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RESUMEN

Introduccion: Diversos investigadores han modificado la composicion quimica del
polvo de MTA o substituido el liquido con el que se mezcla en busca de mejorar
sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas, uno de los aditivos mas
recientemente propuestos es el fluoruro de sodio. Es bien sabido que el fluoruro de
sodio posee buena actividad biolégica en el hueso/osteoblastos y células pulpares,
por lo cual ha surgido la idea de que se puede introducir en la formulacion de

cementos de silicato de calcio para mejorar aspectos de comportamiento biol6gico.

Objetivos: Evaluar en un modelo experimental en rata la respuesta biolégica del
tejido O0seo adyacente a perforaciones en furca selladas con MTA Angelus
adicionado con fluoruro de sodio (MTA-F) y compararla con la mostrada al sellar

con MTA Angelus sin aditivos y ZOE.

Material y Métodos: Se utilizaron ratas Wistar a las que se perforo furca en los
primeros molares mandibulares, seguido del sellado con MTA, MTA-F y ZOE. La
respuesta biolégica fue evaluada en cortes histologicos longitudinales tefiidos con
H&E y por técnica histoquimica TRAP, mediante la cuantificacion de osteoclastos a

1 dia de exposiciéon y la densidad 6sea medida a 15 dias.

Resultados: Existieron diferencias estadisticamente significativas (P <0.01.) entre
la densidad osea de los grupos expuestos a MTA y los intactos; también entre los
expuestos a MTA y el expuesto a ZOE (P <0.01.), tanto en los resultados a 1 dia
como en los de 15 dias. Sin embargo no existieron diferencias estadisticamente
significativas (P >0.05.)en la densidad osea entre los grupos MTA y MTA-F a 1 dia
ni a 15 dias de exposicion. Existi6 una correlacion (R?= 0.9869) entre la actividad
de los osteoclastos a 1 dia de exposicidon y el porcentaje de la densidad ésea a los
15 dias.

Conclusion: La adicion de fluoruro de sodio al 1% en peso no represento ninguna
mejoria significativa en el comportamiento biologico de los tejidos expuestos, es
necesario el dopaje del MTA con fluoruro de sodio y no solo su adicion en busca de

mejores resultados.

PALABRAS CLAVE: Perforacién en furca, MTA, Fluoruro de Sodio
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ABSTRACT

introduction: Several researchers have modified the chemical composition of the
MTA replaced the liquid with which it is mixed, in an attempt to improve their
physical, chemical and biological properties , one of the recently proposed additive
is sodium fluoride . It is well known that sodium fluoride has good biological activity
in bone / osteoblasts and pulp cells , for which there has been the idea that it can
enter in the formulation of cement calcium silicate to improve aspects of biological
behavior.

Objectives : To evaluate in an experimental rat model the biological response of
adjacent furcation perforations sealed with MTA Angelus added sodium fluoride
(MTA -F) and compared with that shown by sealing with MTA Angelus without
additives and ZOE bone tissue.

Material and Methods: Wistar rats were drilled furca in mandibular first molars ,
followed by sealing with MTA , MTA -F and ZOE were used. Biological response
was assessed in stained histological sections lengthwise H & E and TRAP
histochemical technique by quantifying osteoclast within 1 day of exposure and
bone density measured at 15 days.

Results: There were statistically significant differences ( P < 0.01 ). Between bone
density of the groups exposed to MTA and intact , also among those exposed to
MTA and exposed to ZOE (P < 0.01.), Both results 1 day and at 15 days .
However there were no statistically significant differences (P > 0.05.) In bone
density between the MTA and MTA -F groups at 1 day and 15 days of exposure.
There was a correlation ( R2 = 0.9869 ) between the activity of osteoclasts at 1 day
of exposure and percentage of bone density at 15 days .

Conclusion: The addition of sodium fluoride to 1 wt% did not represent any
significant improvement in the biological behavior of the exposed tissues, MTA
doping with sodium fluoride and its addition not only to find better results is
necessary.

KEYWORDS: Furca perforation, MTA, Sodium Fluoride
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INTRODUCCION

El objetivo de la endodoncia es el estudio de la estructura, morfologia, fisiologia y
patologia de la pulpa dental y 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 diagnostico, la prevencion y el tratamiento de las enfermedades y
lesiones de las mismas y de los tejidos perirradiculares asociados.! Existen errores
de procedimiento que se pueden presentar durante la instrumentacion de los
conductos radiculares, los cuales, pueden favorecer el fracaso del tratamiento de
conductos, entre estos podemos mencionar; la fractura de instrumentos, los
bloqueos del conducto, la formacion de escalones, las transportaciones y las
perforaciones. Cada uno de estos errores debe corregirse de manera oportuna y
adecuada. Las perforaciones son las complicaciones de la endodoncia y de los
tratamientos restaurativos que se definen como: Comunicaciones patoldgicas (por
defectos de reabsorcion y caries dental) ¢ iatrogénicas (durante y después del
tratamiento endodontico) entre el espacio del conducto radicular y el aparato de
sostén. Independientemente de la causa, una perforacion constituye una invasion
de las estructuras de sostén que, si bien inicialmente provoca tan solo la aparicion
de inflamacion con pérdida de la insercion, finalmente puede poner en peligro al

diente.?

El resultado es una inflamacion crénica del periodonto que se caracteriza por la
formacion de tejido de granulacidon. El prondstico puede ser cuestionable si el
tratamiento involucra una lesion en la furca de la raiz. Y también dependera de la
localizacién, el tamafio y el tiempo de contaminacién de la lesion.? Los dos
principales retos a los que un odontélogo se enfrenta cuando intenta reparar una
perforacion son lograr la hemostasia y la colocacién controlada de un material de
restauracion.® Existen aspectos importantes que influyen sobre la reparacion de las
perforaciones. Los hallazgos de las investigaciones de Kim,* Sottosanti,®> y
Blumenthal, se mencionan en el libro Vias de la pulpa® como “Las cuatro
dimensiones de una perforaciéon”, Las cuales ocurren siempre en combinacion, lo

gue complica de forma sinérgica los resultados del tratamiento.
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Estas dimensiones son el nivel, la localizacion, el tamafio y el tiempo. En relacion al
Nivel las perforaciones pueden aparecer en los tercios radiculares coronal, medio y
apical. En las perforaciones de la bifurcacion, las consideraciones son similares a
las del tercio coronal. Las perforaciones ocurridas a este nivel amenazan la
insercion en el surco e implican problemas de tratamiento distintos a las
perforaciones mas apicales, “Cuanto mas apical es una perforacion, mejor es su
pronéstico. Localizacion, las perforaciones ocurren circunferencialmente en las
caras de las raices bucal, lingual, mesial y distal. Cuando se selecciona un
tratamiento no quirdrgico la localizacién no es tan importante, sin embargo, en el
caso de seleccionar un tratamiento quirdrgico la localizacion de la perforaciéon es
fundamental. Tamafio, modifica la capacidad del odont6logo para que éste pueda
establecer un sellado hermético. En este apartado se dice que “el area de una
perforacion circular puede describirse matematicamente como nrr2, por lo tanto se
menciona que si con una fresa o con otro instrumento se duplica el tamafio de una
perforacion, la superficie a sellar aumentara 4 veces. Tiempo, Cohen en el afio
2001° sefiala que diversos investigadores como Kim,* Sottosanti® y Blumenthal®
recomiendan sellar la perforacion lo mas pronto posible para evitar una mayor
pérdida de sostén y evitar la destruccion de la cresta gingival independientemente

de la etiologia de la perforacién.**°

En base a las caracteristicas de las perforaciones en furca, estas pueden
manejarse de una forma quirdrgica o no quirdrgica. El prondstico generalmente es
excelente si el problema es bien diagnosticado y la perforacion es debidamente
tratada.’

La amalgama, super EBA, cavit, ionomero de vidrio, resina fotocurable, hidroxido
del calcio y el Mineral Trioxido Agregado (MTA) han sido utilizados con diferentes
grados de éxito para la reparacion de perforaciones en furca. Muchos estudios han
utilizado MTA, el cual ha demostrado tener una excelente biocompatibilidad al
reparar las perforaciones en furca. Sin embargo, su largo tiempo de trabajo,

dificultad de manejo y su alto costo son algunas desventajas de este material.’

El MTA ha tenido buenos resultados cuando se aplica en cirugia apical,®
recubrimiento pulpar directo,’® en procedimientos de apicoformacion,*® en reparacion

de perforaciones laterales radiculares™ y perforaciones radiculares en furca.*
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Ha sido recomendado también para la pulpotomia, material de obturacion para el
tratamiento de conductos,*® reabsorciones radiculares,** asi como, para la
formacion de una barrera apical en piezas dentales con pulpa necrética y apice

abierto.*®

Este material fue desarrollado por los doctores; Seung-Jong Lee, Mehdi Monsef, vy
Mahmoud Torabinejad, en el afio de 1993, en la Universidad de Loma Linda
California y recibi6 su aprobacién por U.S. Food and Drug Administration en 1998.%°
Segun Torabinejad y sus colaboradores, las principales moléculas presentes en el
MTA gris (Loma Linda University, Loma Linda CA) son los iones de calcio y fosfato.
Como estos iones también son los principales componentes de los tejidos
dentarios, le proporcionan al MTA excelente biocompatibilidad cuando esta en
contacto con las células y los tejidos. Los analisis realizados demostraron que el
MTA después de su endurecimiento, se constituye de 6xido de calcio (CaO) en
forma de pequefios cristales y de fosfato de calcio con una estructura amorfa con
apariencia granular. La composiciéon promedio de los prismas es: 87% de calcio,
2,47% de silice y el resto es de oxigeno, mientras que las areas de la estructura
amorfa contienen 33% de calcio, 49% de fosfato, 2% de carbono, 35% de cloruro y
6% de silice. Los principales componentes presentes en este material son el
silicato tricalcico (3Ca0-SiO,), aluminato tricalcico (3Ca0O-Al,03), 6xido tricalcico y
6xido de silicato.!” Mediante ensayos quimicos y de difraccién de rayos X, Herzog-
Flores. y sus colaboradores en el afio 2005, analizaron la composicion fisico-
qguimica del MTA gris (Loma Linda University, Loma Linda CA), mostrando que el
18% es insoluble en agua, el 0,36% corresponderia al MgO y el 90% de CaO,

siendo el 80% de su estructura cristalina.'®

El ProRoot® MTA (Dentsply Tulsa Dental, Tulsa, OK), se observa como un polvo
gris, compuesto principalmente por un 75% de silicato tricalcico (3CaO-SiOy),
silicato dicalcico (2Ca0O-SiO;), aluminato tricalcico (3CaO-Al,O3), ferroaluminato
tetracélcico (4Ca0O-Al,O3-Fe,03) respectivamente, asi como un 20% de Oxido de
bismuto (Bi,O3), principal responsable de la radiopacidad del material y 5% de
sulfato de calcio dihidratado (CaS04-2H,0).*” Segun el fabricante, puede contener
también hasta el 0,6% de residuos insolubles libres como el silice cristalino y otros

elementos libres como el éxido de calcio (CaO), y el 6xido de magnesio (MgO),
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ademas de &lcalis (Na,O y K,0) bajo la forma de sulfatos.’® De acuerdo con el
fabricante, el MTA Angelus® (Angelus Solucdes Odontolégicas, Londrina, Brazil)
en su presentacion blanca y gris, contiene en su composicion oxido de silicio
(SiOy), oxido de potasio (K,0), 6xido de aluminio (Al,O3), 6xido de sodio (NaO),
oxido de hierro (Fe,0s3), acido sulfarico (H,SOy), Bi,O3, MgO y residuos insolubles
de silice cristalina, CaO y sulfatos de potasio y sodio. No posee en su férmula
CaSO0,, con la finalidad de reducir el tiempo de gelificacion, el cual ocurre en 10
minutos. Cuando no se coloca este componente, se forma hidrato de aluminato
espatico, que no forma puente entre las particulas de cemento, lo que produce un
rapido endurecimiento.”® EIl CPMTM (Egeo S.R.L., Buenos Aires, Argentina) es
también un MTA para uso clinico, similar al MTA. El polvo también esta compuesto
por finas particulas hidrofilicas que forman un gel coloidal en presencia de
humedad y solidifica a una estructura dura en 1 hora. Los principales componentes
son el silicato tricalcico 3Ca0O-SiO,, aluminato tricalcico 3CaO-Al,O3 y el 6xido
tricalcico.”’ Recientemente, el MTA blanco se ha desarrollado y comercializado
para sustituir el MTA gris cuando existe un compromiso estético, debido a que la
presentacion gris era propenso a pigmentar la estructura dentaria, por lo que en su
contenido se observa una reduccion significativa en la proporcion del componente

ferroaluminato tetracélcico 4Ca0-Al,03-Fe,03.%

El polvo del MTA consiste en finas particulas hidrofilicas que endurecen en
presencia de agua. La hidrataciéon del polvo permite la formacion de un gel coloidal
el cual se solidifica después en una estructura dura en aproximadamente 4 horas.

Las caracteristicas del agregado dependen del tamafio de las particulas,

la proporcion polvo — liquido, la temperatura, la presencia de agua y la presencia de

aire atrapado.”

Histéricamente, el avance técnico y cientifico de la odontologia clinica; ha
favorecido el empleo de nuevos materiales que surgen dia a dia en concordancia
con nuevas técnicas y procedimientos terapéuticos y, si antes eran simplemente
evaluados en humanos para observar si eran biocompatibles, desde hace algun
tiempo, los nuevos materiales debe ser sometidos a una serie de pruebas antes de

que puedan justificar su empleo inocuo en los seres humanos.?*#*
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Como recomendacion de la Asociacion Americana de Endodoncia, el uso de
nuevos materiales y métodos de tratamiento deben estar basados en estudios de
laboratorio, bioldgicos y clinicos.?® De acuerdo al grado de contacto que tiene el
material de uso odontologico con el organismo, su alteracion en el tejido sera

directa o indirecta, lo que permite clasificarlos en 5 grupos:

Tipo 1:

Materiales que pueden entrar en contacto con otras cavidades del cuerpo que no
sean la cavidad bucal.

Tipo 2:

Materiales que entran en contacto con las mucosas de la cavidad oral.

Tipo 3:

Materiales que afectan la pulpa dental o los tejidos adyacentes.

Tipo 4:

Materiales para la obturacion de conductos radiculares.

Tipo 5:

Materiales que pueden afectar el tejido duro del diente.?*

En 1974, Autian J. Presenté un programa de evaluacién para materiales dentales
incluyendo tres variedades de examenes,?’ los cuales mas tarde fueron refinados
por Langeland K. y sus colaboradores en 1980.?% Esto permiti6 la publicacién de la
norma ISO 7405 para odontologia, que trata la evaluacion preclinica de
biocompatibilidad de los dispositivos médicos utilizados en odontologia y
especificamente los métodos de evaluacion para los materiales dentales
propuestos en 1997.%° Posteriormente en el 2005 Gangler P. propuso un modelo de
tres etapas para evaluar los materiales dentales con el objetivo de probar su

biocompatibilidad.*

1. Pruebas de deteccion de toxicidad inespecifica (evaluacién de citotoxicidad
en lineas celulares; pruebas para evaluar la inhibicion de crecimiento de
microorganismos, pruebas de genotoxicidad; mutagenicidad vy
carcinogenicidad en bacterias; pruebas de toxicidad sistémica por ingestion
oral o por inhalacibn en ratones y ratas; evaluacion de sensibilidad e

irritacion de piel en ratones y ratas).
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2. Pruebas de uso para la toxicidad especifica en animales de experimentacion
como: ratas, cerdos y monos (implantacion en tejidos blandos y hueso;
pruebas histopatologicas)

3. Estudios clinicos controlados en humanos.*°

Pruebas in vitro (primera etapa)

Se realizan con el material o un extracto de este que se pone en contacto
(exposicién) con algun sistema biolégico.** En estas pruebas se puede determinar
la muerte o el crecimiento celular, la funcion celular y, en algunos casos, se puede
evaluar la integridad del material genético de la célula.®*%* Resultan muy Utiles para
la evaluacion de los efectos biolégicos de los biomateriales y tienen como ventajas
gue no requieren el uso de animales de experimentacion, la rapidez con que se
realizan los estudios y su relacién costo-efectividad. Sin embargo, las respuestas in
vitro no siempre son indicadoras de reacciones in vivo ya que las condiciones que
pueden reproducirse in vitro son s6lo una parte de las que pueden presentarse in
vivo.®® Es aceptado que las pruebas in vitro sean utilizadas como una primera
etapa de prueba para evaluar la toxicidad y citocompatibilidad, de modo que, se
evite el uso innecesario de los animales al realizar pruebas de materiales
citolégicamente inapropiados.®**°. El termino biocompatibilidad es frecuentemente
utilizado de forma incorrecta con pruebas in vitro, la palabra biocompatibilidad sé6lo
puede ser utilizada en caso de animales 6 humanos (in vivo), siendo el término
correcto citocompatibilidad para pruebas in vitro.*

Las pruebas in vitro*® nos proporcionan informacién acerca de la citotoxicidad,
genotoxicidad, proliferacién y diferenciacion celular.®” Estos estudios son Utiles para
probar la calidad de nuevos materiales y determinar si estos liberan compuestos
potencialmente nocivos, incorporados durante el proceso de fabricacion.*® Sin
embargo, la caracterizacion de estas pruebas no es adecuada para demostrar la
respuesta de los tejidos a los materiales, Unicamente permite observar la respuesta
de lineas celulares o células primarias que se han tomado de animales. Ademas, la
respuesta celular como en el caso de la citoxicidad debido a la presencia de iones

metalicos puede variar entre las lineas celulares.®
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También pueden sobreestimar el nivel de toxicidad de un material y estan limitados
a estudios de toxicidad aguda debido a la vida relativamente corta de los cultivos
celulares.® Estos cultivos mantienen pequefios fragmentos de tejido, sin embargo,
no necesariamente preservan su arquitectura. Los cultivos de 6érganos en este
mismo medio, mantienen tejidos u 6rganos (en parte o completos) lo cual puede
permitir alguna diferenciacion y preservacion de su arquitectura y funcion tomando
en cuenta que los factores sistémicos estaran ausentes, debido a la falta de
vascularizacién los nutrientes y el suplemento de oxigeno estan limitados, no existe
forma de eliminar los desechos por lo cual este tipo de modelos estan limitados a
diferencia de los in vivo. Las células in vitro pueden sufrir cambios fenotipicos, lo
cual puede deberse a la disociacion de células desde su geometria tridimensional
y/o al crecimiento en una superficie bidimensional.®* Las propiedades dindmicas de
un cultivo celular son dificiles de controlar y es complicado crear las interacciones

apropiadas que se encuentran in vivo.*

Pruebas in vivo (segunda etapa)

Por todo lo anterior, los modelos animales son esenciales para evaluar la
biocompatibilidad, la respuesta tisular y la funcibn mecanica para un material
ortopédico o un material dental antes de su uso clinico en humanos. Estos modelos
permiten la evaluacion de materiales a través de largos periodos de tiempo, en
diferentes tipos de tejido y en animales de distintas edades.*

A pesar de que los modelos animales pueden ser buenos para representar una

situacion clinica humana de forma mecénica y fisiologica.

Debe tenerse siempre presente que es solo una aproximacion y que cada modelo

animal tendra ventajas y desventajas.**

Existen muchos factores que deben ser considerados cuando se decide sobre un
modelo animal en particular. La pregunta de investigacion debe ser definida
previamente para dirigir de manera adecuada la seleccion de la especie animal que

sera utilizada en el estudio.**

11
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De acuerdo a Schimandle** los factores que determinan la seleccién animal son los
siguientes: Costo de adquisicion y cuidado de los animales, disponibilidad,
aceptacion de la sociedad, tolerancia al cautiverio y facilidad de alojamiento.**
Otros factores incluyen el bajo costo de mantenimiento, facilidad de manejo,
resistencia a las infecciones y enfermedades, caracteristicas biol6gicas analogas a
los humanos, tolerancia a las cirugias y base de datos existente sobre la
informacion biolégica de la especie.®* Los animales de mayor uso por su similitud
con el organismo humano en cuanto a respuesta de tejidos son los ratones, las
ratas, los hamsteres, los hurones y los conejos. También se han utilizado ovejas,
monos, bovinos, cerdos, perros y gatos.?* La prueba més utilizada para evaluar
biocompatibilidad de materiales dentales es la implantacion en tejido subcutaneo
en roedores, la cual se emplea con frecuencia para evaluar materiales dentales de
uso en la terapia pulpar o la obturacion radicular. Los materiales nuevos y los
materiales modificados deben ser evaluados y re-evaluados para establecer su
biocompatibilidad. El propésito de este proceso de evaluacion es verificar la

seguridad de los materiales para poder colocarlos en humanos.*?

Pruebas de uso (tercera etapa)

Estas pruebas son realizadas en animales y en seres humanos. En estos ultimos,
dichos estudios se denominan “ensayos clinicos” y son los que proporcionan mayor
y real evidencia cientifica. Las desventajas de estos son su complejidad (dificultad
en términos de control experimental e interpretacion, sometimiento al comité de
ética y marco legal). En animales como la rata la organizacion internacional de
estandarizacion (ISO 7405) no considera adecuados los tejidos dentales y
periodontales para ser utilizados como modelo experimental, sin embargo existen

mas de 70 investigaciones #**?

gue han sido publicadas en revistar arbitradas
alrededor del mundo, utilizando molares de rata para evaluar; el recubrimiento
pulpar directo, las pulpotomias y las reacciones del tejido después de la exposicion
pulpar.*> Uno de los trabajos méas importantes y fundamentales sobre la infeccién
bacteriana del tejido pulpar fue realizado hace mas de cuarenta afios por
Kakehashi en molares de rata,*” mientras que Stanley enfatiz6 que el uso de
molares de rata es un meétodo confiable y un modelo valido para evaluar el

recubrimiento pulpar directo.***
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ANTECEDENTES

Diversos investigadores han modificado la composicion quimica del polvo de MTA,
substituido el liquido con el que se hace la mezcla o adicionado al mismo con otros
compuestos, todo en busca de mejorar sus propiedades fisicas, quimicas y
biolégicas. Sin embargo no se deben olvidar el potencial terapéutico y la ganancia

o pérdida de propiedades que puede presentar el material al adicionarlo.***

Uno de los aditivos mas recientemente propuestos es el fluoruro de sodio. El
fluoruro esta naturalmente presente en la corteza terrestre, por lo que se puede
encontrar en el agua, aire, plantas y animales. Por lo tanto, los seres humanos
estan expuestos al flior a través de alimentos, el agua potable, y el aire que se
respira.'™

El fluoruro de sodio es un elemento esencial necesario para la salud 6sea. Sin
embargo, puede tener efectos adversos, lo cual no dependera Unicamente de las
concentraciones y del tipo de hueso que est4d expuesto, sino también en la
capacidad de absorcion, la edad y el estado nutricional del individuo.***’

La investigacion del flior en Odontologia tuvo su inicio en 1901, con el odontélogo
Frederick McKay, y G. V. Black. Ellos hicieron dos descubrimientos cruciales. El
primero, el esmalte moteado (como Black se referia a esta condicion), el segundo,
que los dientes afectados con fluorosis eran sorprendentemente e
inexplicablemente resistentes a las caries.*®

Numerosos estudios se han centrado en la investigacion de las influencias exactas
del fluoruro de sodio en las células y tejidos. En general se acepta que el fluoruro
de sodio a concentraciones mayores que 1 mM (mili molar) causan la detencién del
crecimiento y la muerte celular ya sea por necrosis o apoptosis, aunque los efectos
fatales del fluoruro de sodio difieren de acuerdo con las concentraciones de
exposicion y los tipos de células examinadas.*'*?3

La aplicacion tépica de fluoruro en otros tejidos duros distintos al esmalte se ha
realizado en diversas investigaciones, y actualmente es considerado un elemento
capaz de inhibir la reabsorcion radicular después del reimplante dentario, el flior en
la superficie de la raiz tiene la capacidad de reforzar su estructura con la formacion
de fluorapatita, sin embargo, se cree que es toxico para las células de resorcién

que actdan en los tejidos duros.*?*1?
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Es bien sabido que el fluoruro de sodio posee buena actividad biolégica en el
hueso/osteoblastos y células pulpares, por lo cual ha surgido la idea de que se
puede introducir en la formulacién de cementos de silicato de calcio para mejorar

aspectos de comportamiento biol6gico.*?®

Los cementos de silicato de calcio (MTA) adicionados con fluoruro de sodio han
sido recientemente disefiados y estudiados encontrando que al agregar fluoruro de
sodio al 1% en peso a los polvos de cementos de silicato de calcio se provoca un
retraso en el tiempo de fraguado, incrementa su expansion*®® y el sellado apical a

largo plazo.*®

Un incremento en el contenido del 0 al 10% en peso resulta en un aumento de la
solubilidad del cemento en agua o0 en DMEM (“Dulbecco’s modified Eagle médium).
Ademas de formar fluorapatita en soluciones que contienen fosfatos. Son mejores
para formar apatita (bioactividad) y son mas reactivos que los cementos

convencionales de silicato de calcio.**°

La fluorapatita Ca;9(PO4)s(OH)F es mas activa en los osteoblastos y la formacién
de hueso que la hidroxiapatita Cag(PO4)s(OH)..>** Se ha demostrado que la
introduccién de los fluoruros en la apatita mejora la respuesta osteoblastica en

132133 y |a mineralizacion,**

términos de adhesion, diferenciacion,*® proliferacion
cuando se compara con hidroxiapatita pura. La incorporacion de fluorapatita en

recubrimientos de implantes mejora la integracién del implante al hueso.*®

El fluoruro de sodio ha sido afiadido a cementos 6seos para acelerar la formacion
temprana de hueso en la interfaz y de ese modo mejorar la fijacion.****%* Incluso
se ha concluido que los cementos de silicato adicionados con flior son materiales

prometedores para usar en contacto con hueso, en endodoncia o en cirugia oral.**
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

Uno de los accidentes posibles durante la practica endododntica es la perforacion en
furca, lo que compromete el éxito del tratamiento, por esta razén es importante
conocer las técnicas y materiales que puedan dar solucién a estas situaciones.
Dentro de los materiales que se utilizan con este fin se encuentran los cementos de
silicato de calcio (MTA) los cuales han demostrado una buena bioactividad, sin
embargo aun presenta algunos inconvenientes que no lo hacen un material “ideal”,
es por esto que resulta importante realizar ensayos experimentales que permitan
conocer si la adicion de diferentes compuestos puede mejorar distintas

caracteristicas en el material.

HIPOTESIS

HIPOTESIS DE TRABAJO

El cemento de silicato de calcio, (MTA Angelus) adicionado con fluoruro de sodio al
1% presentara mejores caracteristicas de biocompatibilidad comparado con el MTA

Angelus sin adicionar.

HIPOTESIS NULA

El cemento de silicato de calcio (MTA Angelus) adicionado con fluoruro de sodio al
1% no presentara mejores caracteristicas de biocompatibilidad, comparado con el

MTA Angelus sin adicionar.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar en un modelo experimental en rata la respuesta bioldgica del tejido 6seo
adyacente a perforaciones en furca reparadas con MTA Angelus adicionado con
fluoruro de sodio y compararla con la mostrada por el MTA Angelus sin aditivos y

con la mostrada por el ZOE.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar el porcentaje de la densidad 6sea de la cresta bajo la furca de
molares expuestos de 1y 15 dias a los cementos; MTA Angelus blanco,
MTA Angelus blanco adicionado con fluoruro de sodio y ZOE.

e Comparar el numero de osteoclastos presentes en la cresta 6sea bajo la
bifurcacion de molares expuestos 24 horas a los cementos; MTA Angelus

blanco, MTA Angelus blanco adicionado con fluoruro de sodio y ZOE.

e |dentificar la existencia de una posible correlacion entre el nimero de
osteoclastos activos a las 24 horas de exposicion a los cementos MTA
Angelus blanco, MTA Angelus blanco Adicionado con fluoruro de sodio y
ZOE con el porcentaje de la densidad 6sea en 15 dias posteriores a la

exposicion.
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MATERIALES Y METODOS

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial
Mexicana (NOM 062-Z0O0-1999) de especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de los animales de laboratorio y la guia de los institutos de salud de
Norteamérica (NIH) para el cuidado y uso de los animales de laboratorio
(publicacion NIH No. 80-23, 1996) teniendo siempre presente reducir al minimo el

dolor y sufrimiento de los animales.

El protocolo fue puesto a consideracion por el Comité de Etica e Investigacion de la

Facultad de Ciencias Médicas y Bioldgicas “Dr. Ignacio Chavez”, UMSNH.

Se utilizaron 21 ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 300 y 450q, las
cuales se mantuvieron en cajas de acrilico bajo condiciones controladas de luz-
oscuridad (12h/12h), temperatura constante de 20+ 2°C y suministro de agua y

alimento ad libitum.

GRUPOS Y TRATAMIENTO: Se asignaron al azar los siguientes grupos.

e GRUPO 1: Intactos (n=3). 1 rata fue sacrificada a las 24 horas y 2 a los 15
dias.

e GRUPO 2: Perforacion en furca + MTA-F (n=6), animales a los que se les
provoco una perforacion en furca que fue reparada con cemento MTA
adicionado con 1% de fluoruro de sodio. 3 ratas fueron sacrificadas a las 24
horas y las otras 3 a los 15 dias.

e GRUPO 3: Perforacion en furca + MTA (n=6), animales a los que se les
provoco una perforacion en furca que fue reparada con cemento MTA. 3
ratas fueron sacrificadas a las 24 horas y las otras 3 a los 15 dias.

e GRUPO 4: Perforacion en furca + ZOE (n=6), animales a los que se les
provoco una perforacion en furca que fue reparada con Cemento de oxido
de zinc con eugenol ZOE. 3 ratas fueron sacrificadas a las 24 horas y las

otras 3 a los 15 dias.
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Los grupos 2 a 4 se dividieron en 2 subgrupos, de manera que la mitad de
animales de cada grupo se sacrificd 24 horas posteriores a la colocacion de los
materiales y la otra mitad a los 15 dias. Una vez sacrificados los animales, se

procesaron histolégicamente las hemimandibulas y se analizaron los resultados.

Los anestésicos utilizados fueron: clorhidrato de ketamina al 10% marca Anesket y

clorhidrato de xilacina al 2% marca Xilapet, ambas de uso veterinario. (Fig.1)

Figura. 1 (fotografia propia)

METODO

Los procedimientos se dividieron en tres fases:

a) Procedimientos en los animales
b) Procedimientos en las hemimandibulas

C) Procedimientos histolégicos

18
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a) PROCEDIMIENTOS EN LOS ANIMALES

1.- Técnica anestésica
Los animales se pesaron y se les aplicé via intraperitoneal una combinacion de

ketamina (50mg/kg) y xilacina (5mg/kg).(Fig.2)

Figura.2 (fotografia propia)

2.- Posicion de trabajo

Se fabric6 un dispositivo para la colocacién ergonémica del animal y del operador
durante los procedimientos operatorios. El animal se posiciond sobre una camilla
de 25cm x 10 cm fija a una barra metalica de donde a su vez emergen dos barras
paralelas unidas entre si. Todo unido a un soporte metalico fijo a la mesa de
trabajo. Sobre esta, el animal se colocdé decubito dorsal con una marcada

inclinacién de manera que la cabeza qued6 mas alta que la cola (Fig.3).

Un microscopio estereoscopico quirargico (Carl Zeiss 26516, Germany) se colocé
sobre la mesa de trabajo justo por arriba de la cabeza del animal y de frente al
operador. Esta posiciobn de trabajo se utiliz6 en todos los procedimientos
operatorios en el animal (Fig.4).
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Figura. 3 (fotografia propia)

Figura. 4 (fotografia propia)
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3.- Aislamiento absoluto de la zona operatoria

Se disefid y model6 un aditamento en acrilico auto curable que permiti6 mantener
la boca de la rata en maxima apertura. A este aditamento se le hizo una perforacion
en la zona de primeros molares, lo que permitié el aislamiento absoluto del campo
operatorio, esta cavidad ajusté en todos los animales de la misma talla. Sin
embargo para asegurar un aislamiento perfecto, se utilizo resina fluida fotocurable
azul (LC Block-Out), misma que se coloco alrededor de las paredes del molar y los

bordes de la cavidad en el aditamento (Fig.5).

Figura. 5 (fotografia propia)
4.- Procedimiento endoddntico y extrusion del material

Una vez anestesiado y colocado el animal en la posicion de trabajo, se le coloco
una gasa humeda sobre la cabeza para evitar dafio por deshidratacion ocular
durante el procedimiento, se asegurd al animal para que no cayera o cambiara de
posicion con un sujetador de tela que lo rodeaba sobre su abdomen, se aislé la
pieza dental utilizando el dispositivo de acrilico y la resina fluida fotopolimerizable
(LC Block-Out,) y se procedi6 a realizar el acceso coronario en los primeros
molares inferiores derecho e izquierdo con una fresa de carburo con forma de bola
de tamafo ¥ hasta encontrar el acceso a los conductos radiculares, posteriormente
se realizd una perforacién en la pared mesial del conducto distal utilizando una
fresa de diamante montada en un dispositivo ultrasonico Varios 350 (Nsk) (Fig.6),
este procedimiento se realiz6 con abundante irrigacion con solucién salina.
Posteriormente se llevo a cabo el secado del interior de los conductos con puntas
de papel finas y se prepararon los materiales de acuerdo a las indicaciones del los

fabricantes, el MTA adicionado con fluoruro de sodio se preparo de la misma forma
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que el MTA Angelus sin aditivo, se llevaron los materiales a la zona de la
perforacion con ayuda de un explorador modificado en su punta, se compacto el
material con puntas de papel y se obturo la camara pulpar y la cavidad de acceso

con ionémero de vidrio tipo Il (lonomax).

Figura.6 (fotografia propia)

5.- Recuperacion del animal

Cada rata fue colocada en una caja limpia sobre una cama térmica y su
temperatura fue vigilada y mantenida en 36°C hasta su completo restablecimiento y

fue regresado a su caja donde cumplié el tiempo experimental correspondiente.
6.- Procedimientos de eutanasia.

En cuanto los animales cumplieron el tiempo experimental segin su grupo,
recibieron una sobredosis inhalada de éter y se procedié a la diseccién de la

mandibula cuando que se verifico la pérdida total de signos vitales.
b) PROCEDIMIENTOS EN LAS HEMIMANDIBULAS
1.- Limpiezay fijacion de las hemimandibulas:

Ambas hemimandibulas (derecha e izquierda) se lavaron en agua corriente, se
eliminaron restos de tejidos blandos y se sumergieron en 50ml de soluciéon de

formalina para su fijacion por minimo 48 horas.
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2.- Obtencidn de radiografia digital estandarizada

Durante el periodo de fijacion se obtuvieron imagenes radiograficas digitales de
cada una de las hemimandibulas que permitieron la seleccion de las muestras a
ser procesadas histolégicamente, descartando las muestras en donde no se logro

la perforacion, no se logro una buena obturacion de la perforacion o en las que se
presentd fractura. (Fig.7)

Figura.7 Radiografias representativas de grupos control A y B, de grupos expuestos

(incluidos en el andlisis) Cy D de muestras excluidas (E: mala obturacion de la perforacion
y F: fractura).

—
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3.- Seccion de las hemimandibulas

Para facilitar el proceso de deshidratacion se obtuvo un bloque de cada
hemimandibula que incluyera Unicamente el espacio de los tres molares,
descartando el tercio donde emergen los incisivos y el tercio donde se encuentra el

condilo y la apofisis coronoides.
c) PROCEDIMIENTOS HISTOLOGICOS

1.-Descalcificacion

Por tratarse de tejidos calcificados, los bloques de tejido se descalcificaron durante
30 dias en 30ml de una solucién de EDTA al 10% pH 7 con recambio de solucion a
los 15 dias.

2.- Deshidratacion

Una vez concluida y comprobada la descalcificacion, se utilizé un procesador de
tejidos Microm STP120-1 (Microm International), en donde se colocaron las
muestras en casetes prensados para evitar su deformacién anatomica durante el

proceso (Fig.8). El programa de deshidratacion utilizado se muestra en la tabla 1.

Solucién Tiempo (horas) | Solucion Tiempo (horas)
1.-Formol Buferado | 1 8.-Alcohol Abs. 2

2.-Alcohol 50% 1 9.-Acetona 1

3.-Alcohol 70% 1 10.-Xilol 4

4.-Alcohol 80% 1 11.-Parafina 4

5.-Alcohol 96% 1 12.-Parafina 4

6.-Alcohol 96% 2 13.-Parafina 4

7.-Alcohol Absoluto | 2

Tablal. Secuencia de deshidratacion
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Figura. 8 (fotografia propia)
3.- Fabricacion de los bloques de parafina

En el fondo de un molde de acrilico se coloco el bloque de tejido deshidratado de
forma que las caras oclusales quedaran hacia la parte del fondo. Los tejidos se
fijaron al molde con cianoacrilato previo al vaciado de la parafina. Se dejaron enfriar
a temperatura ambiente y fueron almacenados en refrigeracion (Fig.9).

Figura. 9 (fotografia propia)
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4 .- Corte en micrétomo

Se obtuvieron cortes de 7 micrémetros de espesor en un microtomo de rotacion
(Microm HM 325, Microm International). De cada hemimandibula se desecharon
aproximadamente los primeros 50 cortes hasta localizar la zona de interés,

posterior a esto, todos los cortes se recolectaron de forma seriada hasta acumular
15 laminillas con 5 o 6 cortes cada una (Fig.10).

Figura. 10 (fotografia propia)

5.-Tincién de las muestras

A) Tincion con hematoxilina-eosina:

Los cortes se tifieron por el método de hematoxilina — eosina convencional y se

fijaron con resina (Entellan) para su posterior observacion (Figs.11, 12 y 13).

Figura. 11 (fotografia propia)

—
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Figura. 12 (fotografia propia)

Figura. 13 (fotografia propia)
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B) Tincion histoquimica TRAP (Fosfatasa 4cida tartrato-resistente):
1.- Los cortes se desparafinaron con 3 pases en Xilol de 5 minutos cada uno.

2.- Se rehidrataron los cortes comenzando por un pase en alcohol etilico absoluto
durante seis minutos, alcohol etilico 95%, alcohol etilico 70% y alcohol etilico 50%

tres minutos cada uno, para terminar en agua destilada durante seis minutos.

3.- Se Incubaron 7 laminillas por cada 50 ml de buffer de acetato al 0.2M pH 5.0
(Acetato de sodio (0.2M)+ tartrato de sodio dibasico dihidratado (50 mM) + agua

destilada) durante 20 minutos a temperatura ambiente.

4.- Se transfirieron las laminillas al medio de incubacion preparado previamente
(bufer de acetato (0.2M) + fosfato de naftol AS-MX (0.5mg/ml) + “Fast red TR salt”)
y se incubaron a 37°C durante 60 minutos.

5.- Se descart6 el medio y se cubrieron las laminillas con agua destilada durante 5

minutos a temperatura ambiente.

6.- Se contrasto la tincibn TRAP con hematoxilina, para esto se colocaron las
lamillas en hematoxilina durante 1 minuto, se realizaron lavados con agua destilada

y se cubrieron un minuto mas con solucion de Scott.

7.- Las laminillas fueron montadas con balsamo de Canada y se dejaron secar

durante 24 horas.

(Figs.14 y 15)
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Figura. 14 (fotografia propia)

Figura. 15 (fotografia propia)
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Evaluacion histopatolégica

Los cortes tefiidos con hematoxilina y eosina fueron observados al microscopio
(Fig.16) y se seleccionaron 5 cortes para cada subgrupo de manera que se

distribuyeron de la siguiente manera:

H&E MTA MTA-F ZOE CONTROL
1 DIA 5 muestras x 3 | 5 muestras x3 | 5 muestrasx3 | 5 muestras x 3
15 DIAS 5 muestras x 3 | 5 muestras x3 | 5 muestrasx3 | 5 muestras x 3

Figura. 16 (fotografia propia)

Se obtuvieron 3 micrografias a 4X y 3 a 10X de cada primer molar inferior en la
zona de la bifurcacién a nivel distal con el programa de captura de imagenes Leica
Application Suit mismo que despliega una barra de escala en cada una de las
microfotografias y a partir de la cual se realizé la calibracion del programa Image-

Pro plus con el que se realizaron todas las mediciones. (Fig.17).
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Figura. 17 (fotografia propia)

De cada imagen se realizaron en ciego 3 mediciones a diferentes tiempos por el

mismo observador: 1.- el area total de la cresta 6sea por debajo de la furca, 2.-

area total de tejido duro mineralizado. La densidad 6sea se calculé multiplicando el

area total de tejido mineralizado por 100 y dividiendo el resultado entre el area total

de la cresta 6sea por debajo de la furca, a partir de considerar que esa area seria

la maxima mineralizacion posible y transformando el valor a porcentaje. (Fig.18)

(
\
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Figura.18.- Area total de la cresta O6sea
por debajo de la furca medida vy
delimitada en azul, area total de tejido
mineralizado  delimitado medido vy
delimitado en negro, se restaron las
pequefias areas no mineralizadas dentro
del area mayor.
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Los cortes tefidos por la técnica TRAP fueron observados en microscopio y se

seleccionaron 4 cortes para cada subgrupo distribuyéndose de la siguiente manera:

TRAP MTA MTA-F ZOE CONTROL

1 DIA 4 muestras x 3 | 4 muestras x 3 | 4 muestras x 3 | 4 muestras x 3

Se obtuvieron 3 micrografias a 4X y a 40X con el programa de captura de

imagenes Leica Application Suit.

De cada imagen se realizaron en ciego 3 mediciones a diferentes tiempos por el
mismo observador: 1.- Se midié el area total de la cresta 6sea por debajo de la
furca en las iméagenes 4X y se contaron en 40X el nimero de células tefiidas de

rojo (osteoclastos) presentes dentro del area previamente medida.
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ANALISIS ESTADISTICO

Las areas de tejido periodontal bajo la furca y las areas de tejido mineralizado
registradas en micrometros cuadrados fueron analizados con ANOVA de una via y

prueba post hoc de Tukey, estableciendo el nivel de significancia en P<0.05

El ndmero de osteoclastos comprendidos en un &rea de 25,000 pm? fueron
contados Y los resultados fueron analizados con ANOVA de una via y prueba post

hoc de Tukey, estableciendo un nivel de significancia en P<0.05

El porcentaje de la densidad Osea obtenida a los 15 dias y el numero de
osteoclastos presentes a 1 dia fueron analizados con la prueba de correlacién de

Pearson, estableciendo el nivel de significancia en P<0.05.

33

—
| —



“Evaluacion histoldgica e histomorfométrica del tejido 6seo adyacente a perforaciones
en furca tratadas con MTA, MTA-F y ZOE en un modelo experimental en rata”

RESULTADQOS

Resultados Histoldgicos

Los datos obtenidos de la evaluacion de los cortes histolégicos tefiidos con H&E y

TRAP fueron los siguientes:

Grupo Intactos

Tanto en el grupo de 1 como en el de 15 dias de exposicion, la morfologia de los
tejidos se encuentré normal (Fig.19-Intactos), se observo integridad de los tejidos,
el ligamento periodontal muestré fibroblastos y fibras colagenas. Se obtuvd un
promedio de &rea total de tejido bajo la furca de 667,863 + 71,554um?y una area
total de tejido mineralizado de 388,772 + 46,877um?, lo que dié como resultado una
densidad 6sea de 58.3% + 4.9%. (Fig.20) Con la tincion histoquimica (TRAP) no se
encontraron células tefiidas de rojo (osteoclastos) en ninguna de las muestras.
(Fig.21- Intactos, Fig. 22.)

Grupos 1 Dia de exposicion

Grupo MTA

No se observo ensanchamiento del ligamento periodontal, la morfologia y densidad
0sea se mantuvé normal e igual a la de los grupos controles, se observo la
perforacion a nivel de furca y el material colocado para su reparacién (Fig. 19-
Expuestos 1 dia). Se obtuvo un promedio de &rea total de tejido bajo la furca de
744,008 + 73,415um® y una area total de tejido mineralizado de 382,341 +
52,361um?, lo que di6 como resultado una densidad 6sea de 51.3% + 3.8%.(Fig.
20). Con la tincién histoquimica (TRAP) se contabilizaron un promedio de 1.259 +
0.206 células osteoclasticas por cada 25,000um? de tejido 6seo por debajo de la

cresta. (Fig.21- Expuestos, Fig. 22)
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Grupo MTA-F

No se observo ensanchamiento del ligamento periodontal, la morfologia y densidad
0sea se mantuvo normal e igual a la de los grupos controles, se observo la
perforacion a nivel de furca y el material colocado para su reparacion (Fig. 19-
Expuestos 1 dia). Se obtuvo un promedio de area total de tejido bajo la furca de
713,553 + 101,897um? y una &rea total de tejido mineralizado de 356,628 *
47,839um? lo que di6 como resultado una densidad 6sea de 50.4% + 5.9%. (Fig.
20) Con la tincion histoquimica (TRAP) se contabilizaron un promedio de 1.379 %
0.159 células osteoclasticas por cada 25,000um? de tejido 6seo por debajo de la

cresta. (Fig.21-Expuestos, Fig.22)

Grupo ZOE

No se observé ensanchamiento del ligamento periodontal, la morfologia y densidad
0sea se mantuvo normal e igual a la de los grupos controles, se observo la
perforacion a nivel de furca y el material colocado para su reparacion (Fig. 19-
Expuestos 1 dia). Se obtuvo un promedio de area total de tejido bajo la furca de
716,757 + 74,869um® y una area total de tejido mineralizado de 412,831 +
40,470um? lo que dié como resultado una densidad 6sea de 57.8% + 4.6% (Fig.
20). Con la tincién histoquimica (TRAP) se contabilizaron un promedio de 1.958 +
0.213 células osteoclasticas por cada 25,000um? de tejido 6seo por debajo de la

cresta. (Fig.21- Expuestos, Fig.22).
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H&E INTACTOS MTA 1 DIA MTA-F 1 DIA ZOE 1DIA

AREA TOTAL 667,863 + 71,554 | 744,008 + 73,415.8 | 713,553 + 101,897 | 716,757 + 74,869

AREA MINERALIZADA | 388,772 +46,877 | 382,341 +52,361 | 356,628 +47,839 | 412,831+ 40,470

DENSIDAD OSEA 58.3% + 4.9% 51.3% + 3.8% 50.4% * 5.9% 57.8% + 4.6%

Figura 20. Tabla de medias y desviacién estandar de cada grupo de expuestos durante 1 dia para
las areas medidas en micrémetros cuadrados (um?) y la densidad ésea obtenida.

AREA TOTAL N° Osteoclastos | N° de osteoclastos por
TRAP Micrometros En el area total cada 25,000 um2
MTA1DIA | 716,693 +71,344 | 36.16+7.01 1.259 + 0.2067
MTA-F1DIA | 667,328 + 102,343 | 37.16+8.84 1.379 £ 0.1590
ZOE1DIA | 639,563 +49,303 | 49.83+3.71 1.958 £+ 0.2130
INTACTOS | 668,601 + 69,321 0 0

Figura 22. Tabla de medias y desviaciones estandar de cada grupo de expuestos durante 1 dia
tefiidos por TRAP en donde se muestra el area total de cresta 6sea y el numero de osteoclastos
presentes en esa area correspondiente, en la Ultima columna se muestra el nimero total de

osteoclastos presente por cada 25,000 um?
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Expuestos 1 Dia Intactos

Expuestos 15 Dias

Figura 19. Micrografias de cortes histoldgicos (H&E) donde se observan las caracteristicas
morfoldgicas del tejido periapical de los diferentes grupos. Las imagenes en la columna izquierda
muestran cortes histoldgicos a 4X representativos de los grupos expuestos y del intacto realizados
longitudinalmente, la columna derecha muestra las mismas imagenes a 10X. CO: Cresta Osea, Rd:
Raiz distal, Rm: Raiz mesial, MAT: Material (cemento utilizado), PO: Perdida Osea.
Nétese en fila Expuestos 15 dias, la destruccion del trabeculado éseo.
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Intactos

Expuestos

Figura 21. Micrografias de cortes histolégicos tefiidos por técnica histoquimica TRAP, donde se observan
las caracteristicas morfolégicas del tejido periapical de los diferentes grupos. Las imagenes en la
columna izquierda muestran cortes a 4X representativos de 0s grupos expuestos e intacto realizados
longitudinalmente, la columna del centro muestra las mismas imagenes a 10X y la columna de la
derecha a 40x. CO: Cresta Osea, Rd: Raiz distal, Rm: Raiz mesial, MAT: Material (cemento utilizado),
PO: Perdida Osea. Notese las células tefiidas de rojo (osteoclastos) marcados con flechas.

—

38

'



“Evaluacion histoldgica e histomorfométrica del tejido 6seo adyacente a perforaciones
en furca tratadas con MTA, MTA-F y ZOE en un modelo experimental en rata”

Grupos de 15 dias de exposicion

Grupo de MTA

Se observo ensanchamiento del ligamento periodontal, la morfologia y densidad
Osea se encontraron alteradas, se observo la perforacion a nivel de furca y el
material colocado para su reparacion (Fig. 19 —expuestos 15 dias). El promedio de
area total del tejido bajo la furca fue de 797,807 + 107,267um?y una area total de
tejido mineralizado de 233,598 + 51,881um? lo que dié como resultado una
densidad 6sea de 29% + 4.2%. (Fig. 23).

Grupo MTA-F

Se observé ensanchamiento del ligamento periodontal, la morfologia y densidad
O0sea se encontraron alteradas, se observo la perforaciéon a nivel de furca y el
material colocado para su reparacion (Fig. 19 —expuestos 15 dias). El promedio de
area total del tejido bajo la furca fue de 687,852 + 128,634um?y una area total de
tejido mineralizado de 156,136 + 49,118um? lo que dié como resultado una
densidad 6sea de 22.8% * 6.6%. (Fig. 23).

Grupo ZOE

Se observé ensanchamiento del ligamento periodontal, la morfologia y densidad
Osea se encontraron alteradas, se observo la perforacion a nivel de furca y el
material colocado para su reparacion (Fig. 19 —expuestos 15 dias). El promedio de
area total del tejido bajo la furca fue de 687,388 + 73,073um?y una area total de
tejido mineralizado de 93,035 + 57,741um?lo que dié como resultado una densidad
Osea de 13.2% * 7.5%.(Fig. 23).

H&E

INTACTOS

MTA 15 DIAS

MTA-F 15 DIAS

ZOE 15 DIAS

AREA TOTAL

667,863 + 71,554

797,807 + 107,267

687,852 + 128,634

687,388 + 73,073

AREA MINERALIZADA

388,772 + 46,877

233,598 + 51,881

156,136 + 49,118

93,035 +57,741

DENSIDAD OSEA

58.3% + 4.9%

29.0% * 4.2%

22.8% + 6.6%

13.2% + 7.5%

Figura 23. Tabla de medias y desviacidn estandar de cada grupo de expuestos durante 15 dias,

para las areas medidas en micrémetros y la densidad 6sea obtenida.
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Existieron diferencias estadisticamente significativas entre el porcentaje de la
densidad Osea de todos los grupos expuestos (P <0.01.) comparados con el
porcentaje de la densidad 6sea del control negativo (INTACTO), existieron también
diferencias estadisticamente significativas entre todos los grupos comparados con
el control positivo (ZOE 15D), sin embargo no existe diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo MTA15 D Y MTAF 15D. (Fig. 24)

Figura 24. Medias vy
desviaciones estandar de
las densidades Oseas
obtenidas posterior a 15
{ dias de exposicion.

% Densidad Osea

* No existe diferencia
INTACTO MTA 15D MTAF 15D ZOE 15D estadistica, ** Existe

Grupos Experimentales diferencia estadisticamente
significativa.

Existieron diferencias estadisticamente significativas entre el numero de células
osteoclasticas presentes en todos los grupos expuestos (P <0.01.) comparados con
el control negativo (INTACTO), existieron también diferencias estadisticamente
significativas entre todos los grupos comparados con el control positivo (ZOE 1D),
sin embargo no existieron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos MTA 1D Y MTAF 1 D. (Fig 25)

N
(3]
1

N
o
1

Figura 25. Medias y
desviaciones estandar de
el nimero de células
osteoclasticas por cada
25,000 um? posterior a 1
dia de exposicion.

-
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* No existe diferencia
* r T T estadistica, ** Existe
INTACTO MTA 1D MTAF 1p ZOE . 1D diferencia estadisticamente
Grupos Experimentales significativa.
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Correlacién

Se encontr6 una correlacién entre el numero de células osteoclasticas presentes
detectadas a 1 dia de exposicion con la pérdida de tejido mineralizado 15 dias

posteriores a la exposicion (densidad 6sea). (Fig. 26,27)

MTA 36.16 £7.01 29.10%
MTA-F 37.16 £ 8.84 22.90%
Z0OE 49.83 +3.71 13.20%
CONTROL 0 58.30%
Figura 26
CORRELACION R? = 0.9869
70.00
60.00
R 50.00
8 40.00
3
8 30.00 *
§ 20.00 hd \
10.00
- 0 10 2 30 40 50 60
N° Osteoclastos

Figura 27. Correlacion y recta de regresion lineal entre el niUmero de osteoclastos presentes a 1 dia
de exposicion y el porcentaje de densidad dsea a 15 dias de exposicién. R*= 0.9869 P=0.0066
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DISCUSION

Diversos materiales han sido investigados en busca de encontrar el material ideal
para sellar perforaciones, sin embargo ninguno ha cumplido todos los

requerimientos necesarios.**°

Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron nuevamente que los materiales
a base de silicato de calcio (MTA Angelus) presentan un mejor comportamiento
bioldgico al estar en contacto con tejidos periodontales, en este caso, al sellar

perforaciones en furca, al compararlos con el ZOE.

Para nuestra investigacion decidimos trabajar un modelo de perforacion en furca de
primeros molares mandibulares de rata, pues aunque es un modelo complejo que
presenta numerosas dificultades técnicas, las similitudes anatémicas vy fisiol6gicas
de estos tejidos con los humanos hacen que los resultados obtenidos sean
sumamente relevantes, ademas de que el uso de modelos animales mas grandes o
mas cercanos filogenéticamente al hombre presentan numerosas dificultades éticas

y economicas.

Nuestro modelo experimental incluyo el aislamiento absoluto de la zona operatoria
desde el inicio de los procedimientos, de forma que evitamos en lo maximo posible
la contaminacién por bacterias pues al igual que otros investigadores estamos de
acuerdo en que se tiene un mejor pronéstico si la perforacion es sellada de
inmediato.*?**! Nuestro disefio experimental al igual que el de da Silva et al. *** no
realiz6 apertura coronal ni perforacion de furca en el grupo de “intactos”, pues esta
comprobado que una perforacidbn expuesta al medio bucal presentard una

12,143

respuesta inflamatoria intensa tampoco incluimos la exposicion de las

perforaciones a la cavidad oral de la rata durante un periodo determinado de
tiempo tal y como lo han hecho otros autores en los grupos “expuestos”414°
evitando con esto, a parte de la contaminacion, también el uso de otras sustancias
gue pudieran tener efectos positivos 0 negativos sobre la respuesta histolégica,
como podria ser el hipoclorito de sodio previo al sellado con el material, como ha

sido sugerido.*?
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En cuanto a la forma como evaluamos el buen o mal desempeiio de los materiales,
nuestro modelo no pretendid observar el potencial que pudiera tener el cemento
sellador en la formacion de tejido cementario adyacente a él, o evaluar la respuesta
inflamatoria dando grados de severidad al infiltrado inflamatorio y mucho menos
observar si existio proliferacion epitelial desde el surco gingival, como han hecho

otros autores.#61?

Nuestro proposito fue conocer la influencia de los materiales directamente sobre el
tejido 6seo, haciendo para esto una sobreobturacion del material que permitiera en
lo maximo su cercania al hueso. Segun Holland**” una sobreobturacién del material
tiene como consecuencia una inflamacion crénica, mientras que para Juarez-Broon
et al.'*® Es posible la neoformacion de tejidos mineralizados alrededor del material
extruido. Este modelo experimental propone una forma indirecta de evaluar la
respuesta inflamatoria y por lo tanto el desempefio de cada uno de los materiales, y
esto es al cuantificar el nimero de osteoclastos activos en cada grupo experimental
24 horas posteriores a la exposicion, al encontrar diferencias significativas entre los
grupos, principalmente con el grupo expuesto a ZOE y con el de ‘“intactos”,
podemos corroborar que existe diferencia de estimulacion-respuesta entre los
materiales utilizados. Aun cuando parte de esta respuesta es debida al estimulo
mecanico Yy fisico causado durante la perforaciéon. La diferencia entre grupos es
debida en gran parte a la composicion quimica de los materiales, se sabe que los
materiales a base de oxido de zinc y eugenol liberan lenta y prolongadamente

eugenol.**1%0

Este eugenol causa desnaturalizacion de proteinas promoviendo con esto cambios
estructurales y funcionales en las células llevando progresivamente a muerte
celular,™! es por eso que actualmente se usan como controles que nos permitan
identificar respuestas no favorables en donde se observe una respuesta

inflamatoria intensa y severa.

El estimulo con los diversos materiales sera capaz de inducir una respuesta
inflamatoria en donde las células involucradas produciran y liberardn diversos
factores e interleucinas tales como la interleucina 1, 6 y TNF asi como PGE2, estas

152,153

citocinas estimularan la formacién y actividad de los osteoclastos al existir

mayor numero de osteoclastos activos en la zona podemos suponer que la
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respuesta fue mayor y poco favorable, como es el caso del grupo expuesto a ZOE,
segin da Silva et al.'® La presencia masiva de osteoclastos marcados
positivamente por TRAP indica una actividad resortiva en la zona posterior al
estimulo, o en el caso contrario para el grupo “intactos” en donde no fue posible
detectar osteoclastos activos debido a la falta de un estimulo fisico y quimico. Por
otro lado, se sabe que el MTA promueve primeramente la formacion de un proceso
inflamatorio™*® pues contiene dentro de sus componentes oxido de calcio el cual
reacciona con el agua dando como resultado hidréxido de calcio™* **° la liberacién

de este hidroxido es responsable de la biocompatibilidad®’

158
,

pero también de la
necrosis primaria de la superficie en contacto con é esto podria explicar la
presencia de osteoclastos y de zonas con actividad resortiva también en nuestros
grupos expuestos a estos materiales. Da Silva et al.}** Mostré que al usar MTA la
reduccion del proceso inflamatorio es posterior a los 15 dias y que hasta los 60
dias es posible encontrar formacion de hueso y el retorno a la normalidad en el
ligamento periodontal previamente inflamado. La segunda evaluacién que
realizamos tiene que ver con los efectos sobre la densidad 6sea 15 dias
posteriores a la exposicion, es decir, en que porcentaje la densidad 6sea se ha
perdido, se mantiene 0 a aumentado, no fue sorpresivo encontrar valores en la
densidad ésea que se correlacionan con los valores de los osteoclastos activos a
24 horas de exposicion, existiendo una correlaciéon entre ambos de R*=0.9869. Se ha
sugerido la introduccién de fluoruro de sodio dentro de la formula del MTA, debido
a que se ha encontrado mejora el comportamiento del material debido a la
fluorapatita que este forma y que da como resultado un material mas bioactivo y
osteoconductivo. Sin embargo no existen estudios in vivo que lo demuestren. En el
presente trabajo para ambas evaluaciones (1 y 15 dias) existi6 diferencia
estadisticamente significativa entre los grupos expuestos a MTA y los grupos
‘intacto” y ZOE, pero no existié diferencia entre los resultados mostrados por el
grupo de expuestos a MTA Angelus y MTA Angelus adicionado con fluoruro de
sodio, esto podria deberse a que el material solo fue adicionado y no dopado como

menciona Gandolfi, 128139129

el dopaje del silicato de calcio podria lograrse por
tratamientos térmicos del material a altas temperaturas que incorporen al fluoruro

de sodio dentro de la estructura quimica de los cementos de silicato de calcio.
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Hace falta mas experimentacidn respecto a este dopaje y hacer las exposiciones

de los materiales a mas largo plazo para confirmar o refutar lo afirmado por da

| 142

Silva et a y observar una recuperacion del tejido posterior a 15 dias e incluso

observar la formacién de estructuras similares a tejidos mineralizados (cemento

radicular) tal y como ha sido reportado por otros autores™?*>°,

CONCLUSION

La adicién de fluoruro de sodio al 1% en peso al MTA Angelus no representé una
diferencia significativa en la biocompatibilidad, bioactividad u osteoconductividad al
compararlo cuando se utiliza el MTA Angelus sin aditivos. No se observé ningun

beneficio de adicionar fluoruro de sodio a estos materiales.
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ANEXOS. Memorias durante la fase experimental (fotografias propias)
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