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RESUMEN.

Diversos investigadores han modificado la composicion quimica del material endoddntico MTA para
mejorar sus propiedades, se ha propuesto recientemente al fluoruro de sodio como un aditivo.
Obijetivos: Evaluar en un modelo experimental en rata la respuesta biolégica del tejido éseo
adyacente a perforaciones en furca selladas con MTA adicionado con fluoruro de sodio (MTA-F) y
compararla con la mostrada por el MTA y ZOE. Material y Métodos: Se utilizaron ratas Wistar a las
que se les realiz6 una perforacion en la furca de los primeros molares y se repardé con MTA, MTA-F
y ZOE. Se evalud la respuesta biol6gica del tejido 6seo en cortes histolégicos tefiidos con las
técnicas H&E y TRAP en donde se cuantificaron los osteoclastos a 1 dia de exposiciéon y se calcul6é
el porcentaje de la densidad Osea a los 15 dias. Resultados: existieron diferencias
estadisticamente significativas (P<0.01) entre la densidad 6sea 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 a los 15 dias. No existieron diferencias estadisticamente significativas (p «
0.05) en la densidad 6sea entre los grupos MTAy MTA-F a 1 y 15 dias. Existi6 una correlacion (R2
= 0.9869) entre la actividad osteoclastica a 1 dia de exposicién y el porcentaje de densidad 6sea a
los 15 dias. Conclusion: La adicién de fluoruro de sodio a MTA no represento mejoria significativa
en el comportamiento bioldgico de los tejidos expuestos.

1. INTRODUCCION.

En el campo de la Endodoncia y de los tratamientos restaurativos, las perforaciones son
complicaciones que se definen como comunicaciones patoldgicas entre el espacio del conducto
radicular y el aparato de sostén del diente. Independientemente de la causa, una perforacion
constituye una invasién de los tejidos periodontales que, si bien inicialmente provoca tan solo la
aparicion de inflamacién con pérdida de la insercion epitelial, finalmente puede poner en peligro la
vida del diente (Silveira et al., 2008). El avance 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 deben ser sometidos a una
serie de pruebas antes de que se pueda justificar su empleo en seres humanos (Anusavice, 2004;
Ochoa, 2006). Como recomendacion de la Asociacion Americana de Endodoncia, el uso de nuevos
materiales y métodos terapéuticos debe estar basado en estudios de laboratorio, bioldgicos y
clinicos (Parirokh y Torabinejad, 2010). Gangler en el afio 2005 propuso un modelo de tres etapas
para evaluar materiales dentales con el objetivo de probar su biocompatibilidad (Gangler, 2005). La
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primera etapa son las pruebas in vitro; Se realizan con el material 0 un extracto de este que se
pone en contacto con algun sistema bioldgico (Costa y Hebling, 1997).

En estas pruebas se puede determinar la muerte, crecimiento, y funcién celular, asi como, evaluar
la integridad del material genético de la célula (Kawahara et al., 1968; Anusavice, 2004). Resultan
muy Utiles para la evaluacion de los efectos biolégicos de los biomateriales y tienen como ventajas
que no requieren el uso de animales de experimentacidn, 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
limitadas (Rios et al., 2001). Es aceptado que las pruebas in vitro sean utilizadas como una primera
etapa para evaluar la toxicidad y citocompatibilidad, de modo que, se evite el uso innecesario de
los animales al realizar pruebas de materiales citolégicamente inapropiados (Pearce et al., 2007;
Richards et al., 2001). La segunda etapa son las pruebas in vivo. Por lo anterior, sabemos que los
modelos animales son esenciales para evaluar la biocompatibilidad, la respuesta tisular y la funcién
mecénica de un material dental antes de su uso clinico en humanos (Urban et al., 2000). La tercera
etapa son las pruebas de uso, primeramente en animales en donde se colocan en tejidos
comparables a los tejidos humanos para los cuales se disefiaron los materiales (pulpa dental,
ligamento periodontal, hueso alveolar). Histéricamente los animales seleccionados como modelos
experimentales para pruebas de uso de materiales dentales han sido el simio, el perro y la rata. Sin
embargo cada vez existen mas complicaciones éticas para el uso de simios y perros, dejando
como alternativa a la rata. La rata es ideal para realizar investigaciones en el area biomédica,
representa un excelente modelo gracias a su tamafio en comparacién con otras especies utilizadas
para experimentacién, esto facilita su manejo y el control de variables en experimentos en las
areas de fisiologia y toxicologia, ademds, su ciclo de vida breve, permite la obtencion de resultados
en un corto periodo. (Hedrich et al.,2003). Otra ventaja que presenta la rata como modelo
experimental, es que sus molares, presentan similitudes anatémicas, histoldgicas y fisiolégicas con
los molares humanos por lo que son considerados como un molar humano pequefo.
(Dammaschke et al., 2010) Asimismo, las caracteristicas del tejido conectivo y epitelial del
periodonto de la rata son similares a las caracteristicas de los tejidos periodontales humanos.
(Weinberg et al.,1999) El molar de la rata puede ser utilizado como un modelo valido para pruebas
de materiales dentales y evaluaciones preclinicas de biocompatibilidad. Sin embargo este modelo
no ha sido explotado debido a las complejidades técnicas que representa su manejo.
(Dammaschke et al., 2010).

2. OBJETIVOS.

Desarrollar un modelo experimental en rata que permita evaluar de forma cuantitativa a través de
técnicas histolégicas e histoquimicas la respuesta biol6gica del tejido éseo adyacente a
perforaciones en furca de los primeros molares madibulares selladas con distintos materiales de
uso dental.

3. MATERIAL Y METODOS.

Los procedimientos experimentales se realizaron de acuerdo a la Norma Oficial Mexicana (NOM
062-Z00-1999) de especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de
laboratorio y la guia de los Institutos de Salud Nacional (NIH) para el cuidado y uso de los animales
de laboratorio, publicacion N01-OD-4-2139, 2011, teniendo siempre presente reducir al minimo el
dolor y sufrimiento de los animales. 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. Se dividieron al azar las ratas en 4 grupos, dos grupos control (intactos y control positivo) y
2 grupos a los que se les colocaron materiales distintos que ya son utilizados en el mercado (MTA
Y MTAF) (Fig.1).
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DiACERO -Acceso coronario
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EXPOSICION

Fig. 1. Disefo experimental.

Los animales se pesaron y se les aplico via intraperitoneal una combinacién de anestésicos:
ketamina (50mg/kg) y xilacina (5mg/kg). Se fabricé un dispositivo para la colocacién ergonomica
del animal y del operador durante los procedimientos operatorios, el animal se colocé decubito
dorsal con una marcada inclinacién de manera que la cabeza quedd mas alta que la cola. Un
microscopio estereoscopico quirdrgico (Carl Zeiss 26516, Germany) se colocd sobre la mesa de
trabajo justo por arriba de la cabeza del animal y de frente al operador. Esta posicién de trabajo se
utilizé en todos los procedimientos operatorios en el animal. Se disefié y modelé un aditamento en
acrilico autocurable que permiti6 mantener la boca de la rata en maxima apertura. A este
aditamento se le hizo una perforacién en la zona de primeros molares, lo que permitid el
aislamiento absoluto del campo operatorio. Se procedié a realizar el acceso coronario en los
primeros molares inferiores derecho e izquierdo con una fresa de carburo con forma de bola de
tamafio ¥ hasta encontrar el acceso a los conductos radiculares, seguido de una perforacion en la
pared mesial del conducto distal utilizando una fresa de diamante montada en un dispositivo
ultrasénico Varios 350 (Nsk), este procedimiento se realiz6 con abundante irrigacion con solucion
salina. Posteriormente se llevé a cabo el secado del interior de los conductos con puntas de papel
finas y se prepararon los materiales de acuerdo a las indicaciones de los fabricantes, los cuales se
llevaron a la zona de la perforacién con ayuda de un explorador modificado en su punta, se
compacto el material con puntas de papel y se obturo la cdmara pulpar y la cavidad de acceso con
ionémero de vidrio tipo Il. Cada rata fue colocada en una caja limpia sobre una cama térmica hasta
su completo restablecimiento. En cuanto cumplieron el tiempo experimental segin su grupo,
recibieron una sobredosis anestésica como método de eutanasia y se procedio a la diseccion de la
mandibula una vez que se verifico la pérdida total de signos vitales. Ambas hemimandibulas
(derecha e izquierda) se lavaron en agua corriente, se eliminaron restos de tejidos blandos y se
sumergieron en 50ml de solucién amortiguadora con formol 10% para su fijacién por minimo 48
horas. Durante el periodo de fijacién se obtuvieron imagenes radiograficas digitales de cada una de
las hemimandibulas que permitieron la seleccion de las muestras a ser procesadas
histol6gicamente, descartando las muestras en donde no se logré la perforacion, no se logré una
buena obturacién de la perforacién o en las que se presentd fractura. Se llevaron a cabo dos tipos
de tinciones: tincion de hematoxilina y eosina convencional en tejidos expuestos a 1 y 15 dias a los
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biomateriales y la tincion histoquimica TRAP (fosfatasa acida tartrato-resistente) para tefiir
osteoclastos de rojo y cuantificarlos en los tejidos expuestos a 1 dia.

Se obtuvieron micrografias a 4X, 10X y 40X de los cortes histolégicos de ambas tinciones con el
programa de captura de imagenes Leica Application Suit mismo que despliega una barra de escala
en cada una de las micrografias y a partir de la cual se realizo la calibracion del programa Image-
Pro plus con el que se realizaron todas las mediciones. La respuesta bioldgica fue evaluada
mediante el conteo de osteoclastos a 1 dia de exposicion, (Fig. 2) la medicidon de densidad 6sea a
15 dias (Fig. 3) y la correlacién de ambas (Fig.4).

Fig. 2. Micrografias de cortes histoldgicos (TRAP). Se observan las caracteristicas morfoldgicas del
tejido en la zona de la furca. La imagen izquierda muestra un corte longitudinal a 4X representativo
de los grupos expuestos, en azul el area medida. La imagen derecha muestra un acercamiento
(40X) que posibilita el conteo de osteoclastos en el area.

Fig. 3 Micrografia de corte histoldgico longitudinal 4X (H&E). Se observan las caracteristicas
morfolégicas del tejido periapical. En azul: 4rea total, en negro: area tejido mineralizado. Ambas
areas se emplearon para calcular el porcentaje de densidad 6sea.

4. RESULTADOS.

Se encontrd diferencia estadistica significativa (P <0.01.) entre el porcentaje de densidad 6sea de
los grupos expuestos y de los grupos control (positivo e intactos), y no existio diferencia estadistica
significativa entre los resultados mostrados por los grupos expuestos entre si. Existio una
correlacién (R2= 0.9869) entre la cantidad de los osteoclastos presentes a 1 dia de exposicién y el
porcentaje de la densidad 6sea a los 15 dias (Fig.4). Lo que muestra que el modelo permite
identificar diferencias entre grupos expuestos y los controles.
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Fig. 4. Correlacion y recta de regresion lineal entre el nimero de osteoclastos presentes a 1 dia de
exposicion y el porcentaje de densidad ésea a 15 dias de exposicion.
R*= 0.9926.

5. CONCLUSION.

El modelo experimental de perforacion intencional de furca y reparacion con cementos, permite
conocer la influencia de los materiales directamente sobre el tejido éseo. Este modelo experimental
propone una forma indirecta de evaluar la respuesta inflamatoria y por lo tanto la biocompatibilidad
de cada uno de los materiales. Aun cuando parte de esta respuesta es debida al estimulo
mecanico Yy fisico causado durante la perforacién, la diferencia entre grupos es debida en gran
parte a la composicién quimica de los materiales.
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