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Titulo del Estudio: ANALISIS DE BIOCOMPATIBILIDAD DE DOS CEMENTOS
DE SELLADO APICAL A BASE DE SILICATO DE CALCIO MEDIANTE LA
EXPRESION DE INMUNOMODULADORES

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 re-obturacion, ya que éste estara en contacto con los tejidos
periapicales por lo consiguiente debera presentar una excelente biocompatibilidad.
Objetivos: Evaluar la biocompatibilidad de Mineral Tridoxido Agregado (MTA) y
Biodentine mediante la expresion de inmunomoduladores.

Materiales y Métodos: Se utilizaron 16 ratones de la especie Mus Musculus, se
inocularon los cementos en la piel de la region dorsal del raton. Se recolectaron muestras
a las 24 horas y a los 7 dias, las cuales fueron tefiiddas con Hematoxilina & Eosina y
Tricréomico de Masson para evaluar la respuesta inflamatoria, asi como la presencia de
Somatostatina y sustancia P por medio de una expresion de Inmunocitoquimica.
Resultados: Estadisticamente no se encontrd diferencia (p>0.05) en el grado de
inflamacion entre los dos cementos, aunque se presentd ligeramente menos reaccion
inflamatoria con Biodentine. En comparacion con MTA, Biodentine mostro casi nula
presencia de células inflamatorias a las 24h y 7 dias. Similarmente no se encontrd
diferencia en la expresion de Somatostatina y sustancia P entre de ambos cementos.
Conclusiones: Biodentine se presenta como el material promesa para los procedimientos
dentales clinicos por su buena biocompatibilidad presentada, convirtiéndose en
interesante alternativa al MTA. Por supuesto, aln es necesario realizar mas estudios
acerca de citotoxicidad, actividad antimicrobiana y capacidad de sellado.

Director de Tesis: Dr. Juan Manuel Solis Soto

Co-Director de Tesis: C.D. Fanny Lopez Martinez



ABSTRACT

Introduction: When an injury 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 it is important the correct choice of material for re-sealing,
since it will be in contact with the periapical tissues so therefore should have an excellent
biocompatibility.

Objectives: To evaluate the biocompatibility of Mineral Trioxide Aggregate (MTA) and
Biodentine by analyzing the expression of immunomodulatory.

Materials and Methods: 16 mice (Mus Musculus) were inoculated with the dental sealers
in the skin of the back. Samples at 24 hours and 7 days were collected, and stained with
hematoxylin eosin and Masson's trichrome to evaluate the inflammatory response and
also carried out to evaluate the Technical inflammatory response, and also the presence of
immunoreactivity cells to somatostatin and substance P.

Results: Although there was no difference in the inflammatory response to both sealers,
Biodentine showed only a slight presence, compared with MTA. Biodentine showed
almost no presence of inflammatory cells at 24h and 7 days. Similarly, there was not
difference in the expression of somatostatin and substance P between both dental sealers.
Conclusions: Biodentine is running as the promise material for clinical dental procedures
for its good biocompatibility, brought into interesting alternative to MTA, nevertheless, it
is necessary more studies about cytotoxicity, antimicrobial activity and sealing capacity.



1. INTRODUCCION

El éxito del tratamiento endodontico depende de una combinaciéon de instrumentacion
apropiada, irrigacion eficaz y la obturacion de los conductos radiculares hasta la porcion

apical.

Es bien conocido que la aparicion post tratamiento, o la persistencia de lesion periapical,
es el indicio principal de fracaso del tratamiento endodontico. La etiologia de la misma es
la limpieza y desinfeccion inadecuada del espacio del conducto radicular durante la
terapia inicial de conducto, o una nueva contaminacion de todo el espacio del conducto
radicular después del tratamiento debido a un sello coronal pobre. Los microorganismos

mayormente encontrados en estos casos son cocos, bacilos y filamentos.

Cuando una terapia endodontica no responde al tratamiento, ni tampoco sede ante un re-
intento del mismo, la cirugia periapical o apicectomia, es el recurso mejor empleado
antes de tener que realizar una extraccion del 6rgano dental. El procedimiento de
apicectomia se define como el corte de la raiz de los ultimos 3mm apicales ademas, del
rellenado y sellado de la raiz restante con un material biocompatible.

El Mineral Tridoxido Agregado (MTA) es el material mds empleado para obturacion
retrograda, debido a sus propiedades que fortalecen el sellado: y esto ha sido demostrado

en muchos casos y con un tiempo de éxito de muchos afios.

Sin embargo, varias de las desventajas del MTA son la engorrosa manipulacién de este
material, asi como su prolongado tiempo de trabajo y la necesidad de tener un ambiente
himedo para su fraguado. Otra de las desventajas del MTA es su cuestionable
biocompatibilidad. La biocompatibilidad es, por definiciéon, una medida de como un
compuesto farmacoldgicamente inerte disefiado para ser implantado o incorporado dentro
del sistema vivo es compatible con un sistema bioldgico. La importancia de la realizacion

de pruebas de biocompatibilidad es determinar la aptitud de un material para uso humano,



y para ver si el uso del componente puede tener efectos fisioldogicos potencialmente

dafninos.

En el afo 2009 se publicaron las primeras investigaciones de Biodentine como una
alternativa de cemento sellador proponiendo que es muy similar a la de agregado de
trioxido mineral y que podria ser un material de restauracion por su resistencia a la
compresion en comparacion asi a un material de restauraciéon establecida. Su
manipulacidn crea una manera facil de trabajar en el campo operatorio con un tiempo de
fraguado de s6lo 10 minutos. Sus diferentes usos extienden mas campos operatorios.
Ventajas como adhesion para eliminar filtrado microbiano ademés de un 0% de
contraccion lo hace un material confiable a largo plazo. En la mayoria de procedimientos
su cantidad excesiva de material en su unica presentacion ha sido una desventaja.
Biodentine es el primer material que ofrece bioactividad y unas extraordinarias
propiedades de sellado para sustituir totalmente la dentina, tanto a nivel coronario como

radicular, con beneficios unicos como la prevencion y tratamientos de fallos clinicos.

De esta manera surge este estudio que ayuda a analizar estos dos diferentes tipos de
cementos y realizar una comparativa entre Biodentine y MTA. Reflejando que los nuevos
cementos selladores como el Biodentine presentan una buena alternativa, en la

biocompatibilidad, al MTA.



2. ANTECEDENTES

Un correcto tratamiento endodontico estd basado por una secuencia de factores que se
relacionan entre si y que culminan con una adecuada rehabilitacion de la pieza dentaria
con la finalidad de restituir su funciéon. Desde el punto de vista del paciente, un
tratamiento endodontico exitoso consiste en la ausencia de sintomas y que la pieza dental
tratada permanezca estética y funcional en su boca, sin embargo, la literatura endodontica
propone evaluar el éxito del tratamiento mediante parametros sintomaticos, radiograficos
e histologicos (Wang H et al., 2014).

Es importante considerar que existe una relacion directa entre la condicion fisica del
paciente, la capacidad del profesional y los criterios de funcionalidad requeridos. El
conocimiento profundo y el constante estudio de los avances de la endodoncia son

factores esenciales durante el ejercicio profesional (Hili y Balandrano, 2009).

La enfermedad pulpar es una de las patologias mdas frecuentes dentro de la practica
clinica, y puede llevar a la pérdida de vitalidad del diente (Sedgley, 2004). Al realizar un
tratamiento adecuado reducimos el porcentaje de riegos de una reinfeccion. Cuando la
lesion no sede ante los tratamientos previos mencionados recurrimos a la amputacion de
una parte de la raiz o raices comprometidas que esta se realiza en los Gltimos 2-3 mm de

la porcion apical del la pieza (Cambra, 1996).

Cuando atendemos el tratamiento quirurgico que implica una obturacion retrograda
debemos conseguir una microcirugia apical, que combina la amplificacion y la
iluminacion proporcionada por el microscopio con el uso adecuado de micro
instrumentos, puede tratar los dientes con enfermedades periapicales precisamente
persistentes y menos traumatica con una alta tasa de éxito (Wang H. et al., 2014). La

seleccion de casos y operaciones estandarizadas juegan un papel clave para el éxito.

Un componente integral de procedimiento apicectomia es la colocacion de un material de
relleno de la porcidon apical de la raiz. Grossman y colaboradores en una revision de

literatura de los ultimos 20 afios identificaron al menos 19 materiales diferentes que se



han utilizado como materiales de relleno apical. Desafortunadamente, el material ideal

para este propdsito aun no se ha encontrado (Cohen et. al., 2004; Rhodes, 2006).

IRM y MTA son los materiales mas adecuados, y dan mejores resultados en los
procedimientos apicectomia. El MTA da mejores resultados en las pruebas de
biocompatibilidad que el IRM aunque ambos tiene la capacidad de induccion de tejido

duro (Grossman I et al., 2003).

Una posible desventaja que impide MTA de ser aceptable como "el material de relleno de
la raiz de gama ideal» es un tiempo de fraguado de largo que pueden dar lugar a
desprendimiento o deformacion de la preparacion final de la raiz. Sin embargo, en la
mayoria de los casos MTA sirve como la mejor opcidn para un material de sellado apical.

(Cohen et. al., 2004; Enkel el. al., 2008).

2.1 Cementos Selladores

La exposicion prolongada de la dentina radicular de hidréxido de calcio altera la
resistencia a la fractura de la dentina. materiales a base de silicato de calcio (CAMs)
utilizados en endodoncia liberan hidroxido de calcio sobre la configuracion. Este estudio
examind si el contacto prolongado de la dentina con los CSM afecta negativamente a sus
propiedades mecanicas (Allen et. al, 2012). Tanto CSM alteran tenacidad del material
mas que la resistencia y la rigidez de la dentina después del envejecimiento en 100% de
humedad relativa. Debido a la dureza de la dentina se atribuye a su matriz de colageno, la
cantidad de colageno extraido de la dentina mineralizada y cambios en la ultra-estructura
de colageno debe examinarse mas después de la exposicion de la dentina a MCS (Allen

et. al, 2012).

2.2 Biocompatibilidad

Biocompatibilidad es, por definicion, una medida de cémo un dispositivo es compatible

con un sistema bioldgico. El propodsito de la realizacion de pruebas de biocompatibilidad



es determinar la aptitud de un dispositivo para uso humano, y para ver si el uso del
dispositivo puede tener efectos fisiologicos potencialmente dafinos. Segun lo declarado
por la Organizacion Internacional de Estandares (ISO):

"El objetivo principal de esta parte de la norma ISO 10993 es la proteccion de los seres
humanos de los posibles riesgos bioldgicos derivados de la utilizacion de los dispositivos

médicos." (ISO 10993-1: 2009) (Alaina et. al., 2012).

2.2.1 Pruebas de Biocompatibilidad

En un estudio in vitro se comparo la citotoxicidad de mineral triéxido agregado (MTA),
mezcla enriquecida con calcio (CEM) de cemento, Biodentine (BD) y fosfato octacélcico
(OCP) en las células madre de la papila apical humana (SCAP).

La citotoxicidad de los cuatro materiales no fue significativamente diferente de la del
grupo control a las 24, 48 y 168 h (P> 0,05). -Dos por dos comparacion reveld que la
citotoxicidad de MTA y cemento CEM fue significativamente diferentes entre si a las
168 h (P <0,05), aunque la citotoxicidad de CEM fue de menos de MTA. Citotoxicidad
de OCP y MTA también fue significativamente diferente de la otra a las 48 h y OCP tenia
biocompatibilidad mas favorable que el MTA (P <0,05).

CEM, OCP, BD y MTA mostraron biocompatibilidad aceptable cuando se expone a
SCAP. Con el tiempo, CEM mostré la menor citotoxicidad entre los materiales en estudio

(Saberi E, 2016).

MTA y Biodentine mostraron una buena biocompatibilidad en contacto con los
osteoblastos humanos y las células del ligamento periodontal. Con respecto a la
supervivencia y la proliferacion celular en particular de las células PDL Biodentine
mostrd buenos resultados y se puede considerar como un material bioactivo de

endodoncia bien tolerado (Jung S et. al, 2014).

2.3 MTA (AGREGADO DE TRIOXIDO MINERAL)



Agregado de trioxido mineral (MTA) es un cemento a base de silicato de calcio
(CSC) que se utiliza comtinmente en los procedimientos de endodoncia que implican
la regeneracion de la pulpa y la reparacion de tejidos duros, tales como el
recubrimiento pulpar, pulpotomia, apexogénesis, apexificacion, reparacién de
perforacion y llenado del extremo radicular. A pesar de ser superior en pruebas de
laboratorio y de tener un rendimiento clinico mejor, el MTA en comparacion con los
cementos de reparacién de endodoncia anteriores, tales como Ca(OH)2, el MTA
tiene pobres propiedades de manejo y un largo tiempo de fraguado. Nuevos CSC se
han lanzado y comercializado para superar las limitaciones del MTA( Dawood AE

et. Al, 2015).

El MTA es una forma refinada del compuesto original, cemento Portland (PC).
Demuestra una fuerte naturaleza biocompatible debido al alto pH y su capacidad
para formar hidroxiapatita; proporciona un mejor sellado que los materiales de
endodoncia tradicionales en los que se observa filtracion de colorantes y otros
liquidos, pérdida de proteinas y los estudios demuestran que hay penetracion de
bacterias, ademds de que se ha reconocido como un material bioactivo. En la
actualidad una gran variedad de productos comerciales de MTA estdn disponibles,
incluyendo ProRoot MTA Gris y MTA Blanco tanto de Dentsply Tulsa
Especialidades Dentales ,y el MTA Angelus (Malhotra N, 2013).

Estd compuesto principalmente de silicato tricdlcico, aluminato tricalcico, 6xido de
bismuto, lo que lo hace un cemento de endodoncia particular. Estd hecha de
particulas finas hidroéfilas que se endurecen en presencia de humedad o la sangre.
Es biocompatible, opaco a la radiacidon y es mas dificil de infiltrar, en comparacién
con los materiales clasicos de la raiz de relleno, tales como amalgama, Super-EBA, e
IRM. Los estudios y cortes en resina de apices obturados de amalgama, IRM, Super-
EBA y MTA, asi como pruebas de microfiltraciéon han demostrado que la MTA tiene
excelentes capacidades de sellado. Se requiere un tiempo de trabajo de alrededor de 5
min y un tiempo de endurecimiento que varia de 2 h y 45 min a 4 h de acuerdo con la

densidad del aire atrapado durante la mezcla y la humedad del lugar de recepcion. El



tiempo de endurecimiento largo reduce las tensiones internas y la incidencia de la
infiltraciéon marginal, pero obliga a llenar definitivamente el diente en la siguiente sesion,

con un intervalo de al menos 3 dias de la aplicacion MTA. (Casella G, 2006).

2.4 Biodentine

Biodentine es un material a base de silicato de calcio que ha llamado la atencién en los
ultimos afios y se ha recomendado para ser utilizado en diversas aplicaciones clinicas,
tales como perforaciones radiculares, apexificaciéon resorciones, rellenos retrogradas,
procedimientos de recubrimiento pulpar, y la sustitucién de la dentina. Ha habido una
considerable investigacion realizada en este material desde su lanzamiento; Sin embargo,
es escaso el niimero de articulos de revision que cotejen la informacion y los datos
obtenidos de estos estudios. Biodentine es el material fundamental del tratamiento de la

pulpa y el articulo se finalizé con el resumen de algunos informes de casos donde se ha

utilizado el material (Malkondu O, 2014).

Las caracteristicas biomecéanicas del Biodentine, sus efectos de un radio pacificador,
componentes liquidos, el grabado 4cido y bioactivacion en fluido corporal simulado se
investigaron mediante la medicion de la microdureza, inclinacion de descarga
demostrando que el Biodentine es un material de primera linea con una alta microdureza

(Antonijevi¢ D, 2016).

Biodentine (Septodont, St-Maur-des-Fossés, Francia) es un nuevo material adecuado para
diversas situaciones clinicas en endodoncia, como la reparacion de una perforacion,
relleno retrogrado, recubrimiento pulpar, y otros. Debido a que es un material nuevo, sus
propiedades deben ser analizados antes de su uso clinico de rutina. Por lo tanto, este
estudio evalud la biocompatibilidad de Biodentine en el tejido subcutdneo de ratas.

Biodentine era biocompatible con el tejido después del dia 14 (Mori GG et. Al, 2014).

2.5 Técnicas Histologicas



Todo organismo vivo (animal o vegetal) esta constituido por células. Un individuo puede
estar formado por una sola célula (organismo unicelular o protozoario o por muchas
células (organismo pluricelular).

En estas paginas dedicadas a las técnicas histologicas vamos a describir los procesos
experimentales necesarios para obtener secciones tefiidas y listas para observar al
microscopio partiendo de tejidos vivos extraidos de un animal o de una planta. Por tanto,
dedicaremos espacios a la obtencion, fijacion, inclusion, corte y tincion de los tejidos.
Todos estos apartados seguirdn el mismo esquema que los capitulos dedicados a los
tejidos o a la célula, partir de un esquema basico y ampliar la informacion sucesivamente
en paginas adicionales. No dedicaremos demasiado espacio a los instrumentos, desde el
punto de vista operativo, pero si a la conveniencia de su uso y a sus capacidades (Atlas de

Histologia Vegetal y Animal 2014).

2.5.1 Hematoxilina y Eosina

La mayoria de las células y matrices extracelulares no poseen un color propio por lo que
su observacion directa al microscopio Optico no permite observar sus caracteristicas
morfoldgicas. Para poder observarlos se emplean colorantes, sustancias dotadas de color
que se unen de manera mas o menos especifica a determinadas estructuras del tejido.

Las tinciones generales se usan habitualmente en los laboratorios de histologia para
obtener una vision general de las muestras de tejido. Normalmente combinan mas de un
colorante. La tincidbn mas comun es la que combina una sustancia como la hematoxilina y
el colorante acido eosina. La colocacion 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 (Atlas de Histologia Vegetal y Animal 2014).

2..5.2 Tricromico de Masson

Como su nombre indica esta tincion emplea tres colorantes, hematoxilina, fucsina y verde

luz. Esta tincion es muy util para poner de manifiesto las fibras de colageno, y el

conectivo en general, respecto a otros tipos celulares como el musculo o epitelios. Se



emplea mucho en la diagnosis de procesos tumorales. (Atlas de Histologia Vegetal y
Animal 2014).

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 musculo y el colageno
se uniran a los tintes acidos. Las secciones entonces se tratan con acido fosfotungstico y/o
fosfomolibdicos.

Ya que el citoplasma es mucho menos permeable que el coldgeno, los acidos
fofotplingsticos y fosfomolibdicos permiten que la Escarlata de Biebrich difunda del
coldgeno pero no del citoplasma. Los acidos fofotptingsticos 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
tefiiran de de azul y de color rojo la queratina, los globulos rojos y el tejido muscular

(Montalvo, 2010).



3. MARCO DE REFERENCIA

El uso de técnicas de microcirugia es superior en lograr tasas altas predecible de éxito de

la cirugia del extremo radicular cuando se compara con las técnicas tradicionales (Setzer

F., et. al, 2010).

El éxito del tratamiento de conductos o el tratamiento endodontico depende de multiples
factores. Un resultado favorable y/o exitoso del tratamiento de conductos radiculares se
define como la reduccion de la lesion radioldgico y la ausencia de sintomas clinicos del

diente afectado después de un periodo de observacion minimo un afio (Waltimo, 2005).

La toma de decisiones preoperatoria es vital para determinar el potencial de éxito de la
cirugia periapical. Para una adecuada exposicion de la region apical de la raiz es el mas
abordado por una incision de tipo surco. Los procedimientos quirtirgicos incluyen la
reseccion de 2 a 3 mm de la parte apical a lo largo de la preparacion extremo radicular y
el sellado. El cirujano debe decidir si estd indicada enviar la muestra de los tejidos

periapicales para su analisis histopatologico (Lieblich S., 2015).

El colocar en los conductos radiculares materiales ya sea directamente sobre los tejidos
periapicales vitales o indirectamente puede filtrarse a través de la dentina. La respuesta de
los tejidos a estos materiales por lo tanto, llega a ser importante y puede influir en el

resultado del tratamiento endodontico (Hauman C, Love R, 2003).

Hay una regresion significativa en la reaccion inflamatoria en las capsulas que indica, por
tanto, que Biodentine es un material biocompatible (Da Fonseca T., et. al, 2016). Esto
también fue descubierto por investigadores en un estudio de microfiltraciéon cuando la
microfiltracion estaba presente en todas las muestras. Menor cantidad de colorante apical
se observo en Biodentine con valor medio de 0,16 mm seguido de ProRoot MTA de 0,68
mm, 0,74 mm MTA Angelus, y GIC 1,53 mm. La mejor capacidad de sellado se observo

en Biodentine, y esta diferencia fue estadisticamente significativa (Sakshi M., 2015).
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El objetivo de un estudio realizado por Rouhani et. al. en el 2016, fue evaluar in vitro la
decoloracion de los dientes inducida por la mezcla enriquecida en calcio (CEM) agregado
de cemento y mineral trioxido (MTA). Se encontré que no hubo diferencias significativas
entre el grupo de CEM vy el grupo control en la decoloracion media. La decoloracion de
los dientes media en el grupo de MTA fue significativamente mayor que la CEM y el

grupo control (P <0,05).

También realizando un estudio comparativo in vitro se comparoé los efectos del agregado
de triéxido mineral (MTA), calcio mezcla enriquecida (CEM) de cemento, Biodentine
(BD) y fosfato octacédlcico (OCP) en la posibilidad de los fibroblastos gingivales
humanos (HGF).

Se demostrdé una diferencia significativa las 168 horas entre el MTA (P <0,05) y
Biodentine (P <0,01) y el grupo control. Por lo que se concluye que la citotoxicidad de
MTA, CEM, Biodentine y OCP contra HGF fue similar a la del grupo de control a 24 Y
48 horas. Sin embargo con el tiempo, MTA y Biodentine exhiben menos citotoxicidad

que otros materiales (Saberi et. al. 2016).

Vidal et. al. en el 2016 recién demostraron que los materiales tales como pasta de
hidroxido de calcio y el agregado de trioxido mineral se utilizan en el tratamiento
apexificacion de los dientes permanentes inmaduros, pero buscando materiales mejorados
con caracteristicas superiores en resultados de biocompatibilidad se encontré que
Biodentine que es un cemento de silicato tricalcico posee caracteristicas de manejo
adecuadas y las propiedades mecanicas y de bioactividad aceptables. El resultado clinico
y radiografico favorable en muchos casos demostr6 que Biodentine puede ser una
alternativa eficaz a los materiales convencionales de apicoformacion por su alta

biocompatibilidad.
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4. HIPOTESIS

El cemento sellador MTA tiene mejor biocompatibilidad, medido mediante la respuesta

inflamatoria y la expresion de inmunomoduladores, que el Biodentine.

12



S. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General:

Evaluar la biocompatibilidad in situ de los cementos de sellado apical MTA y Biodentine

mediante el analisis de la reaccion inflamatoria y la expresion de inmunomoduladores.

5.2 Objetivos Especificos:
* Comparar la reaccion inflamatoria inducida por los cementos MTA y Biodentine.

* Analizar la presencia in situ de Somatostatina y substancia P en respuesta a la

inoculacion de los cementos MTA y Biodentine.
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6. MATERIALES Y METODOS

Se tomaron muestras de la piel dorsal de 16 ratones de la especie Mus Musculus
de 8 semanas de nacidos. Fueron divididos en cuatro 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-ZOO-1999, la cual sefiala las técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio. Los ratones son ideales para la
experimentacion, porque los tienen todo. Son pequefios y manejables, tranquilos y nada
agresivos, y su periodo de gestacion es de solo 20 dias. Ademads, su genoma resulta muy
parecido al humano, especialmente el sistema inmunitario (Miyata K, 2016). Las técnicas
de ingenieria genética han echado el resto, ya que gracias a ellas es posible provocarles

numerosas dolencias similares al nuestro.

6.1 Descripcion del Procedimiento.

Inoculacion de los cementos: cada ratdon por separado fue anestesiado con una mezcla
de ketamina/xilacina (35 mg/Kg / 5 mg/Kg de peso). Una vez que el ratdon estuviera
anestesiado se procedi6 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 2 grupos experimentales de MTA y Biodentine. Los cementos fueron
preparados de acuerdo a las instrucciones del fabricante, fueron diluidos en agua
destilada para facilitar su colocacion dentro del tejido de la parte dorsal de cada raton.
Habiendo realizado la inoculacién de cada cemento se colocd un punto de color sobre la
piel donde fue realizada la puncion, para poder ser localizada el area con mas facilidad

cuando se llevd a cabo la toma de muestra.
6.1.2 Toma de muestras

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

habia sido previamente marcada con un plumon.
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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 realiz6 mediante la dislocacion cervical de cada uno
de ellos.

Para llevar a cabo la toma de la muestra se corto la zona en donde se realiz6 la
inoculacién del cemento.

Después de haber sido recolectada cada muestra fue colocada en un frasco de vidrio el

cual contenia formaldehido al 10% para ser fijadas.

6.1.3 Técnica Histoldgica de Parafina

Después de que las muestras fueron fijadas con formalina al 10%, se comenzo 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 llevo 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. Sin embargo, el alcohol
tampoco es miscible en parafina y para ello se realiz6 el proceso de aclaracion, 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 estuvieron aclaradas se realiz6 la infiltracion del medio de
inclusion por toda la muestra; para ello se utilizo el horno del Laboratorio de Morfologia
de la Facultad de Odontologia, UANL, el horno se mantuvo a 60° para que la parafina
llegara a su punto de fusion, esto sucede aproximadamente después de 6 horas.

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 basiandose en la ubicacion del
cemento inoculado.

Una vez que todas las muestras fueron cortadas por la mitad, cada una se coloc6 dentro
de un vasito de pléstico previamente identificado los cuales contenian parafina, y fueron

introducidas al horno durante 1 hora.
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Ya transcurrido el tiempo de espera, se sacaron del horno las muestras una por una, para
llevar a cabo la orientacion de las mismas, esto con la ayuda de pinzas de curacion ya que
las muestras deberian quedar paralelas una al lado de la otra hasta que la parafina se

solidificara a temperatura ambiente.

6.1.4 Obtencidn 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 precedid 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.

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, esto con la ayuda de un pincel y pinzas delgadas.

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

histologicas necesarias.

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. 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 10 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).
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- 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 2 minutos.
- Alcohol-Xilol durante 5 minutos.

- Xilol durante 5 minutos.

- Xilol hasta que las muestras se monten.

6.1.5.2 Tricromico de Masson

Como ya se menciono 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 10 minutos.

- Alcohol al 100% durante 5 minutos.
- 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 tincidon amarilla.

- Agua destilada, realizar 3 cambios.

- Hematoxilina de Weigert durante 10 minutos.
- Agua corriente durante 10 minutos.

- Agua destilada, realizar 3 cambios.

- Escarlata de Biebrich durante 5 minutos.

- Agua destilada, realizar 2 cambios.

- Acido fosfotungstico-fosfomolibdico durante 15 minutos.

- Agua destilada, realizar tres cambios.

- Azul de Alanina durante 6 minutos.
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- Agua destilada, realizar 3 cambios.

- Acido acético glacial 1% durante 3 minutos.

- Agua destilada durante 5 minutos.

- Alcohol a 70% durante 3 minutos.

- Alcohol al 96% durante 6 minutos.

- Alcohol al 100% durante 6 minutos.

- Alcohol-Xilol durante 3 minutos.

- Xilol durante 3 minutos.

- Xilol hasta que las muestras se monten.

6.1.6 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 evaluacion de las reacciones inflamatorias (Cuadro 1).

6.1.7 Técnica de Inmunohistoquimica

Se realizd de la siguiente manera:

1.

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

Se desparafiniza con xilol durante 15 minutos 2 veces.

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

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.
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10.
11.

12.

13.

14.

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

Colocar en alcohol al 50% durante 5 minutos.

Lavar con solucion Buffer PBS sin triton pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.

Para 2 litros de H202: Fosfato de Sodio Dibasico (Na2HPO4): 43.6 gr.

Fosfato de Sodio Monobésico (NaH2PO4H20): 12.8 gr.

Lavar con solucién Buffer PBS con triton pH 7.2 - 7.4 durante 10 minutos. ® Para
2 litros de H202

- Fostfato de Sodio Dibésico (Na2HPO4): 43.6 gr.

- Fostfato de Sodio Monobasico (NaH2PO4H20): 12.8 gr.

- Triton X-100: 2 ml.

Lavar con solucién Buffer PBS sin triton pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.
Colocar pap-pen sobre la laminilla alrededor del corte histologico.

Incubacion de los primeros anticuerpos

11.1 Solucién 1:600, se colocaron 1600 pl. de Buffer PBS con triton en cada de
los tres tubos Eppendorf'y después se colocd cada anticuerpo (Somatostatina y
sustancia P) por separado.

11.2 Se utilizaron un total de 24 laminillas, por lo cual fueron 8 laminillas por
cada anticuerpo, en cada laminilla se coloco 160 pl. del anticuerpo utilizado y se
dej6 incubando por 24 horas a temperatura ambiente.

Lavar por separado las laminillas de cada anticuerpo en solucion Buffer PBS con
triton pH 7.2-7.4 durante 15 minutos.

Incubacién del segundo anticuerpo (Goat F(ab)2 Polyclonal secondary antibody
to rabbit IgG (Fab)2 (HRP) pre-adsorbed ab6112, 1.000 mg/ml, liquido marca
Abcam, se prepar6 con 5 ml. de Buffer PBS sin triton en combinacion con 15 pl.
del anticuerpo).

Se colocd 160 pl. del segundo anticuerpo en cada laminilla (total 24) y se dejo
incubar por 2 horas a temperatura ambiente.

Lavar por separado las laminillas de cada anticuerpo en solucion Buffer PBS sin

triton pH 7.2-7.4 durante 15 minutos.
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15. Aplicacion del DAB al 0.05% + H202 al 0.04%
- 5mg. DAB
- 13 ul. H202
- 10ml. 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.

16.1 Contrastar con Hematoxilina de Harris 2 minutos

17. Deshidratar con alcoholes de menor a mayor concentracion.

- OH 50% durante 5 minutos.

- OH 60% durante 5 minutos.

- OH 70% durante 5 minutos.

- 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.

Se realizo un conteo morfométrico, en donde se seleccionaron 5 laminillas de
Inmunocitoquimica de cada uno de los cementos utilizados y se les realizo un contraste
con la tincién se Hematoxilina y asi poder distinguir las células positivas a Somatostatina
y Sustancia P. Se observaron al microscopio 2 cortes por cada laminilla y en cada uno de
los cortes se observaron 5 campos de 400 micras cuadradas, dando como total 10 campos
por laminilla y 50 campos por cada cemento, sacando el promedio de células
inmunoreactivas positivas a Somatostatina y Sustancia P.

Se utilizo la prueba estadistica de t de Student para obtener los valores de P.

ANALISIS DE LA INFLAMACION (CUADRO 1 DE RESULTADOS).
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7. RESULTADOS

7.1 Hematoxilina y Eosina / Tricromico de Masson.

Cuadro 1.

Categorias de las Reacciones Inflamatorias:

Grado I | Sin filtrado inflamatorio

Grado | Leve filtracion de células inflamatorias y ondulados depositos de fibra de

II coldgeno y fibrosis.

Grado | Densa filtracion de células inflamatorias, areas limitadas de edema tisular y

I congestion vascular.

Grado | Filtracién muy densa de células inflamatorias agudas y cronicas, areas

v edematosas generalizadas y congestion vascular junto con depdsitos de fibrina.

Tabla No. 1

Grado De Inflamacion Presente en los Diferentes Grupos

Cemento Tiempo Hematoxilina & Tricromico de
Eosina Masson

Control (Suero) 24 Horas Grado I Grado I

7 Dias Grado I Grado I
MTA 24 Horas Grado 111 Grado 111

7 Dias Grado I1 Grado I1
Biodentine 24 Horas Grado I1 Grado I1

7 Dias Grado I Grado I
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Imagen No. 1

Presencia de Reaccion Inflamatoria del Suero (Grp. Control) a las 24 Horas.

Tricromico de Masson

Se observa una nula presencia de infiltrado inflamatorio asi como tampoco células
propias de la inflamacion.

Imagen No. 1

Presencia de Reaccion Inflamatoria del Suero (Grp. Control) a los 7 dias.

Tricromico de Masson

Se observa una nula presencia de infiltrado inflamatorio, asi como tampoco células
inflamatorias.

22




Imagen No. 2

Presencia de Reaccion Inflamatoria del MTA a las 24 horas.

Tricromico de Masson

Se observa una presencia de infiltrado inflamatorio.

Imagen No. 2

Presencia de Reaccion Inflamatoria del MTA a los 7 dias.

H&E

Tricromico de Masson

Se observa una presencia de infiltrado inflamatorio.
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Imagen No. 3

Presencia de Reaccion Inflamatoria del Biodentine a las 24 horas.

Tricromico de Masson

Se observa una presencia de infiltrado inflamatorio.

Imagen No. 3

Presencia de Reaccion Inflamatoria del Biodentine a los 7 dias.

H&E Tricromico de Masson

No se observa una presencia de infiltrado inflamatorio.
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7.2 Inmunocitoquimica

Tabla No. 2

Presencia de Somatostatina y Sustancia P
Cemento Tiempo Somatostatina Sustancia P
Control (Suero) 24 Horas Positivo Positivo

7 Dias Positivo Positivo
MTA 24 Horas Positivo Positivo

7 Dias Positivo Positivo
Biodentine 24 Horas Positivo Positivo

7 Dias Negativo Negativo
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Imagen No. 4

Presencia de células inmunoreactivas a Somatostatina y Sustancia P en el grupo

control a las 24 horas.
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No se observa en la imagen presencia de células inflamatorias.

Imagen No. 4

Presencia de células inmunoreactivas a Somatostatina y Sustancia P en el grupo

control a los 7 dias.
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No se observa en la imagen presencia de células inflamatorias.
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Imagen No. 5

24 horas.

Presencia de células inmunoreactivas a Somatostatina y Sustancia P con MTA a las
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Se observa en la imagen presencia de células inflamatorias.

Imagen No. 5

7 dias.

Presencia de células inmunoreactivas a Somatostatina y Sustancia P con MTA a los

Somatostatina

Sustancia P

Se observa en la imagen presencia de células inflamatorias.
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Imagen No. 6
Presencia de células inmunoreactivas a Somatostatina y Sustancia P con Biodentine

a las 24 horas.
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Se observa en la imagen presencia de células inflamatorias.

Imagen No. 6
Presencia de células inmunoreactivas a las citosinas proinflamatorias Somatostatina

y Sustancia P de Biodentine a los 7 dias.
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No se observa en la imagen presencia de células inflamatorias.

28



8. DISENO Y ANALISIS 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 realizo un contraste con la Tincion de Hematoxilina y asi poder distinguir las
células inmunoreactivas. Se observo al microscopio 2 cortes por cada laminilla y en cada
uno de los cortes se observaron 5 campos, dando como total 10, y 50 campos por cada
cemento, sacando el promedio de células inmunoreactivas a la Sustancia P y

Somatostatina. Se emple6 la prueba t de Student para analizar diferencias.

6 -

5 -

4 -

3 -

2 -

1 -

0

SOMAT SUBP SOMAT SUB P SOMAT SUBP

MTA | BIODENTINE | CONTROL |

La grafica muestra la media y desviaciéon estdandar de células inmunoreactivas a los

Inmunomoduladores en respuesta a la inoculacién de los cementos de sellado apical.
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MTA VS CONTROL BIODENTINE VS CONTROL

SUBSTANCIA SUBSTANCIA
SOMATOSTATINA p SOMATOSTATINA P
p=0.0645 p=0.0875 p=0.0756 p=0.275

La tabla muestra los valores de p del resultado de pruebas de t de Student. Se analizaron 50
campos de 400 micras cuadradas en cada uno de los casos. De acuerdo a los valores no hay

diferencia en la biocompatibilidad de los cementos con respecto al control.



9. DISCUSION

Con una técnica diferente en otro tipo de estudio se encontré6 que Micro-Mega-MTA y
BioAggregate mostraron una biocompatibilidad similares, Biodentine era mas
biocompatible que MM-MTA y BA en la primer semana del experimento. Sin embargo,

no hubo diferencias entre los materiales al final de los 45 dias (Simsek N et. Al, 2015).

Se evaluo en otro estudio la capacidad de los dos materiales de recubrimiento pulpar a
base de silicato de calcio (Biodentine y BioAggregate) para inducir la curacion en un
modelo de lesion de la pulpa de ratas y compararlos con agregado de trioxido mineral
(MTA). Su resultado fue que los materiales de recubrimiento pulpar a base de silicatos de
calcio inducen efectos favorables sobre los procesos de reparacion durante la terapia
pulpar vital y que tanto Biodentine y BioAggregate podrian considerarse como

alternativas a ProRoot MTA (Kim J. Et. Al, 2015).

La importancia de la preparacion de la cavidad retrograda y el material utilizado para
restaurar es de suma importancia para lograr la endodoncia quirdrgica exitosa. MTA
mostrd significativamente menos microfiltracion cuando se compara con Biodentine y
fotopolimerisable GIC y no hay diferencia estadistica entre la preparaciéon punta retro

ultrasdnico y la preparacion convencional con broca (Mandava P. Et. Al, 2015).

Se utilizaron tres tipos de cementos a base de silicato: ProRoot MTA (PMTA), Orto
MTA (PMTA) y MTA Retro (PMTA). cemento mezclado se colocd en moldes de
polietileno con longitudes de 2 y 4 mm. Después de un almacenamiento durante 4 dias
bajo tres condiciones de almacenamiento diferentes, es decir, solucion salina, solucion
salina después de 5 min de sangre humana, y la sangre humana, se eliminaron los moldes
de polietileno. La microdureza superficial se midié usando un medidor de microdureza
Vickers, estructura cristalina se analizé por difraccion de rayos X (XRD), y las
caracteristicas de la superficie se examinaron con el microscopio electronico de barrido
(SEM). La contaminacion con sangre afectada perjudicialmente la microdureza superficie

de todos los materiales; Ademads, entre las muestras de 2 mm, contaminacion de la sangre
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interfirid con ajuste normal. Por lo tanto, RMTA podria ser una eleccion mas adecuada
cuando la contaminacién de la sangre es inevitable debido a la limitada profundidad.
relevancia clinica RetroMTA podria ser una eleccion mas adecuada en situaciones en las

que la contaminacién de la sangre es inevitable (Song M., 2015).

Se llevo acabo una intervencion quirurgica donde después de 3 afos de realizar un
tratamiento de endodoncia la apicectomia y colocacion de un cemento sellador fue la
mejor opcion de tratamiento a seguir (Raedel M, 2015). Sin embargo a nivel de
poblacion, la pregunta sigue sin respuesta si otras opciones de tratamiento podrian ser

potencialmente mas efectivo.

Chalakka en el 2015 logro realizar una evaluacion sobre los resultados de un tratamiento
después de la apicectomia y apexificacion en incisivos centrales superiores no vitales
adyacentes con grandes radiotransparencias periapicales, en un nifio de 10 afios de edad.
El paciente se habia quejado de la sensibilidad en los incisivos centrales superiores en la
masticacion y dio una historia de trauma en esos dientes hace tres afios. En el examen, no
resultaron ser no vital. Apexificacion (usando Metapex) y apicectomia (la obturacion con
gutapercha) se llevaron a cabo los dias 11 y 21, respectivamente. Se realizo
observaciones radiograficas a los 6 meses, 1 afio y 2 afios, después de la operacion.
Encontré una reparacion apical que era mas favorable después de la apicectomia que

apexificacion, para un incisivo central superior no vital con con dpice inmaduro.

De igual manera también se han realizado estudios donde se compara la implantacion que
tiene una carga baja en general y es significativamente menos oneroso durante el hueso y
la manipulacién de los tejidos blandos que la extirpacion quirdrgica de dientes o una
apicectomia (Reissmann DR, 2015). Los pacientes pueden ser informados de que la
colocacion del implante es menos desagradable que otros procedimientos de cirugia oral

comunmente realizados asi podemos tener encuentra otros tipos de tratamientos.

Asi mismo en un estudio realizado por Torabinejad M en el 2009 descubri6 en un estudio

una tasa significativamente alta que parece que ofrecer un éxito inicial mas favorable con
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una cirugia endoddntica, pero el retratamiento no quirtrgico ofrece un resultado mas
favorable a largo plazo, lo cual indica que primero debemos intentar realizar el

tratamiento de endodoncia.

En un estudio muy parecido a este, después de un analisis de los cortes histologicos se
evidencia una presencia no significativa o leve de la reaccion inflamatoria en el tejido
conectivo de rata en contacto con con MTA, que era diferente del tubo que contiene zinc
eugenol 6xido. El tejido conectivo se inflama moderadamente a los 7 dias, cuando en
contacto con Biodentine; sin embargo, a los 14 y 30 dias, el proceso inflamatorio era leve
o no significativo (Mor G. et., al, 2014). Lo cual concluye que a largo plazo los cementos

tiene una alta biocompatibles y no se encuentra una diferencia significativa entre ellos.
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10. CONCLUSIONES

El presente estudio realizado dentro de esta metodologia puede concluir que:

Biodentine presenta una buena biocompatibilidad, ya que presentaron un leve
filtrado inflamatorio mostrado a las 24 horas el cual desaparecid 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.

Por otro lado el MTA presento un filtrado inflamatorio a las 24 horas de
haberse obtenido las muestras, al igual se encontrd presencia de células
inflamatorias a los 7 dias, esto nos indica que el MTA pudiera seguir
ocasionando algtn tipo de reaccion inflamatoria con el paso del tiempo, por lo
cual seria recomendado analizar la investigacion sobre su biocompatibilidad
en un plazo a los 14 y 30 dias.

Tanto Biodentine como MTA presentaron un poco mas de células
inmunoreactivas a Sustancia P y Somatostatina en comparacion con el control,
sin embargo estas no fueron estadisticamente significativas, por lo tanto, se
puede concluir que los dos cementos son biocompatibles.

El presente estudio nos demuestra que el cemento sellador Biodentine es un
material que puede utilizarse como primera eleccion para los procedimientos
dentales clinicos por su excelente biocompatibilidad, asi encontrando una
atractiva alternativa al MTA. Sin embargo son necesarios mas estudios acerca

de su accién bactericida, adhesion (filtrado) y citotoxicidad.
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