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base de silicato de calcio.

RESUMEN

INTRODUCCION: Cuando una lesion en el area apical es persistente y la pieza dental
no ha respondido a un tratamiento o retratamiento convencional del conducto radicular
la cirugia apical esta indicada. En dicho tratamiento es de suma importancia la correcta
seleccion del material para la retrobturacion, ya que éste estara en contacto con los
tejidos periapicales por lo consiguiente deberd presentar una excelente
biocompatibilidad.

OBJETIVO: Evaluar la biocompatibilidad de Biodentine y ERRM comparandolos con
el MTA.

MATERIALES Y METODOS: Se utilizaron 16 ratones de la especie Mus Musculus,
en los cuales se inoculo cada uno de los cementos en la piel de la parte dorsal, se
recolectaron muestras a las 24 horas y a los 7 dias, las cuales fueron tefiidas con
Hematoxilina & Eosina y Tricromico de Masson para evaluar la respuesta inflamatoria,
asi como también se llevo a cabo la Técnica Inmunocitoquimica para evaluar las células
inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias IL-1 beta y TNF-alfa.
RESULTADOS: En cuanto a la respuesta inflamatoria Biodentine y ERRM mostraron
solamente una leve presencia de acumulos de células a las 24 horas las cuales
desaparecieron los 7 dias después de haber realizado la inoculacion de los cementos. Por
el contrario el MTA presentd una leve presencia de células inflamatorias hasta los 7 dias.
Con respecto a la presencia de células inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias
IL-1 beta y al TNF- alfa podemos mencionar que tanto MTA, Biodentine y ERRM si
presentaron células positivas, pero estadisticamente estas no fueron significativas.
CONCLUSIONES: Se considera a Biodentine y al ERRM como materiales promesa
para los procedimientos dentales clinicos por su buena biocompatibilidad presentada,
convirtiéndose en interesantes alternativas al MTA, ya que este Gltimo fue el que menos
biocompatibilidad presento en esta investigacion.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: When a lesion in the apical area is persistent and the tooth has not
responded to conventional treatment or retreatment of the root canal apical surgery is
indicated. In such treatment is paramount to select the correct material for
retrobturacion, as it will be in contact with the periapical tissues so therefore must
exhibit excellent biocompatibility. OBJECTIVE: To evaluate the biocompatibility of
ERRM Biodentine and comparing them with the MTA. MATERIALS AND
METHODS: 16 mice of the species Mus musculus, in which inoculum each of the
cements in the skin of the dorsal part were used, samples at 24 hours and 7 days were
collected, which were stained with hematoxylin & eosin and Masson trichrome to
evaluate the inflammatory response and immunocytochemistry out also led to evaluate
immunoreactive cells to the proinflammatory cytokines IL-1 beta and TNF-alpha.
RESULTS: Regarding the inflammatory response and ERRM Biodentine showed only
a slight presence of clusters of cells at 24 hours which disappeared 7 days after
inoculation made of cements. MTA contrast showed a slight presence of inflammatory
cells until 7 days. With respect to the presence of cells immunoreactive to the
proinflammatory cytokines IL-1 beta and TNF alpha may be mentioned that both MTA
and ERRM Biodentine if presented positive cells, but these were not statistically
significant. CONCLUSIONS: a ERRM Biodentine and is considered promising
materials for clinical dental procedures presented by their good biocompatibility,
becoming interesting alternatives to the MTA, since the latter was the least
biocompatibility presented in this research.
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1. INTRODUCCION

El tratamiento del sistema de conductos radiculares mejor conocido como
Endodoncia tiene como objetivos principales la limpieza y conformacién adecuadas del
conducto radicular, y asi poder lograr el saneamiento de los tejidos perirradiculares
cuando estos llegaran a estar afectados, cuando la enfermedad periapical es persistente y
la pieza dental no ha respondido a un tratamiento o retratamiento convencional del

conducto radicular la cirugia apical (apicectomia) esté indicada.

La apicectomia es la reseccion de los Gltimos 3-5 mm de la porcidén apical de la raiz,
esto para poder eliminar todas las posibles aberraciones anatémicas. Durante el acto
quirdrgico es de suma importancia la correcta seleccion del material de retrobturacion,
ya que éste estara en contacto con los tejidos periapicales por lo consiguiente debera
presentar una excelente biocompatibilidad, ya que es uno de los principales requisitos
que debe tener un material ideal para sellar la retropreparacion, asi como el extremo del

conducto radicular.

Los materiales utilizados para la obturacion retrograda han ido mejorando con el paso
de los afos, desde la convencional amalgama, la utilizacion del IRM, el Stper EBA,
hasta la incorporacion del MTA, que gracias a su excelente biocompatibilidad, a su
propiedad osteogénica y otras caracteristicas presentes, se ha convertido en el material
de primera eleccion para este tipo de casos. Aunque la utilizacién de este tipo de
material tiene como Unicas desventajas su dificil manipulacién asi como su largo tiempo
de fraguado, por este motivo han salido al mercado nuevos materiales a base de silicato
de calcio para la obturacion retrograda, los cuales presentan mejoras en estas dos

propiedades.

Uno de ellos es el Biodentine (Septodont) el cual es un material bioactivo sustituto de
dentina, en donde los dos principales beneficios son el tiempo de fraguado reducido y

14



mejores propiedades mecanicas. Otro nuevo cemento que aparecid recientemente es el
EndoSequence Root Repair Materials Putty (ERRM Putty; Brasseler), este cemento se

caracteriza por su presentacion en forma de masilla.

Por lo tanto el presente estudio se llevo a cabo para evaluar la biocompatibilidad de
Biodentine y ERRM Putty comparandolos con el MTA. Teniendo como hipdtesis que
los nuevos cementos selladores Biodentine y ERRM Putty, tienen igual

biocompatibilidad que el cemento sellador a base de MTA.

La investigacion es de caracter experimental, puesto que el investigador controla los
eventos, abierto ya que todos los investigadores conocen las variables del experimento,
comparativo porque se estudiaran mas de dos muestras, longitudinal ya que se obtendran
datos del mismo sujeto en mas de una ocasion y prospectivo debido a que todos los

datos obtenidos seran de eventos que ocurran en el futuro.
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2. ANTECEDENTES

El objetivo principal del tratamiento endoddntico es limpiar y desinfectar el sistema
de conductos radiculares, reduciendo la carga bacteriana y la eliminacién del tejido
necrotico, creando asi un entorno en el que el restablecimiento de la zona periapical
pueda ocurrir. La mayoria de los fracasos en el tratamiento de conductos se deben a la
pobre desinfeccion de éstos, la realizacion de un retratamiento es lo mas factible para
estos casos, pero si esto no se pudiera lograr, serd necesario recurrir a la cirugia
endoddntica. (Rhodes, 2006).

La apicectomia es la reseccion apical de los Gltimos 2-3 mm. de la porcién apical de
la raiz. Los objetivos de la apicectomia son: eliminar los conductos radiculares
accesorios; asi como la porcién del conducto no tratado y los apices frenestrados en la
cortical externa, en estos casos se debe llevar a cabo la realizacion de una obturacion

retrograda del conducto radicular (Cambra, 1996).

El objetivo de la realizacion de una obturacion retrégada es conseguir un cierre
hermético y biocompatible en el &pice que impida la filtracién de agentes irritantes del

conducto radicular hacia los tejidos perirradiculares (Cohen et. al., 2004).

En 1970, Grossman publicé una seria de propiedades ideales de los materiales de
retropreparacion (Cohen et. al., 2004; Enkel el. al., 2008).
1.- Deben ser bien tolerados por los tejidos periféricos.
2.- Deben adherirse a la estructura dental.
3.- Deben ser dimensionalmente estables.
4.- Deben ser resistentes a la disolucion.
5.- Deben favorecer la cementogénesis.
6.- Deben ser bactericidas o bacteriostaticos.

7.- No deben ser corrosivos.
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8.- Deben ser electroquimicamente inactivos.

9.- No deben tefiir los dientes ni las estructuras dentarias.

10.- Deben ser facilmente manejables.

11.- Deben permitir un tiempo de trabajo adecuado y un ajuste rapido.

12.- Deben ser radiopacos.

Practicamente todos los materiales de restauracion concebibles han sido utilizados en

algun tiempo como un material de relleno retrogrado (Rhodes, 2006).

La amalgama fue uno de los materiales mas antiguos que se lleg6é a utilizar, sin
embargo ésta presentd importantes desventajas, como un mayor tiempo de fraguado,
dimensionalmente inestable, la corrosion provocaba filtraciones y tefiia los tejidos
blandos (Cohen et. al., 2004; Rhodes, 2006).

Por esta razén, la amalgama se fue sustituyendo por diferentes materiales como el
IRM, el Super EBA y el MTA, siendo este Ultimo el que ha demostrado ser mas

prometedor en la retrobturacion (Cohen et. al., 2004).

2.1 Selladores Endodénticos a base de Silicato de Calcio.

Anteriormente, muchos de los materiales dentales utilizados para apicoformaciones,
pulpotomias y como apoésito radicular estaban compuestos de hidroxido de calcio
[Ca(OH),], pero estudios realizados demostraron que el hidréxido de calcio por contacto
prolongado con la dentina, afecta negativamente a la fuerza y la resistencia a la fractura,
esto trajo muchas desventajas al utilizar estos materiales endodonticamente, por esta
razon los materiales a base de silicato de calcio sustituyeron a los de hidroxido de calcio
como materiales de reparacion de endodoncia debido a su sellado superior, la
biocompatibilidad, y capacidad regenerativa. Sus propiedades antibacterianas se
atribuyen a su liberacion de Ca(OH), en la hidrolisis superficial de los componentes de
silicato de calcio (Allen et. al., 2012).
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Los selladores endodonticos a base de silicato de calcio estan basados en el cemento
Portland, esto quiere decir que todos estos cementos estan compuestos de silicato de
Calcio (C3S+C,S), aluminatos de Calcio (C3A), alumino-ferritos de Calcio (C,AF),
sulfatos de Calcio (CaSQO4-gypsum), juntos con bajas concentraciones de impurezas
metalicas derivadas de minerales naturales usando materiales crudos (Enkel et. al.,
2008).

El uso de los selladores a base de silicato de calcio en la odontologia se popularizo
con la llegada del Agregado de Trioxido Mineral (MTA) en 1993 como material de
relleno del extremo radicular, para la reparacién de perforaciones laterales y aquellas
localizadas en la furca (Ribeiro et. al., 2005; Shahria et. al., 2006).

2.1.1 MTA

El Agregado de Trioxido Mineral (MTA) se introdujo por primera vez por
Torabinejad en 1993 como un material de relleno del extremo radicular en la cirugia
endoddntica (Zmener et. al., 2012).

Este ha sido reconocido como un material bioactivo que es conductor de tejido duro,
tejido inductivo duro, y biocompatible. Su composiciéon quimica es similar a la del
cemento Portland, componiéndose de 53.1% de silicato tricélcico, 22.5% de silicato
dicélcico, 21.6% de 6xido de bismuto, y pequefias proporciones de aluminato tricalcico
y sulfato de calcio. EI MTA se comercializa actualmente en dos formas, gris (GMTA) y
blanco (WMTA) (Ryan et. al., 2010). En contacto con el tejido perirradicular, el MTA
forma un tejido conjuntivo y cemento, causando la aparicion de bajos valores de
inflamacion (Cohen et. al., 2004).

Aunque la utilizacion del MTA tiene como desventajas su dificil manipulacion y su
largo tiempo de fraguado, presenta un cierto numero de ventajas, entre las cuales estan:

1.- Es el menos téxico de los materiales de obturacion.
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2.- Tiene una excelente biocompatibilidad.
3.- Es hidrdfilo.

4.- Es radiopaco.

El MTA se desarrollé y recomendé inicialmente como un material de relleno en el
apice radicular y, posteriormente, se ha utilizado para recubrimiento pulpar, pulpotomia,
apexogénesis, formacion de la barrera apical en dientes con apices abiertos, reparacién
de perforaciones radiculares, y como material de obturacion del conducto radicular
(Torabinejad et. al., 1999).

2.1.2 Biodentine

Actualmente, los materiales basados en silicato de calcio son reconocidos por su
biocompatibilidad y por ser inductores de tejidos mineralizados, sin embargo, sus
propiedades mecanicas no son la ideales y su manipulacién es dificil. El principal
objetivo de los fabricantes, fue desarrollar un material basado en silicato de calcio, con
propiedades superiores a los ya existentes en relacion al tiempo de fraguado,

propiedades mecanicas y manipulacién (Cedillo, 2013).

Biodentine es un nuevo material bioactivo sustituto de dentina que esta compuesto de
silicato tricalcico, carbonato de calcio, 6xido de zirconio en polvo y un liquido a base de
agua que contiene cloruro de calcio como acelerador de fraguado y reductor de agua del
agente (Jingzhil et. al., 2011). Este retne grandes propiedades mecanicas, es de facil
manipulacion y tiene una excelente biocompatibilidad, lo que lo hace un material
indicado tanto para restauraciones, como para procedimientos endodénticos (Cedillo,
2013).

Este nuevo material fue desarrollado inicialmente como un material de restauracion.
Los 2 principales beneficios para Biodentine sobre otros productos son el tiempo de
fraguado reducido y mejores propiedades mecanicas (Pradelle, 2009).
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La formacidon de dentina ha sido demostrada en ratas, exhibiendo una gran cantidad y
calidad de dentina en los recubrimientos pulpares directos. En los casos de las
pulpotomias en cerdos, la biocompatibilidad con la pulpa permite un contacto directo
con fibroblastos. La Biodentine es utilizada como: base cavitaria para composite,
recubrimiento pulpar directo, material reparador endoddntico, perforacion, pulpotomia,

obturacion retrograda y apexificacion (Septodont, 2010).

2.1.3 ERRM Putty

Recientemente se introdujo al mercado un nuevo material para la obturacién
retrograda de la raiz: el EndoSequence Root Repair Materials Putty (Material de
reparacion radicular en masilla) (ERRM Putty; Brasseler, Savannah, GA). Este nuevo
material estd compuesto de silicatos de calcio, fosfato de calcio monobasico, 6xido de
zirconio, 6xido de tantalo y agentes espesantes. Estudios realizados afirman que este
material es biocompatible e hidrofilo. Segun el fabricante el ERRM Putty tiene un pH
alto (Amer et. al., 2010).

2. 2 Biocompatibilidad

Biocompatibilidad de un material dental es un factor importante que debe ser tomado
en consideracion especificamente cuando se utiliza en recubrimiento de la pulpa, la
reparacion de perforacién o como un relleno retrégrado. Durante los procedimientos
antes mencionados, el material est4 en contacto directo con el tejido conectivo y tiene el
potencial para afectar a la viabilidad de las células perirradiculares y pulpares
(Malkondu, 2014).
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Durante los ultimos afios la biocompatibilidad de los materiales dentales se ha
convertido en algo fundamental para la creacion de nuevos materiales de uso dental
(Schamalz et. al., 2009).

En el afio de 1987, la Sociedad Europea de Biomateriales definidé a la
Biocompatibilidad como aquella habilidad de un material de actuar con una adecuada
respuesta al huésped, en una aplicacion especifica (Buenahora et. al., 2007). Este tipo de
material se conoce como biomaterial el cual se refiere a cualquier material no vital
destinado a interactuar con los sistemas bioldgicos, dentro o sobre el cuerpo humano
(Schamalz et. al., 2009).

En los Estados Unidos, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) tenia la
responsabilidad de determinar y evaluar los efectos biolégicos de todos los
medicamentos, materiales y dispositivos utilizados en seres humanos, incluidos los
productos dentales y dispositivos. La FDA también preveia el reconocimiento de las
normas establecidas por las organizaciones privadas, como la ANSI / ADA (Alaina et.
al., 2012).

Pero para que un material dental obtenga el grado de biomaterial es necesaria la

aplicacion de pruebas especificas de biocompatibilidad.

2.2.1 Pruebas de Biocompatibilidad

Las pruebas de biocompatibilidad buscan orientar el desarrollo y produccién de los
materiales dentales, a través de la biotécnica, para que estos guarden equilibrio entre sus
propiedades fisicas para las cuales son desarrollados, las propiedades biologicas y la
relacién con la cavidad oral y los tejidos dentarios. Un material odontolégico podria

ejercer un efecto toxico o un efecto inmunolégico (Humberto et. al., 2006).
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Entre 1982 y 1987 el Council of Dental Materials, Instruments and Equipment of
American Nation Standard Institute/ American Dental Association (ANSI/ADA) aprobd
el documento No. 41, donde se indican las practicas estdndar para la valoracién
bioldgica de los materiales dentales. Reconociendo la necesidad de disponer de métodos
normalizados de prueba y de pruebas secuenciales de los materiales para reducir el
namero que habrian de probarse en la préctica clinica (Cassio et. al., 2006).

1.- Pruebas Iniciales (Ensayo In Vitro e In Vivo)
Citotoxicidad
Hemolisis
Prueba de Ames (Potencial de mutacion)
Prueba de Styles (Transformacion celular)
Toxicidad sistémica via oral
Toxicidad sistémica via peritoneal

Inhalacion aguda

2.- Pruebas secundarias
Basandose en los resultados de las pruebas iniciales, los materiales que resulten

prometedores son sometidos a una 0 mas pruebas en pequefios animales para estudiar
su potencial inflamatorio e inmundgeno.

Irritacion mucosa

Toxicidad dérmica

Implantes subcutaneo

Implantes en hueso

Implante intramuscular

3.- Pruebas de uso
Los materiales que siguen siendo prometedores son sometidos a estas pruebas In

Vivo. Estas pruebas permiten identificar todos los efectos de los materiales dentales
sobre los tejidos en los que se vaya a utilizar.
Irritacion pulpar

Recubrimiento pulpar
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Uso endoddntico

Implante dental

2.3 Respuesta inflamatoria

Tenemos que la respuesta del organismo frente a una sustancia determinada se
expresa por el grado de inflamacion que ésta origina; la inflamacion es el mecanismo de
reaccion del tejido vascularizado frente a una agresion local. Existen distintas vias
inflamatorias, cada una de las cuales se lleva a cabo a través de una secuencia de eventos
bioldgicos. Muchos de los eventos individuales son controlados por citocinas,
quimiocinas u otras moléculas reguladoras pequefias, éstas son esenciales para la
migracion leucocitaria desde la circulacion hasta sitios de inflamacion, que en este

contexto se llaman mediadores inflamatorios (Snyderman et. al., 1981).

Cualquier célula que participa en las reacciones inflamatorias se puede llamar célula
inflamatoria. Por tanto, el término es aplicable a mdltiples tipos diferentes de células.
Algunas residen por periodos prolongados en tejidos normales como las células cebadas
y macrofagos; otras células circundantes que penetran a los tejidos sélo durante el
transcurso de una respuesta inflamatoria como son los linfocitos, neutrofilos, eosindfilos,
basofilos y plaquetas. Tres clases de células inflamatorias, neutrdfilos, macréfagos y
linfocitos son las principales células efectoras de la mayor parte de las reacciones
inflamatorias o inmunitarias agudas. Por ello, es importante el uso de materiales
obturadores poco toxicos y por el contrario, estimuladores de la reparacion ya combatida

la infeccidn, para evitar asi irritaciones quimicas persistentes (Snyderman et. al., 1981).
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2.4. Técnicas Histologicas

Se denomina técnica histolégica al conjunto de procedimientos aplicados a un
material bioldgico, con la finalidad de prepararlo y conferirle las condiciones éptimas
para poder observar, examinar y analizar sus componentes morfol6gicos a través de los

microscopios fotonicos y electrénicos (Montalvo, 2010).

Existen dos formas de llevar a cabo la técnica histoldgica, ya sea por:
- Procedimientos inmediatos o vitales, en donde
- Procedimientos mediatos o post-vitales, el cual tiene por finalidad preparar
células, y organos precedentes de seres en donde los procesos vitales se han
detenido y es necesario conservar la estructura que tenian en vida. Para lograr esto
es necesario realizar los siguientes pasos:
1.- Toma de muestra
2.- Fijacion
3.- Inclusion
4.- Microtomia
5.- Coloracion o tincion

6.- Montaje

2.4.1 Tincidn

El procedimiento de coloracion o tincion consiste en que una estructura celular o
tisular adquiere especificamente un color bajo la accion de una sustancia colorante. Se
considera que una estructura se ha coloreado o tefiido cuando al ser lavada con el liquido

que disuelve al colorante, no se decolora (Montalvo, 2010).

Se denomina sustancia colorante a aquella que puede transferir su color a otro
cuerpo. Existen diferentes técnicas y sustancias para llevar a cabo la tincion de los

tejidos de muestra, entre las mas conocidas estan Hematoxilina y Eosina, Azul de
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Metileno, la Tionina, la Fuscina entre otros, los cuales algunas se basan en la

combinacidn de sustancias acidas y basicas.

2.4.1.1 Hematoxilina y Eosina

La coloracion de Hematoxilina y Eosina se considera como la técnica de tincion de
uso mas frecuente en el estudio de células y tejidos a través del microscopio fotonico. El
método supone la aplicacion de la tincion de hematoxilina, que por ser catidnica o
bésica, tifie estructuras acidas (basofilas) en tonos azules y purpura, como por ejemplo
los nucleos celulares; y el uso de la Eosina que tifie componentes basicos (acidofilas) en
tonos de color rosa, gracias a su naturaleza anionica o acida, como el citoplasma. Como
resultado se tefiiran de azul el nucled celular y de rosa el citoplasma, la musculatura, los

glébulos rojos y la fibrina (Montalvo, 2010).

2.4.1.2 Tricromico de Masson

Al igual que otras tinciones tricrémicas, es una técnica de coloracion especial que
permite visualizar claramente las fibras de colageno tipo | que forman fibras gruesas o
haces, disefiados para dar resistencia; también evidencia, aunque en menor intensidad,
las fibras reticulares. Se emplea tres colorantes para diferenciar el nucleo celular, el

citoplasma y las fibras de colageno.

Primeramente, se tifien las secciones con un tinte acido tal como la Escarlata de
Biebrich. Todos los tintes acidofilos del tejido tales como el citoplasma, el masculo y el
coladgeno se uniran a los tintes &cidos. Las secciones entonces se tratan con acido

fosfotungstico y/o fosfomolibdico.
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Ya que el citoplasma es mucho menos permeable que el colageno, los &cidos
fofotpangsticos y fosfomolibdicos permiten que la Escarlata de Biebrich difunda del
colageno pero no del citoplasma. Los acidos fofotpungsticos y fosfomolibdicos tienen
numerosos grupos acidos que probablemente actien como medio de union entre el
coldgeno y el azul de Alanina. Como resultado se obtendra que las fibras de colageno se
teflirdn de de azul y de color rojo la queratina, los globulos rojos y el tejido muscular
(Montalvo, 2010).
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3. MARCO DE REFERENCIA

Muchos investigadores han demostrado que la calidad y la cantidad de union de las
celulas a los materiales retrollenado podrian ser utilizado como un criterio para la

evaluacion de la biocompatibilidad de los materiales.

Varios autores han informado de la propensién de MTA para liberar Ca y su
capacidad para formar hidroxiapatita, llegando a la conclusién de que la actividad de la
capacidad de sellado y la biocompatibilidad del MTA se atribuye a las reacciones

fisicoquimicas que éste presenta (Shahriar et. al., 2006; Sarkar et. al., 2005).

Investigaciones han demostrado que el MTA ademés de ser biocompatible, no es
mutagénico, genotoxico ni carcinogénico (Riberio, 2006). Ademas, como su
biocompatibilidad asi como los resultados clinicos favorables han resultado en que
siendo el material de eleccion para las  aplicaciones  clinicas
como recubrimiento pulpar y la obturacién del extremo radicular (Torabinejad y
Parirokh 2010).

Nair et. al. en el 2008, estudiaron los beneficios del MTA como material de
recubrimiento pulpar y confirmé que se han presentado resultados interesantes
preliminares en seres humanos, destacando que esto se logré en base con los resultados
de su estudio clinico aleatorio en varios modelos animales tales como monos, perros,

ratas y ratones.
En un estudio realizado por Hong et al. demostraron que la amalgama conlleva a una

inflamacion severa y resorcion ésea en comparacion con el MTA cuando se utilizan para

la reparacion de la perforacion (Amer et. al., 2010).
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En otros estudios realizados, Christopher et. al. en 1996, compararon la reaccién de
los tejidos periapicales en el extremo de la raiz en perros, en donde se utiliz6 amalgama
y MTA, este estudio revelo que la respuesta inflamatoria alrededor de la amalgama es
mas grave que alrededor del MTA. Otro estudio llevado a cabo por Torabinejad et. al. en
1997, demostrd que en comparacion a la amalgama, el MTA como material de rellenado
en los incisivos de monos produce menos inflamacion.

En un estudio realizado por Parirokh y cols. compararon las reacciones inflamatorias
del uso del MTA gris, MTA blanco y del CEM, esto en tejidos subcutaneos, en donde
encontraron que el MTA gris produjo después de 30 dias una inflamacion
significativamente menor en comparacion con el CEM y el MTA blanco (Parirokh et.
al., 2011).

La citotoxicidad del ERRM y del MTA fueron evaluados en un estudio realizado por
Jingzhi et. al. en el 2011, en donde se llegd a la conclusion de que ERRM se muestra
similar en la biocompatibilidad in vitro que el MTA, sin embargo los investigadores dan
la recomendacién de que pruebas como implantacion subcutanea y genotoxicidad son
necesarias para establecer un punto de vista mas general sobre la aplicacién clinica de

estos materiales (Ryan et. al., 2010; Safavi et. al., 1988).

En la investigacion realizada por Amer et. al. en el 2001, se midid la citotoxicidad del
ERRM y del MTA cuando los materiales estuvieran totalmente mezclados y fraguados,
y se pudo observar que el ERRM tiene una citotoxicidad similar a MTA en ambas
situaciones.

Segun los resultados del estudio realizado por Hausen en el 2011, demuestra que
todos los materiales que se basa en MTA mostraron una citotoxicidad baja e indujeron
un bajo nivel de liberacion de citocinas. Por lo tanto, EndoSequence Root Repair
Material y todos los materiales a base de MTA pueden ser clasificados como materiales

dentales biocompatibles y su utilizacién clinica recomendada (Hausen, 2011).
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Por el contrario, en el estudio realizado por Ciasca y cols., en donde compararon las
citotoxicidad del MTA y del ERRM, esto en osteoblastos humanos. En donde
demostraron que el ERRM y el MTA mostraban niveles minimos de citotoxicidad,
siendo el ERRM ligeramente mas citotoxico aunque esto no estadisticamente
significativo. Por lo tanto se concluyé que el ERRM y el MTA demuestran similar
citotoxicidad (Ciasca, 2011). Asi como en el estudio realizado por Galsterer en el 2011,
en donde también se demostré que el ERRM y el MTA presentan similar citotoxicidad
(Galsterer, 2011).

En cuanto a Biodentine son pocos los estudios realizados en donde se evalle la
biocompatibilidad de este nuevo material, de acuerdo a la casa comercial Septodont de
Biodentine, éste presenta menor irritacion cutanea, esto comprobado en conejos; asi

como menos toxicidad, esto comprobado en fibroblastos de humanos (Septodont, 2010).

El estudio clinico realizado por Laurent et al. muestra que el uso del Biodentine como
recubrimiento pulpar directo, puede inducir el desarrollo de dentina reparadora (primer
signo de formacion de barrera mineralizada), y de esta manera conservar la vitalidad de
la pulpa dental (Laurent, 2008). En otro estudio los autores concluyeron que este
cemento es capaz de estimular la mineralizacién, de esta manera sus efectos son
equiparables con los del cemento, ademas de presentar una gran biocompatibilidad con

los tejidos circundantes (Zanini, 2012).

Biodentine ha demostrado ser biocompatible, pues no induce dafio a las células
pulpares, y ademdas es capaz de estimular la formacion de dentina reparadora. La
formacion de tejido duro ha sido relatada como consecuencia posterior a tratamientos
pulpares, realizados con este cemento (Boukpessi, 2009). Este material usado como
recubrimiento, ofrece mas beneficios cuando es comparado con el cemento a base de
Ca(OH)2 Cuenta con propiedades de dureza, baja solubilidad y produce un fuerte
sellado. Supera las principales desventajas del Ca(OH)? como: falta de unién a la dentina

y resina, solubilidad del cemento, y la microfiltracion (Pradelle, 2009).
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Aunque la informacién acumulada hasta ahora con respecto a la biocompatibilidad de
Biodentine es bastante limitado, los datos disponibles en general esta a favor del
material en términos de su falta de citotoxicidad y la aceptabilidad del tejido (Malkondu,
2014).

En la investigacion realizada por Garrido et. al. en el 2014, se estudi6 la
biocompatibilidad de diferentes cementos utilizados para la obturacion retrograda esto
en tejido conectivo de ratas, como resultados de este estudio se pudo observar que el
tejido conectivo se inflam6 moderadamente a los 7 dias de estar en contacto con
Biodentine; sin embargo, a los 14 y 30 dias, el proceso inflamatorio era leve o no
significativo (Garrido, 2014).
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5. HIPOTESIS

Los nuevos cementos selladores Biodentine y ERRM Putty,
biocompatibilidad que el cemento sellador a base de MTA.

tienen

igual
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6. OBJETIVO

6.1 Objetivo general

Evaluar la biocompatibilidad de los nuevos cementos de sellado apical.

6.2 Objetivos especificos

- Analizar la presencia de citocinas proinflamatorias en respuesta a Biodentine, ERRM
Putty y MTA.
- Determinar la reaccion inflamatoria presente en Biodentine, ERRM Putty y MTA.

- Contrastar los resultados obtenidos.
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7. MATERIALES Y METODOS.

Se tomaron muestras de la piel dorsal de 16 ratones de la especie Mus Musculus los
cuales de contaban con 8 semanas de nacidos, los cuales fueron divididos en dos grupos

para evaluar la biocompatibilidad presentada a las 24 horas y a los 7 dias.

Para poder ser incluidos en este estudio los ratones debieron cumplir con los
requisitos que rige la NOM-062-Z00-1999, la cual sefiala técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio. Se excluyeron aguellos ratones que ya
fueron utilizados en otras pruebas experimentales, asi como fueron eliminados aquellos
ratones que por un mal manejo de los cementos o la realizacion de una mala puncién

tuvieron que ser sacrificados.

7.1 Descripcion del Procedimiento.

7.1.1 Inoculacion de los cementos

Cada ratén por separado fue colocado en un frasco de vidrio junto con una gasa

impregnada de éter para lograr la anestesia parcial de dicho ratén (figura 1).

Figura 1. Anestesia del raton por medio de Eter.
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Una vez que el raton estuviera anestesiado se procedié a la inoculacion de los
cementos en cada raton, siendo conformado cada uno de los cuatro grupos por 4 ratones,
1 grupo control de agua destilada y 3 grupos experimentales de MTA, Biodentine,
ERRM Putty los cuales fueron preparados de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Los cementos fueron diluidos en agua destilada para facilitar su colocacion dentro del
tejido de la parte dorsal de cada raton (figura 2).

Figura 2. Inoculacion del cemento.

Habiendo realizado la inoculacion de cada cemento se coloco un punto de color sobre
la piel donde fue realizada la puncion, para poder ser localizada el area con mas
facilidad cuando se llevé a cabo la toma de muestra (figuras 3).

Figura 3. Pigmentacion del sitio de la puncion.
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7.1.2 Toma de muestras

Antes de llevar a cabo la toma de muestra se procedio a rasurar la parte dorsal, la cual

habia sido previamente marcada con un plumén (figura 4).

Figura 4. Eliminacion del vello

A las 24 horas y 7 dias de haber realizado la inoculacion de los cementos se
sacrificaron a dos ratones de cada grupo, esto se realizé6 mediante la dislocacion cervical

de cada uno de ellos (figura 5).

Figura 5. Dislocacion cervical

Para llevar a cabo la toma de la muestra se corto la zona en donde se realizé la

inoculacién del cemento (figura 6).
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Figura 6. Recoleccion de muestra.

Después de haber sido recolectada cada muestra fue colocada en un frasco de vidrio
el cual contenia en formalina al 10% para ser fijadas (figura 7).

Figura 7. Muestras colocadas en formalina al 10%.

7.1.3 Técnica Histoldgica de Parafina

Después de que las muestras fueron fijadas con formalina al 10% vy
desmineralizadas, se comenz0 el proceso de inclusion este paso tiene como finalidad
rodear las muestras en un material suficientemente rigido para poder ser cortadas,
como medio de inclusion se uso la parafina. Pero debido a que la parafina no es
miscible en agua, se llevd a cabo el proceso llamado deshidratacion, en donde se
emplean alcoholes de menor a mayor concentracion esto es; se colocaron las muestras
en alcohol al 50% hasta llegar al 100%, las muestras se deben dejar durante una hora
en cada concentracion de alcohol y al llegar al 100% se coloca dos veces en el

mismo.
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Sin embargo, el alcohol tampoco es miscible en parafina y para ello se realizé el
proceso de aclaracién, en donde se colocaron las muestras en alcohol + xilol (250 ml.
de alcohol con 250 ml. de xilol) durante una hora, después se coloca en xilol tres

veces. Todo esto se llevo a cabo en frascos de vidrio.

Ya que estén aclaradas se realiz6 la infiltracion del medio de inclusion por toda la
muestra; para ello se utilizé el horno del Laboratorio de Morfologia de la Facultad de
Odontologia, UANL (figura 8), el horno se mantuvo a 60° para que la parafina

llegara a su punto de fusion, esto sucede aproximadamente después de 6 horas.

Figura 8. Horno.

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

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

cemento inoculado (figura 9).
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Figura 9. Corte de muestra.

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

fueron introducidas al horno durante 1 hora (figura 10).

Figura 10. Colocacion de las
muestras en el horno.

Ya transcurrido el tiempo de espera, se sacaron del horno las muestras una por una,
para llevar a cabo la orientacion de las mismas (figura 11), esto con la ayuda de pinzas
de curacién ya que las muestras deberian quedar paralelas una al lado de la otra hasta

que la parafina se solidificara a temperatura ambiente (figura 12).

Figura 11. Acomodo de las muestras.
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Figura 12. Solidificacion
de la Parafina.

7.1.4 Obtencion de los cortes

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

Después se precedio a realizar los cortes de cada muestra utilizando el micrétomo
rotatorio de la marca Microm modelo HM340E, el cual fue facilitado por el
Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina, UANL (figura 13).

Figura 13. Micr6tomo HM340E.
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En donde mediante una navaja se fueron realizando cortes de 6 micras (figura 14), las
cuales una vez que fueron obtenidas se colocaron en un bafio de agua destilada a 40°

para estirar los cortes (figura 15), esto con la ayuda de un pincel y pinzas delgadas.

Figura 15. Colocacion de cortes en agua
destilada a 40°.

El corte obtenido se recoge del agua con el portaobjeto previamente identificado con
el nimero de muestra (figura 16), en donde se deja secar para después llevar a cabo las

tinciones histoldgicas necesarias.

Figura 16. Colocacion del corte en
el portaobjeto.

40



7.1.5 Tincion del corte histologico

7.1.5.1 Hematoxilina y Eosina

Para llevar a cabo este procedimiento, cada sustancia a utilizar fue colocada en un

recipiente de vidrio previamente identificado (figura 17).

Figura 17. Recipientes para llevar a
cabo las tinciones.

Los portaobjetos se colocaron en una gradilla de vidrio la cual se fue introduciendo
en cada uno de las diferentes sustancias, de acuerdo al siguiente orden:

- Xilol durante 5 minutos.

- Xilol durante 5 minutos.

- Alcohol al 100% durante 3 minutos.

- Alcohol al 70% durante 3 minutos.

- Alcohol al 50 % durante 3 minutos.

- Hematoxilina durante 5 minutos (figura 18).
- Enjuague con agua hasta que salga limpia.

- Eosina durante 3 minutos (figura 19).

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

- Alcohol al 100% durante un minuto.

- Alcohol al 100% durante un minuto.
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- Alcohol-Xilol durante 5 minutos.
- Xilol durante 5 minutos.

- Xilol hasta que las muestras se monten.

Figura 18. Colocacion de las
muestras en Hematoxilina.

Ny .

Figura 19. Colocacion de las
muestras en Eosina.

7.1.5.2 Tricromico de Masson

Como ya se menciond anteriormente para llevar a cabo este procedimiento, cada

sustancia a utilizar fue colocada en un recipiente de vidrio previamente identificado y los

portaobjetos se colocaron en una gradilla de vidrio la cual se fue introduciendo en cada

uno de las diferentes sustancias, de acuerdo al siguiente orden:

- Xilol durante 5 minutos (2 veces).

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

Bouin 1 hora a temperatura ambiente.

Agua corriente, hasta quitar el exceso de tincién amarilla.

Agua destilada, realizar tres cambios.
Hematoxilina de Weigert durante 10 minutos.
Agua corriente durante 10 minutos.

Agua destilada, realizar tres cambios.
Escarlata de Biebrich durante 5 minutos.

Agua destilada, realizar dos cambios.

Acido fosfottingstico-fosfomolibdico durante 15 minutos.

Agua destilada, realizar tres cambios.
Azul de Alanina durante 6 minutos.
Agua destilada, realizar tres cambios.
Acido acético glacial 1% durante 3 minutos.
Agua destilada durante 5 minutos.
Alcohol a 70% durante 3 minutos.
Alcohol al 96% durante 3 minutos.
Alcohol al 96% durante 3 minutos.
Alcohol al 100% durante 3 minutos.
Alcohol al 100% durante 3 minutos.
Alcohol-Xilol durante 3 minutos.
Xilol durante 3 minutos.

Xilol hasta que las muestras se monten.

43



7.1.6 Montaje de los cortes

Los portaobjetos se retiraron del xilol y se colocaron dos gotas de resina sintética en
cada uno (figura 20) para después situar el cubreobjetos sobre el corte (figura 21), una
vez que el cubreobjetos estuviera bien situado se retiraron los excesos de resina y se
dejaron secar durante 24 horas (figura 22), para poder ser observados en el microscopio
electronico y llevar a cabo la evaluacién de las reacciones inflamatorias (Cuadro 1).

Figura 20. Colocacion de la resina sintética.

Figura 21. Colocacion del cubreobjeto.

Figura 22. Muestras tefiidas listas.
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Cuadro 1.
“Categorias de las Reacciones Inflamatorias”

Grado | Sin filtrado inflamatorio

Grado Il Leve filtracion de células inflamatorias y ondulados
depositos de fibra de colageno y fibrosis.

Grado Il1 Densa filtracion de células inflamatorias, &reas

limitadas de edema tisular y congestion vascular.
Grado IV Filtracion muy densa de células inflamatorias agudas
y cronicas, areas edematosas generalizadas y
congestion vascular junto con depdsitos de fibrina.

Cuadro 1. Evaluacidn de las reacciones inflamatorias de acuerdo a los
criterios de Robbins y Cox (Cox et. al., 1996; Robbins et. al., 1991).

7.1.7 Técnica Inmunocitoquimica

La Técnica de Inmunocitoquimica se realiz6 de la siguiente manera:

1. Los portaobjetos se colocaron en el horno a 70° aproximadamente durante 5
minutos, hasta que se disolviera la parafina.

2. Se desparafiniza con xilol durante 15 minutos 2 veces.

3. Se coloca en alcohol + xilol (250 ml. de alcohol méas 250 ml. de xilol) durante 5
minutos.

4. Hidratar con alcoholes de grado decreciente.

- Alcohol al 100% durante 5 minutos.
- Alcohol al 90% durante 5 minutos.
- Alcohol al 70% durante 5 minutos.
- Alcohol al 50% durante 5 minutos.

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

6. Colocar en alcohol al 50% durante 5 minutos.

7. Lavar con solucién Buffer PBS sin triton pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.
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e Para 2 litros de H,0;
- Fosfato de Sodio Dibéasico (Na;HPO,): 43.6 gr.
- Fosfato de Sodio Monobésico (NaH,PO4H,0): 12.8 gr.
8. Lavar con solucion Buffer PBS con tritdn pH 7.2 - 7.4 durante 10 minutos.
e Para 2 litros de H,0,
- Fosfato de Sodio Dibéasico (Na;HPO,): 43.6 gr.
- Fosfato de Sodio Monobasico (NaH,PO4H,0): 12.8 gr.
- Triton X-100: 2 ml.
9. Lavar con solucion Buffer PBS sin triton pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.

10. Colocar pap-pen sobre la laminilla alrededor del corte histoldgico. (figura 23)

Figura 23. Colocacion del pap-pen

11. Incubacion de los primeros anticuerpos
e Anti-IL 1 beta antibody ab9722, .500 mg/ml. polvo rabbit
polyclonal to IL 1 beta
e Anti-TNF alpha antibody ab6671, 1.000 mg/ml. liquid rabbit
polyclonal to TNF alpha.

11.1 Disolucién 1:600, se colocaron 1600 pl. de Buffer PBS con tritdn en cada
de los tres tubos Eppendorf y después se colocé cada anticuerpo por
separado.

- 10 pl. de IL-1beta (se llevo se preparacion de los 100 pgr. Con 200
pl. de Buffer PBS sin triton)

- 3.5 ul. de IL-1beta 2

- 3.5 pl. de TNF-alpha
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11.2 Se utilizaron un total de 24 laminillas, por lo cual fueron 8 laminillas por
cada anticuerpo, en cada laminilla se colocd 160 pl. del anticuerpo
utilizado. (figura 24) y se dejo incubando por 24 horas a temperatura

ambiente.

Figura 24. Colocacion del primer anticuerpo

12. Lavar por separado las laminillas de cada anticuerpo en solucién Buffer PBS con
triton pH 7.2-7.4 durante 15 minutos.
13. Incubacion del segundo anticuerpo.
e Goat F(ab’)? Polyclonal secondary antibody to rabbit 1gG (Fab")?
(HRP) pre-adsorbed ab6112, 1.000 mg/ml, liquido marca Abcam, se
prepard con 5 ml. de Buffer PBS sin triton en combinacion con 15
ul. del anticuerpo.
13.1 Se coloc6 160 pl. del segundo anticuerpo en cada laminilla (total 24) y se
dejo incubar por 2 horas a temperatura ambiente.
14. Lavar por separado las laminillas de cada anticuerpo en solucién Buffer PBS sin
triton pH 7.2-7.4 durante 15 minutos.
15. Aplicacion del DAB al 0.05% + H,0; al 0.04%
- 5mg. DAB
- 13 ul. H,0,
- 10 ml. Buffer sin triton
15.1 Aplicar 166 pl. en cada laminilla.
15.2 Dejarlo durante 40 a 50 segundos.
16. Lavar con Buffer PBS sin triton pH 7.2-7.4 durante 5 minutos.
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17. Deshidratar con alcoholes de menor a mayor concentracion.
a. OH 50% durante 5 minutos.
b. OH 60% durante 5 minutos.
c. OH 70% durante 5 minutos.
d. OH 100% durante 5 minutos.
18. Se coloca en alcohol + xilol (250 ml. de alcohol + 250 ml. de xilol) durante 5
minutos.
19. Aclarar con xilol durante 15 minutos 2 veces.

20. Montaje con resina sintética y cubreobjetos.

Una vez que estuvieron listas las muestras se observaron bajo el microscopio fotonico
para analizar la presencia de células inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias IL-
1 beta y TNF-alfa.
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8. RESULTADOS

8.1 Hematoxilina y Eosina; Tricromico de Masson.

Cemento Tiempo Hematoxilinay Eosina | Tricromico de Masson
MTA 24 horas Grado | Grado |
7 dias Grado Il Grado Il
Biodentine 24 horas Grado Il Grado Il
7 dias Grado | Grado |
ERRM 24 horas Grado Il Grado Il
7 dias Grado | Grado |

Grado |

Sin filtrado inflamatorio

Grado Il Leve filtracion de células inflamatorias y ondulados
depositos de fibra de colageno y fibrosis.

Grado I11 Densa filtracion de células inflamatorias, areas
limitadas de edema tisular y congestion vascular.

Grado 1V Filtracion muy densa de células inflamatorias agudas

y cronicas, areas edematosas generalizadas y
congestion vascular junto con depositos de fibrina.

Cuadro 1. Evaluacién de las reacciones inflamatorias de acuerdo a los
criterios de Robbins y Cox (Cox et. al., 1996; Robbins et. al., 1991).




Tiempo de toma de muestra

Reaccién inflamatoria presente

24 Horas

Grado I: Sin filtrado inflamatorio

7 Dias

Grado II: Leve filtrado

inflamatorio

Tricromico de Masson

Se puede observar que no hay presencia de filtrado inflamatorio presente
asi como la ausencia de células inflamatorias.
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H&E Tricromico de Masson

Se puede observar una leve presencia de acimulos de células inflamatorias.

Tabla No. 3

“Presencia de reaccion inflamatoria del Biodentine”

Tiempo de toma de muestra | Reaccion inflamatoria presente

24 Horas Grado II: Leve filtrado
inflamatorio
7 Dias Grado I: Sin filtrado inflamatorio
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Figura No. 3
“Presencia de reaccion inflamatoria de Biodentine

a las 24 horas”

Tricromico de Masson

Se puede observar una leve presencia de acumulos de células
inflamatorias.

Figura No. 4
“Presencia de reaccion inflamatoria de Biodentine

a los 7 dias”

Tricromico de Masson

Se puede observar que no hay presencia de filtrado inflamatorio presente
asi como la ausencia de células inflamatorias.
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Tabla No. 4

“Presencia de reaccion inflamatoria del ERRM Putty”

Tiempo de toma de muestra | Reaccion inflamatoria presente
24 Horas Grado II: Leve filtrado
inflamatorio
7 Dias Grado I: Sin filtrado inflamatorio
Figura No. 5

“Presencia de reaccion inflamatoria de ERRM Putty

a las 24 horas”

Tricromico de Masson

Se puede observar una leve presencia de acimulos de células inflamatorias.
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H&E Tricromico de Masson

Se puede observar que no hay presencia de filtrado inflamatorio presente asi
como la ausencia de células inflamatorias.
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8.2 Inmunocitoquimica

Cemento Tiempo IL — 1 beta TNF - alfa
MTA 24 horas Positivo Positivo
7 dias Positivo Positivo
Biodentine 24 horas Positivo Positivo
7 dias Positivo Positivo
ERRM 24 horas Positivo Positivo
7 dias Positivo Positivo
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IL — 1 beta TNF - alfa

Contraste Hematoxilina Contraste Hematoxilina

e

\ L e ¥ 2 - "2‘

Se puede observar en la imagen de contraste con Hematoxilina la presencia de
células inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias IL-1 beta y TNF-alfa.
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IL — 1 beta TNF - alfa

Contraste Hematoxilina Contraste Hematoxilina

Se puede observar en la imagen de contraste con Hematoxilina la presencia de células
inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias IL-1 beta y TNF-alfa.
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Figura No. 7

“Presencia de células inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias IL-1 beta y TNF-alfa de

Biodentine a las 24 horas”

IL — 1 beta TNF - alfa

Contraste Hematoxilina Contraste Hematoxilina

Se puede observar en la imagen de contraste con Hematoxilina la presencia de células
inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias IL-1 beta y TNF-alfa.
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IL — 1 beta TNF - alfa

Contraste Hematoxilina Contraste Hematoxilina

Se puede observar en la imagen de contraste con Hematoxilina la presencia de células
inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias IL-1 beta y TNF-alfa.
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TNF —alfa

Contraste Hematoxilina Contraste Hematoxilina

Se puede observar en la imagen de contraste con Hematoxilina la presencia de células
inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias IL-1 beta y TNF-alfa.
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IL — 1 beta TNF - alfa

Contraste Hematoxilina Contraste Hematoxilina

Se puede observar en la imagen de contraste con Hematoxilina la presencia de células
inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias IL-1 beta y TNF-alfa.
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8.3 Andlisis Estadistico

Para llevar a cabo el analisis estadistico se realiz6 un conteo morfométrico, en donde se
seleccionaron 5 laminillas de inmunocitoquimica de cada uno de los cementos utilizados
y se les realiz6 un contraste con la tincion de Hematoxilina y asi poder distinguir las
células positivas a las citocinas proinflamatorias utilizadas. Se observé al microscopio 2
cortes por cada laminilla y en cada uno de los cortes se observaron 5 campos, dando
como total 10 campos por laminilla y 50 campos por cada cemento, sacando el promedio
de células inmunoreactivas positivas a las citocinas proinflamatorias IL-1 beta y TNF-
alfa.

Se utilizo la prueba estadistica T de Student para obtener los valores de P. (P=0.5)

8.3.1 Analisis de la presencia de IL-1 beta

VALORES DE “P”

BIO vs SUERO 24 0.13531
BIO vs SUERO 7 0.52358
ERRM vs SUERO 24 0.18954
ERRM vs SUERO 7 0.80184
MTA vs SUERO 24 0.09399
MTA vs SUERO 7 0.66732

Valores de P obtenidos al comparar cada cemento
con el grupo control a las 24 horas y 7 dias, en
donde se puede observar que no hay diferencia
estadistica entre cada uno de ellos. (P=0.5)
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BIO 24 vs 7 0.26884
ERRM 24 vs 7 0.06286
MTA 24 vs 7 0.13916
SUERO 24 vs 7 0.82783

Valores de P obtenidos al comparar cada cemento a
las 24 horas y 7 dias, en donde se puede observar
gue no hay diferencia estadistica entre cada uno de
los grupos. (P=0.5)

0.5
0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

Promedio de células inmunoreactivas para la citocina IL-1 beta

0.475

0.425
0.275
I I I )
7 DIAS
[0}

24 HORAS 7 DIAS 24 HORAS 7 DIAS 24 HORAS 7 DIAS 24 HORAS

BIODENTINE ERRM MTA Suer

Se puede observar el promedio de células inmunoreactivas positivas a la citocina IL-1 beta,
presente en cada uno de los cementos a las 24 horas y 7 dias de haber realizado la
inoculacién de los mismos.
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8.3.2 Andlisis de la presencia de TNF-alfa

VALORES DE “P”

BIO vs SUERO 24 0.21354
BIO vs SUERO 7 0.84038
ERRM vs SUERO 24 0.15594
ERRM vs SUERO 7 0.67998
MTA vs SUERO 24 0.33753
MTA vs SUERO 7 0.32632

Valores de P obtenidos al comparar cada cemento con el
grupo control a las 24 horas y 7 dias, en donde se puede
observar que no hay diferencia estadistica entre cada uno de

ellos. (P=0.5)
VALORES DE “P”
BIO 24 vs 7 0.36269
ERRM 24 vs 7 0.09692
MTA 24 vs 7 0.138
SUERO 24 vs 7 0.8445

Valores de P obtenidos al comparar cada cemento a
las 24 horas y 7 dias, en donde se puede observar
que no hay diferencia estadistica entre cada uno de
los grupos. (P=0.5)
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0.5
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Se puede observar el promedio de células inmunoreactivas positivas a la citocina IL-1 beta,
presente en cada uno de los cementos a las 24 horas y 7 dias de haber realizado la
inoculacion de los mismos.
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9. DISCUSION

En la presente investigacion se tomaron muestras de la piel dorsal de 16 ratones de la
especie Mus Musculus, para evaluar la biocompatibilidad presentada a las 24 horas y a
los 7 dias de tres diferentes cementos utilizados en la obturacion retrograda cuando se

realiza una cirugia apical.

En los resultados obtenidos en este estudio, se pudo observar que el MTA no
presentd algun tipo de filtrado inflamatorio en las muestras obtenidas a las 24 horas,
pero si hubo presencia de células inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias IL-1
beta y TNF-alfa, esto no concordando con lo mencionado por Christopher et. al. en
1996, Ribeiro en el 2006, Torabinejad y Parirokh en el 2010, en donde concluyen que el
MTA presenta una gran biocompatibilidad al ser comparado con otros materiales
dentales como lo son la amalgama y el IRM, ya que el MTA en dicha investigacion no
present6 filtrado inflamatorio al ser estudiado histolégicamente en dientes extraidos de

perros.

Por lo contrario al observar las muestras obtenidas a los 7 dias de la inoculacion de
los cementos se observd una leve presencia de células inflamatorias y ondulados
depdsitos de fibra de colageno, asi como de células inmunoreactivas a las citocinas
proinflamatorias IL-1 beta y TNF-alfa. Concordando con lo encontrado en el estudio de
Moretton et. al. en el 2005, donde mencionaron que el MTA gris produce
significativamente méas inflamacién a los 7 dias en comparacién con el EBA, esto al
realizar pruebas de biocompatibilidad insertando tubos de polietileno dentro del tejido

subcutaneo de ratas.

Otro estudio realizado por Laliz et. al., en el 2099 inform6 la presencia de necrosis
tisular y la formacion de células gigantes alrededor del MTA esto al ser evaluados a los
7y 14 dias después de la implantacion del cemento. Segun Gomes-Filho et. al. en el
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2009, el MTA produce una respuesta inflamatoria de moderada a severa cuando es

colocado subcutdneamente, la cual disminuye a intervalos de tiempo mas largos.

Dentro de los resultados obtenidos de Biodentine, en las muestras obtenidas a las 24
horas se observd una leve presencia de células inflamatorias y ondulados depdsitos de
fibra de colageno, asi de células inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias IL-1
beta y TNF-alfa, por lo contario en las muestras a los 7 dias no se observo presencia de
células inflamatorias, pero la presencia de células inmunoreactivas a los citocinas
proinflamatorias investigadas fue positiva, esto no concordando con lo publicado por
Garrido y cols. en el 2014 ya que en su estudio el tejido subcutaneo de las ratas en donde
se realizo6 dicha investigacion, reportd la presencia de una inflamacion moderada a los 7
dias después de haber estado en contacto con Biodentine, esto puede deberse a que en
dicho estudio se utiliz6 como metodologia la implantacion de tubos de polietileno los
cuales contenian el material, siendo diferente a la investigacion presentada ya que en

este caso los cementos fueron inoculados directamente a la piel de los ratones.

Biodentine no ha sido ampliamente estudiado en cuanto a la biocompatiblidad que
este pudiera presentar, ya que en la literatura se pudo encontrar mas articulos que hablan
acerca de su citotoxicidad, en donde autores como Laurent et. al., Zanini et. al. ambos en
el 2012, Malkondu en el 2014, Boukpessi en el 2009, entre otros han mencionado que
Biodentine presenta baja citotoxicidad, esto al ser investigado utilizando fibroblastos

gingivales.

Al estudiar la biocompatibilidad presentada por ERRM este present6 un leve filtrado
de células inflamatorias en las muestras adquiridas a las 24 horas, asi como la presencia
de celulas inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias IL-1 beta y TNF-alfa, por lo
contario en las muestras obtenidas a los 7 dias no se observé presencia de células

inflamatorias.

En cuanto a la revision de articulos del Endosequence Root Repair Material (ERRM)

se pudo encontrar el mismo caso presentado por Biodentine, ya que solo existen
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investigaciones basadas en la citotoxicidad que presenta en donde investigadores como
Jingzhi et. al., Ciasca et. al. ambos en el 2011, Amer en el 2010 y Galsterer en el 2011,
mencionan que la citotoxicidad que muestra es baja y similar a la presentada por el
MTA. Por tal motivo autores como Ryan y Safavi en el 2010, recomiendan realizar
pruebas de biocompatibilidad como la implantacién subcutanea de dicho material, por
tal motivo esta investigacion presenta una gran aportacion a la Endodoncia en cuanto a

la biocompatibilidad presentada por el ERRM.
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10. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones experimentales del presente estudio y de acuerdo a la

metodologia utilizada, podemos concluir que:

Tanto Biodentine como el ERRM presentan una buena biocompatibilidad, ya que
presentaron un leve filtrado inflamatorio mostrado a las 24 horas el cual
desaparecio al ser comprado con las muestras obtenidas a los 7 dias, con esto
podemos corroborar que al paso del tiempo ambos cementos no ocasionan alguna
reaccion inflamatoria persistente.

Al contrario el MTA a pesar de no haber presentado un filtrado inflamatorio a las
24 horas de haberse obtenido las muestras, si lo hizo a los 7 dias, esto nos indica
que el MTA pudiera seguir ocasionando algun tipo de reaccion inflamatoria con el
paso del tiempo, por lo cual se recomienda realizar otras investigaciones de
biocompatibilidad a los 14 y 30 dias.

Aunque Biodentine, ERRM Putty y MTA presentaron células inmunoreactivas a
las citocinas proinflamatorias I1L-1 beta y TNF-alfa, estas no fueron
estadisticamente significativas, por lo tanto, se puede concluir que los tres

cementos son biocompatibles.

Por tal motivo podemos considerar a Biodentine y al ERRM como materiales

promesa para los procedimientos dentales clinicos por su buena biocompatibilidad

presentada, convirtiéndose en interesantes alternativas al MTA, ya que este ultimo fue el

gue menos biocompatibilidad presento6 en esta investigacion.

No debemos olvidar que es muy importante que todos los materiales utilizados en la

endodoncia que se colocan con frecuencia en contacto intimo con el periodonto y deben

tener las caracteristicas de ser no toxicos y biocompatibles con los tejidos del huésped, y

asi obtener éxito en el tratamiento.
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