado de dafio tisular y la lesion causada por
hipoxia secundaria. Una reduccién importante en la actividad enzimatica local y una
vasoconstriccion local profunda ocurre después de la aplicacién de hielo. El efecto
analgésico es producido por una combinacién de la liberacion disminuida de mediadores
guimicos del dolor y una propagaciéon mas lenta de las sefiales neuronales del dolor.
Ademas, el metabolismo se reduce mas del 50%, lo que permite una mejor difusion de

oxigeno en los tejidos lesionados.

A pesar del uso generalizado de la crioterapia en la medicina, hay poca evidencia
cientifica para los métodos utilizados en la aplicacion eficiente. Una comprension
sisteméatica de los factores como el tiempo necesario para enfriar un area, el tiempo
durante el cual esta &rea permanece lo suficientemente fria después de retirar el agente
de enfriamiento, y la cantidad de enfriamiento que se extiende mas alla del area en
contacto con el agente de enfriamiento, ha tenido poca atencién hasta ahora en la

literatura cientifica.

En odontologia, la crioterapia ha sido utilizada después de procedimientos
quirdrgicos intraorales como cirugia periodontal, extracciones, y colocacion de implantes

(29).
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En endodoncia, se han realizado estudios en humanos donde se ha utilizado la
crioterapia intraconducto para evaluar su efecto en el dolor postoperatorio en pacientes
con pulpitis irreversible sintomatica y asintomatica, necrosis pulpar, PA e incluso en
dientes con tejidos apicales normales. Estos estudios han demostrado una disminucién
significativa en los niveles de dolor posoperatorio cuando se ha aplicado la crioterapia
comparado con los grupos control (s,24,27,30,31). Una forma de aplicar la crioterapia a los
tejidos perirradiculares inflamados es por medio de la irrigacién intraconducto con
sustancias frias después de la preparacion del sistema de conductos radiculares. Esto
ha demostrado ser una tarea mas sencilla cuando se usa un sistema de riego por presion
negativa, como el sistema EndoVac (Kerr Endo, Orange, Country, CA). La micro canula
del sistema se puede colocar a la longitud total de trabajo y se puede utilizar para aspirar

el irrigante con un flujo continuo (22,32).

Un estudio in vitro publicado recientemente mostro que una irrigacion
intraconducto constante con solucién salina fria a 2.5 °C con presion negativa reduce la
temperatura de la superficie radicular externa mas de 10 °C, manteniendo dicha
temperatura por 5 minutos, lo cual, de acuerdo con los estudios antes mencionados,
puede ser suficiente para producir un efecto local antiinflamatorio en los tejidos

perirradiculares (22).

Debido al amplio estudio de la crioterapia que se encuentra actualmente en el area
de la medicina y basdndonos en la literatura, en este estudio se llevo a cabo el proceso
de crioterapia durante 5 minutos con el fin de evaluar la efectividad de un modelo en
ratas, esperando ser validado para posteriormente llevarlo a cabo en diferentes periodos

de tiempo (33).
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JUSTIFICACION

JUSTIFICACION

Cuando se habla de la necesidad de un tratamiento endodontico,
automaticamente se relaciona con la presencia de un proceso inflamatorio antes, durante
y después del procedimiento clinico. Es por eso, que, se implementara el uso de
crioterapia en tejido conectivo de ratas con la finalidad de evaluar histolégicamente la
respuesta inflamatoria, y de este modo, validar la efectividad de este modelo en
diferentes periodos de tiempo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el presente estudio se plantea el desarrollo de un modelo experimental para
evaluar la crioterapia en tejido conectivo de ratas como método para valorar la respuesta

inflamatoria en diferentes periodos de tiempo.
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HIPOTESIS

HIPOTESIS DE TRABAJO

La aplicacion de crioterapia en este modelo nos permitird observar diferencias (si
es gque las hay) en la presencia o ausencia de células inflamatorias, pudiendo corroborar
su efectividad o no para estudiar la respuesta inflamatoria local en tejido conectivo de

ratas.
HIPOTESIS NULA

Posterior a la aplicacion de crioterapia en este modelo, no se observan diferencias
significativas en la respuesta tisular del tejido conectivo en ratas, por lo que se determina

gue este modelo no es un método efectivo para estudiar la crioterapia.
HIPOTESIS ALTERNATIVA

Posterior a la aplicacion de crioterapia, se observa una reduccion de células
inflamatorias, por lo que se valida este modelo como método efectivo para estudiar la

crioterapia en tejido conectivo de ratas.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

El objetivo general de este proyecto es evaluar un modelo de estudio en ratas
como medio para valorar la respuesta tisular y los cambios celulares posterior a la

aplicacién de crioterapia en tejido conectivo de ratas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Comparar la respuesta tisular entre la crioterapia y el resto de los grupos
evaluados, valorando si tiene alguna eficacia sobre el proceso inflamatorio en

tejido conectivo de ratas.

2. Establecer las diferencias celulares entre los grupos evaluados posterior a la

aplicacién de crioterapia o no.
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VARIABLES
VARIABLES

VARIABLES INDEPENDIENTES

1. Edad de los animales
2. Peso de los animales

3. Sexo de los animales
VARIABLES DEPENDIENTES

1. Grado de inflamacién presente, ya sea leve, moderada o severa.
2. Patrén de inflamacién presente, ya sea aguda, crénica o mixta.
3. Eficacia de la crioterapia.

OPERACION DE VARIABLES

Se evaluara la efectividad de la crioterapia como una alternativa para reducir la
inflamacion local en tejido conectivo de ratas posterior a la inyeccion con
lipopolisacaridos (LPS). Posteriormente, los animales seran sacrificados para realizar
cortes histolégicos y observar el tipo de inflamacién presente al microscopio 6ptico (MO).
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MATERIALES Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO
Experimental.
UNIVERSO DE ESTUDIO

Dos ratas de 4-6 meses con un peso de 135-160 gramos. Anestésicos: xilacina y
ketamina, asi como pentobarbital sédico. Reactivo de LPS de escherichia coli. Catéter
calibre 14G y manguera para venoclisis. Solucion salina a 2.5 °C y a temperatura

ambiente. Microscopio optico.

METODOLOGIA

MATERIALES

Para este proyecto fueron necesarias dos ratas de 4 a 6 meses de edad, con un
peso de 135-160 gramos. Los anestésicos utilizados fueron ketamina (Cheminova) y
xilacina (PiSA). El reactivo de LPS de escherichia coli fue adquirido en SIGMA. Se
utilizaron 30 jeringas hipodérmicas de 10 ml con solucién salina (PiSA farmacéutica
0.9%). La manguera para venoclisis fue de la casa PiSA y el catéter calibre 14G de la
casa BD Insyte. El pentobarbital sddico fue de la marca PiSA. Y finalmente la formalina

al 10% fue de la casa Hycel-Reactivos quimicos.
PREPARACION DE LAS MUESTRAS
Para este estudio se dividié a cada animal en cinco grupos de estudio.

e (G1): Inyeccion de LPS y aplicacion de crioterapia. (porcion superior izquierda del
lomo de la rata).

e (G2): Inyeccion de LPS e irrigacion con solucion salina a temperatura ambiente.

(porcion superior derecha del lomo de la rata).
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(G3): Inyeccién de LPS sin manipulacién posterior. (porcion inferior izquierda del

lomo de la rata).

(G4): Grupo control negativo de tejido sano sin manipulacion. (porcion inferior

derecha del lomo de la rata).

(G5): Grupo control de tejido sano con aplicacion de crioterapia. (porcion superior

izquierda del lomo de la rata, por encima del G1)(Figura 1).

G5

° °
G1 G2
G3 G4

(G1): Inyeccion de LPS y aplicacion de crioterapia.

(G2): Inyeccidén de LPS e irrigacidn con solucién salina
a temperatura ambiente.

(G3): Inyeccion de LPS sin manipulacion posterior.
(G4): Grupo control negativo de tejido sano sin manipulacién.

(G5): Grupo control de tejido sano con aplicacidn de crioterapia.

Fig. 1. Esquema de la distribucion de los grupos de estudio.
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Los animales recibieron la antisepsia con
solucion de yodo vy fueron afeitados.
Posteriormente fueron anestesiados a traves
de una inyeccion intraperitoneal con xilacina
(20 mg/kg)(PiSA) 'y  ketamina (25
mg/kg)(Cheminova) (Figura 2). Una vez
anestesiados, se inyectd un volumen de .5 ml
de LPS de escherichia coli (SIGMA) (Figura 3)

Fig. 2. Anestésicos
utilizados: Xilacina (PiSA) ~ G3. Transcurridos 30 minutos posteriores a la  de LPS (e. coli)

y ketamina (Cheminova).

crioterapia.

CRIOTERAPIA

En los grupos G1 y G2, se implanto un catéter
estéril calibre 14G (BD Insyte) traspasando el tejido de

extremo a extremo, de tal modo que ambos extremos

del catéter estuvieran externos al tejido subcutaneo |

manguera de venoclisis (PiSA), mientras que el
extremo opuesto fue cortado para ajustar la punta de

una jeringa hipodérmica de 10 ml sin aguja. Una vez

ajustados ambos extremos se inicié con la aplicacion

de la crioterapia por medio de un flujo continuo de
solucién salina (PiSA farmacéutica 0.9%) a 2.5 °C

durante 5 minutos (Figura 5 y 6), el cual fue vertido en

en el tejido subcutaneo de los grupos G1, G2y  Fig, 3. Reactivo

(SIGMA).

inyecciéon del LPS, se prosiguid con la

Fig. 4. Colocacidn de catéter 14G a
través del tejido subcutaneo.

la jeringa hipodérmica en el extremo superior de la manguera de venoclisis antes

mencionada. Finalmente, el flujo de solucion salina fue recolectado en una jeringa

hipodérmica vacia hasta culminar con los 5 minutos.
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El mismo procedimiento fue llevado a cabo en el G2 utilizando solucion salina a

temperatura ambiente durante 5 minutos (Figura 7)

S
N
N

N
S

>
i

Fig. 5. Esquema en vista lateral de la implantacion del catéter y la conexion entre la manguera y el tubo para
el posterior flujo de la crioterapia en el G1.

e —— e G e W S
Fig. 6. (A) procedimiento de crioterapia en G1 con flujo continuo de solucidn salina a 2.5 °C. (B) Flujo continuo

de solucion salina a temperatura ambiente en G2.
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Recipiente Manguera
Catéter
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Manguera
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Fig. 7. Esquema del lomo de la rata representando el modelo propuesto para evaluar la crioterapia mostrando
la distribucion de los grupos de estudio y la implantacion de los catéteres para llevar a cabo el flujo de solucién

salina.

RECOLECCION DE LAS MUESTRAS

Para recoleccion de las muestras de estudio fue necesario
sacrificar a los animales con una sobredosis de pentobarbital sddico,

utilizando una inyeccion intraperitoneal de 1 ml (Figura 8).

Fig. 8. Pentobarbital
sédico utilizado
para sacrificio de los
animales.
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Posteriormente, con un kit de diseccion basico

(PiSA) y un bisturi numero 15 se realizaron cortes con

. una extension de aproximadamente 3 cm x 3 cm de

cada grupo y fueron colocados en formalina 10%
(Hycel-Reactivos quimicos) para su fijacion y posterior

observacion al MO (Figura 9).

g*& %&.‘ PROCEDIMIENTO HISTOLOGICO: MANEJO

DE LAS MUESTRAS

Fig. 9. Recoleccion de las muestras.

FIJACION

Posterior a la toma de muestras,
estas fueron introducidas en solucién de
formol al 10% (formalina) con una relacion

minima de volumen por peso de 10:1 y

recolectadas en frascos de plastico para

Fig. 10. Colocacion de las muestras en frascos

membretados con formol al 10% para su fijacion. evitar  derrames y permitir una mejor
manipulacion. Los frascos fueron
etiquetados e identificados con cédigos correspondientes al animal y al grupo estudiado
(Figura 10). Se procuro agitar cada frasco antes de la colocacion en la caja de transporte.
Conforme al tamafio de la muestra y de la temperatura ambiente, los tejidos fueron fijados

entre 20 y 22 horas posteriores a la toma.

PROCESAMIENTO DE TEJIDOS

Las muestras se recibieron para ser procesadas en las instalaciones de Ciencias
de la Salud, Valle de las Palmas, donde se separaron e identificaron para iniciar el
proceso de tratamiento para los tejidos de las muestras. Cada muestra fue seccionada
longitudinalmente, partiendo de la referencia marcada con tinta indeleble, realizando en
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todas las muestras cortes paralelos al corte primario; con esto se evidenciaron

superficies seriadas del tejido a observar. Se incluyeron cinco cortes de cada muestra

para procesamiento, inclusion e imbibicion en parafina (Figura 11).
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Fig. 11. (A) Muestra antes de su procesamiento. (B) Corte inicial partiendo desde el centro de la referencia de
tinta indeleble. (C) Seccién de la muestra con cortes longitudinales y paralelos al corte primario.

Posteriormente, las capsulas con el tejido fueron tratadas en el procesador de

tejidos modelo SP-120 siguiendo el siguiente protocolo:

Velocidad de agitacion

Vaso Tiempo de inmersidn Valor en el

N° Reactivo Horas:Minutos rpm. programa

1 Formol 01:00 60 1

2 Formol 01:00 60 1

3 | Alcohol 70% 01:30 70 2

4 | Alcohol 80% 01:30 70 2

5 | Alcohol 96% 01:30 70 2

6 |Alcohol 100% 01:00 70 2

7 | Alcohol 100% 01:00 70 2

8 |Alcohol 100% 01:00 70 2

9 Xylol 01:30 70 2

10 | Xylol 01:30 60 1

11 | Parafina 02:00 60 1

12 | Parafina 02:00 60 1
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Pasadas 16 horas, y una vez realizada la imbibicién de los tejidos en parafina, se

procedio a realizar la inclusion de los tejidos en bloques de parafina de grado histolégico.
Para esta etapa se realiz0 la orientacion de las muestras conforme al protocolo para su

observaciéon al MO.

Se realizaron cortes en el microtomo de 5 micrometros aproximadamente, los
cuales fueron colocados en la tina de flotacion, para ser situados en los portaobjetos.

Posteriormente se procedio a realizar la siguiente técnica de tincion con hematoxilina y

eosina:
Desparafinado Hidratacién
Etanol
= Xiieno = 100%
(5 min) (3 min)
Tincién de u
hematoxilina
S s ~ ~ R
Hema- Lavado Etanol Etanol
wmbre | €= | breveen | &= 70% < 90%
(10 min) agua (3 min) (3 min)
— ———
Tincién de
u eosina Deshidratacion
S SR
Alcohol Lavado Eosina Etanol
acido en agua 70%
(20 s) = (5 min) = (2 min) = (2 min)
e/ | |
Aclarado u
y Etanol
Etanol
);‘m pra 100% 90%
(3 min) (3 min) (2 min)

<=

Xileno
(3 min)

Finalmente, los tejidos tefidos fueron sellados con resina histolégica y cubiertos

con cubreobjetos #1.
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RESULTADOS
RESULTADOS

En el presente estudio y a partir de los hallazgos histologicos se pudo observar

poca diferencia entre los grupos estudiados:

Gl

En el grupo donde se inyecto LPS y se aplico crioterapia se encontrd inflamacion
de tipo aguda de grado leve. Se pudo observar la presencia leve de neutrdéfilos y
eosindfilos de forma moderada. Por otro lado, se observd vasodilatacion, reaccion

fibroblastica y hemorragia moderada (Figura 12 y 13).

G2

En el grupo donde se inyecto LPS y se llevd a cabo flujo con solucion salina a
temperatura ambiente se encontrd inflamacion de tipo aguda de grado leve-moderado.
Se pudo observar la presencia moderada de neutrdfilos, mientras que de forma leve se
observaron eosindfilos y células cebadas. Finalmente, se pudo apreciar vasodilatacion y
reaccion fibroblastica. Como hallazgo importante se observé presencia de fibroblastos

reactivos (Figura 14, 15y 16).

G3

En el grupo donde se aplicé la inyeccion de LPS sin llevarse a cabo manipulacion
posterior se encontré inflamacién aguda de grado leve. Se pudo observar la presencia

leve de neutrdfilos, asi como vasodilatacion y reaccion fibroblastica (Figura 17 y 18).

G4

En el grupo control donde se evalu6 el tejido sano sin manipulacién se encontré
inflamacion aguda de grado leve. Se pudo observar la presencia tanto de neutréfilos
como de eosinofilos. Por otro lado, se aprecio vasodilatacion leve y reaccion fibroblastica.

Como hallazgo importante se observo congestion vascular (Figura 19 y 20).
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G5

En el grupo control donde se evalud tejido sano con aplicacion de crioterapia se
encontraron datos de inflamacién aguda con un grado de nulo a leve. Se pudo observar
la presencia de neutrofilos y de vasodilatacion (Figura 21y 22).
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Fig. 12. Imagen histolégica a 10x del grupo donde se inyecto LPS y se llevé a cabo la crioterapia. Se pudo
observar una inflamacion aguda de grado leve, con presencia de neutréfilos y eosinéfilos. Por otro lado, se
aprecio vasodilatacion, hemorragia moderada y reaccion fibroblastica.
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Fig. 13. Imagen histologica a 10x del grupo donde se inyecto LPS y se llevo a cabo la crioterapia. En esta imagen
se puede observar un defecto creado por la entrada del catéter.
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Fig. 14. Imagen histolégica a 10x del grupo donde se inyecto LPS y se llevo a cabo irrigacion a temperatura
ambiente. Pudiéndose observar mayor inflamacién en comparacion con el grupo donde se estudio la
crioterapia, asi como respuesta fibroblastica.
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Fig. 15. Imagen histoldgica del grupo de LPS con solucién a temperatura ambiente con un acercamiento a 40x.
Se pudo observar una inflamacion aguda de leve a moderada. Por otro lado, hubo presencia de neutrdfilos, y
en menor cantidad de eosindfilos. Finalmente, se pudo apreciar la presencia de vasodilatacién y reaccion

fibroblastica.

Fig. 16. Acercamiento que muestra fibroblastos reactivos de la imagen anterior.
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Fig. 17. Imagen histoldgica a 10x del grupo donde se inyecto LPS y no hubo manipulacién posterior. Se pudo
observar una inflamacién aguda ligeramente mayor en comparaciéon con los otros grupos. Se aprecio la
presencia de neutrofilos y algunos linfocitos en cercania de tejido nervioso, asi como vasodilatacién y reaccion

fibroblastica.

-~ S EINE X R /- el d
Fig. 18. Imagen histolégica a 40x del grupo anterior. Se pudo observar una inflamacién aguda ligeramente
mayor en comparacion con los otros grupos. Se aprecio la presencia de neutroéfilos y algunos linfocitos en

cercania de tejido nervioso.
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Fig. 19. Imagen histoldgica
del grupo control donde se
evalué el tejido sano. Se
observaron escasas células
inflamatorias. Se aprecio la
presencia de neutrofilos vy
eosindfilos.

Fig. 20. Imagen histolégica del grupo anterior con acercamiento, donde se puede observar menor cantidad de
tejido inflamatorio por debajo del musculo.
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Fig. 21. Imagen histoldgica del grupo control donde se evalud el tejido sano con la aplicacion de crioterapia.
Presencia de nula a leve de inflamacién aguda, asi como neutréfilos y vasodilatacién.

FR TR TN TR

.~‘\\\‘ \ i:“ ~d e NN »-q.\‘ \\.\\'\
'\ . ? - . : \ N

- -
Fig. 22. Imagen histolégica del grupo anterior con acercamiento. Presencia de nula a leve de inflamacion
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aguda, asi como neutrdfilos y vasodilatacion.
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DISCUSION
DISCUSION

A partir de los hallazgos encontrados, aceptamos la hipotesis nula que establece
que posterior a la aplicacién de crioterapia en este modelo, no se observan diferencias
significativas en la respuesta tisular del tejido conectivo en ratas, por o que se determina
gue este modelo no es un método efectivo para estudiar la crioterapia, sin embargo, no
se descarta la posibilidad de su validacion a partir de algunos ajustes en el procedimiento

experimental.

A lo largo de la historia en las areas de ciencias de la salud se han publicado
diversos estudios validando a la crioterapia como una buena opcion para la reduccion
del proceso inflamatorio, y, por ende, para reducir el dolor en nuestros pacientes. Sin
embargo, no existen publicaciones que estudien la efectividad de la crioterapia en tejido

conectivo de ratas.

La reaccion tisular esta afectada por la forma y el tamafio del material implantado
en los estudios histopatolégicos. Mientras existen estudios donde se ha probado la
aplicacion subcutanea directa, la implantacion de materiales en tubos se ha defendido
en otros (34,35,36). Para esto, se han utilizado tubos de silicon, polietileno, teflén o dentina.
Aplicando las pruebas de materiales en tubos se simula las condiciones clinicas. Cuando
se compara con la aplicaciéon directa del material, este método ayuda a proporcionar
estabilidad del material en el lugar y logra la estandarizacion de la interfase entre el
material y el tejido. Asi mismo, se obtiene un modelo que se asemeja al sistema de
conductos. En este estudio fueron utilizados catéteres estériles de poliuretano
biocompatibles de calibre 14G para simular las condiciones clinicas endodonticas en el
tejido conectivo de los animales. Las reacciones a los tubos en este estudio fueron
similares a los publicados por Torneck 35y Makkes y col. (37), quienes encontraron que
los tubos de polietileno causaban poca o ninguna reaccion al tejido conectivo
subcutaneo. Investigaciones reportan que existen algunos sintomas de inflamacién en
las regiones donde se implantan los tubos hasta la segunda semana, y esta infiltracion
inflamatoria disminuye después de la tercera semana; esta reaccion es resultado del

trauma producido durante la colocacion del tubo (s 39,40). A diferencia de estos estudios,
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DISCUSION
nuestro experimento fue de corta duracion, en donde las ratas no permanecieron con los

catéteres implantados durante un largo periodo de tiempo, sin embargo, en un futuro se

deberia considerar este modelo para estudiar diferentes tiempos de experimentacion.

Por otro lado, algunos estudios y protocolos mencionan que inmediatamente
después a la inyeccion con LPS se crea una reaccién inflamatoria de tipo aguda (1), en
nuestro estudio permitimos un margen de 30 minutos posteriores a la inyeccion para
asegurarnos de que la reaccion inflamatoria fuera mas acentuada. Sin embargo, en
nuestros resultados e imagenes histologicas, no se logro observar diferencias

significativas entre los grupos de estudio.

De acuerdo con estudios de crioterapia y segun diversos autores se habla de que
la temperatura del irrigante, asi como el tiempo de irrigacién son factores importantes en
la obtencion de los resultados. En un estudio publicado por el Dr. Vera y cols., en 2015,
se llevo a cabo un experimento en donde se realiz6 una irrigacion intraconducto en
dientes extraidos con solucién salina a 2.5 °C con presion negativa, obteniendo como
resultados una disminucion en la temperatura radicular externa mayor a 10 °C durante al
menos 4 minutos. Basandonos en este y otros estudios, nuestro experimento fue llevado
a cabo utilizando una irrigacion con solucion salina a 2.5 °C (22,27,31). Por otro lado, como
se menciond anteriormente, el tiempo de irrigacién es un factor importante a tomar en
cuenta, sin embargo no se ha determinado de forma concreta cual es el tiempo ideal de
accién para la crioterapia, de acuerdo con las investigaciones limitadas en este campo,
4 minutos serian suficientes para iniciar un efecto antiinflamatorio en la zona del
procedimiento, por lo tanto, en este estudio se llevo a cabo la crioterapia durante 5

minutos esperando resultados histolégicos significativos (22,30,42).
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CONCLUSIONES

Con las limitaciones de este estudio y con base en los resultados obtenidos, se
puede concluir que no se observaron diferencias significativas entre los grupos de
estudio, por lo que este modelo debe ser ajustado para obtener resultados mas visibles.

Se observo una ligera disminucién de células inflamatorias posterior a la aplicacion
de la crioterapia, por lo que se sigue recomendando su uso por ser una opcién simple,

econdOmica y no toxica.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda llevar a cabo mayores investigaciones con la metodologia planteada

en este estudio tomando en cuenta los siguientes puntos:

1. Se recomienda reproducir este modelo de estudio con mayor cantidad de

muestras, de este modo los resultados esperados tendran mayor significancia.

2. Se recomienda permitir actuar mayor tiempo los LPS para crear una reaccion

inflamatoria mas acentuada.

3. Se recomienda inyectar mayor volumen/mg de LPS para crear una reaccion

inflamatoria mas acentuada.

4. Se recomienda estudiar este modelo a distintos tiempos para evaluar la respuesta

tisular de la crioterapia.
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