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RESUMEN.

Introduccion: El éxito de un tratamiento endodontico depende en gran medida
del tipo de materiales que se utilizan en la obturacidén de los conductos. Se reporta
en la literatura una respuesta inflamatoria periapical que persiste afios después de
la obturacion endodontica, incluso sin manifestaciones clinicas, ni alteraciones
radiograficas, la cual puede estar relacionada con la ausencia de biocompatibilidad
del material de obturacion. Existen algunos modelos experimentales que permiten
la evaluacion de biomateriales de uso endodoéntico in vivo, sin embargo no existen
modelos que permitan su evaluacion en tejidos similares y bajo las mismas
condiciones patoldgicas para los que son disefiados. Los tejidos periodontales de
rata poseen similitudes anatomicas, histologicas, y fisioldégicas con los tejidos
humanos. Objetivos: Desarrollar y evaluar un modelo experimental que permita
estudiar la respuesta a materiales de endodoncia en tejido periapical inflamado.
Material y Métodos: Se utilizaron ratas Wistar a las que se indujo periodontitis
apical, posteriormente se realizé el tratamiento endododntico, finalizandolo con la
sobre obturacion de dos diferentes selladores endodonticos. La respuesta
inflamatoria ante estos materiales fue evaluada por medio de cortes histologicos
del tejido periapical Resultados: se desarrollo el modelo y se realizaron 2
ensayos experimentales para evaluar su funcionalidad. El primero mostré que la
exposicion pulpar al medio bucal de la rata durante 21 dias es suficiente para
inducir la lesién, obteniendo una media de 1.409 + 0.1071 mm? en el area de
lesion radiograficamente detectable, presentando una diferencia estadisticamente
significativa (P<0.0001) al compararlo con la induccién de 36 dias. El segundo
ensayo evalud histologicamente las muestra, encontrando que en el Grupo Control
negativo: los tejidos periapicales permanecieron sanos y normales, en el grupo
Control positivo: se observaron los datos caracteristicos de un tejido periodontal
inflamado, mientras que en los Grupos expuestos claramente se observo un
infiltrado inflamatorio adyacente a ambos cementos implantados en todos los
casos, ademas de que se encontré una correlacion (P<0.0001) entre el area de

infiltrado inflamatorio y la longitud de material expuesto.
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ABSTRACT.

Introduction: The success of an endodontic treatment depends largely on the type
of materials used in sealing the canals. There are some reports in the literature
about periapical inflammatory response that persists years after endodontic sealing
even without clinical or radiographic abnormalities, which may be related to lack of
biocompatibility of the sealing material. Some animal experimental models have
been proposed which enable the evaluation of endodontic biomaterials in vivo;
however there are no models for evaluation of these materials in similar tissues
under the same pathological conditions for which they are designed. Rat
periodontal tissue has anatomical, histological, and physiologic similarities with
human tissues. Objectives: To develop and evaluate an experimental model that
allows to study the response to endodontic materials in inflamed periodical tissue.
Material and Methods: Wistar rats were used for induced apical periodontitis,
later, endodontic treatment was performed, ending it with a overextend obturation
of two different endodontic sealers. The inflammatory response to these materials
was assessed by histological tissue analysis. Results: We developed the model
and conducted two experimental trials to evaluate its functionality. The first showed
that the pulp exposure to the oral environment of the rat for 21 days is sufficient to
induce the injury, with a mean of 1,409 + 0.1071 mm? in radiographically
detectable lesion area, showing a statistically significant difference (P < 0.0001)
when compared with the induction of 36 days. The second trial evaluated
histologically shows, that in the Intact Group: periapical tissues remained healthy
and normal, in the positive control group: data observed characteristic of inflamed
periodontal tissue, while clearly exposed groups was observed infiltration
inflammatory implanted adjacent to both cements in all cases, and it was found a
strong correlation between the area of inflammatory infiltrate and the length of

material exposed.
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1.- INTRODUCCION

Por definicion, la endodoncia es la rama de la Odontologia que tiene que ver con
la morfologia, la fisiologia y la patologia de la pulpa dental humana y los tejidos
peridpicales. Su estudio y practica abarca las ciencias basicas y clinicas,
incluyendo biologia de la pulpa normal y la etiologia, diagnostico, prevencion y
tratamiento de enfermedades y lesiones de la pulpa, asi como de las condiciones

perirradiculares asociadas.*

Actualmente no hay duda de la relevancia que el tratamiento de conductos ha
tomado en la poblacion. Segun la Asociacion Dental Americana (ADA), en Estados
Unidos para el afio 1969, se realizaron 6 millones de tratamientos de conductos.
En 1990 se reportd un ascenso a 13,870,000 casos y aumento hasta 30 millones

para el afio 2000.2

Segln Spangber®, Langeland afirmaba que en el siglo pasado “la mayoria de los
procedimientos terapéuticos en endodoncia se basaban en consideraciones
filoséficas, y lo que es peor, en opiniones personales y/o en la experiencia clinica

de diferentes autores, y no en evidencia cientifica.”

El objetivo del tratamiento endoddntico en dientes con necrosis pulpar y lesion
periapical debe ser la reparacion histoloégica completa, teniendo siempre presente

que la ausencia de dolor postoperatorio no es determinante de éxito en la terapia.®
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El éxito del tratamiento endodontico se define por la evaluacion clinica y
radiografica posterior al tratamiento, asi como histolégicamente, al extrapolarse los
resultados obtenidos mediante investigacion, en general realizada en animales de
experimentacion,® ya que se ha encontrado que algunos tratamientos en dientes
con necrosis pulpar y lesién periapical crénica, los hallazgos microscopicos
(histolégicos), comparados con los radiograficos, son frecuentemente diferentes.*
Leonardo® confirmo esto, pues encontrd que, en muchos casos, la reaccion
inflamatoria crénica periapical puede persistir afios después de la obturacién del
conducto radicular, incluso en ausencia de sintomatologia clinica y alteraciones
radiograficas, estando de acuerdo con Katebzadeh et al.>® y Nair et al.” Rowe
encontr6 que siempre que una radiolucencia periapical es detectada en una
radiografia, histolégicamente existe inflamacion severa o moderada, y cuando

radiograficamente se observa un ligamento periapical normal, histolégicamente

solo en el 55% de los casos lo esta.?

La obturacibn endoddntica estd directamente relacionada con el éxito del
tratamiento e implica el uso de materiales adecuados a este fin. Se afirma que la
obturacion del conducto radicular desde el punto de vista fisicoquimico debe
abarcar tres funciones principales:

1.- “Sepultar” las bacterias remanentes del tratamiento dentro del sistema de

conductos radiculares (tubulos dentinarios, istmos, ramificaciones).
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2.- Evitar la filtracién de fluidos derivados de tejidos periapicales al interior del
sistema de conductos radiculares, evitando que estos fluidos alcancen a las
bacterias que sobreviven a la limpieza quimico-mecanica.

3.- Actuar como una barrera fisica, evitando, por lo tanto, la reinfeccion del sistema
de conductos radiculares a través de la cavidad oral.

Sin embargo, estos requisitos solamente son validos si la obturacion es

satisfactoria y si el material obturador es biocompatible

Un material biocompatible es aquel que tiene la propiedad de emplearse en una
aplicacion especifica con una respuesta apropiada por parte del huésped, por lo
que, un biomaterial es un material destinado a interactuar con los sistemas

biolégicos.’

Para el desarrollo y evaluacién de materiales de uso odontolégico son necesarias
diferentes etapas que estadn descritas en el estandar 7405 de la International
Standard Organizacién (ISO), que incluye tres etapas.™®

La etapa uno incluye pruebas in vitro:

Las pruebas in vitro son populares para la evaluacibn de materiales
particularmente en la investigacion responsable que busca la disminucion en el
uso de animales de investigacion. Es recomendado que estas pruebas sean
realizadas previas a las pruebas in vivo para evaluar toxicidad aguda vy

citocompatibilidad.*
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El cultivo celular se centra en el crecimiento de células que no se organizan en
tejidos, donde las células se obtienen ya sea a través de digestion enzimatica o
mecanicamente desde tejido nativo. Las pruebas in vitro dan informacion con
respecto a la citotoxicidad, genotoxicidad, y a la proliferacion y diferenciacién
celular. Son mas facilmente estandarizables y cuantificables que las pruebas in
vivo.***® También son Utiles para evaluar la calidad de productos en cuanto a la
liberacién de aditivos potencialmente nocivos, incorporados durante la proceso de
fabricacion.’® Sin embargo, la evaluacién in vitro no es capaz de demostrar la
respuesta del tejido a los materiales, pues esta respuesta esta confinada a la
respuesta de lineas de células individuales, siendo la respuesta al biomaterial
distinta dependiendo de la linea celular utilizada. Ademés, las respuestas
celulares, tales como citotoxicidad debido a la presencia de iones metalicos,
pueden variar entre las lineas celulares.™

En el cultivo de tejidos se mantienen pequefios fragmentos de tejido, pero no
necesariamente preservan la arquitectura y funcién original. Ademas estan
ausentes diversos factores sistémicos, como la falta de vascularizacion que limita
la nutricién, el suministro de oxigeno y eliminacion de desechos, por lo tanto la
extrapolacion de los resultados a la situacion in vivo limita el modelo.

Las propiedades dinamicas del cultivo celular son dificiles de controlar y es dificil
recrear las interacciones celulares apropiadas encontradas in vivo. Una de las
principales limitaciones a la evaluacion de biomateriales es la falta de control de
carga fisiologica como la que necesita el tejido 6seo para aumentar o disminuir la

reabsorcién.*® No es posible reproducir in vitro cargas fisioldgicas que simulen la
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situacion in vivo. Actualmente existen los modelos ex vivo, pero muy pocos son
capaces de acercarse a dicha carga fisiologica y por lo general sélo utilizan

pequefias muestras de tejido."”

Por estas razones las pruebas in vivo en modelos animales son esenciales para
evaluar la biocompatibilidad con el tejido y la funcion mecanica de un material
antes de su uso clinico en humanos.

La etapa dos evalla toxicidad aguda sistémica ya sea por inhalacion, aplicacion
en piel, o implantacién en tejido subcutaneo del material. La tercera y Ultima etapa
incluye pruebas de uso en modelos animales, en tejidos comparables a los tejidos

para los cuales se disefiaron (pulpa dental, ligamento, hueso).*°

Un modelo animal tiene como atributos deseables tener similitudes con los seres
humanos, en aspectos tanto fisiol6gicos como patolégicos, asi como la posibilidad
de observar numerosos sujetos durante un tiempo relativamente corto.*® %2

Estos modelos permiten la evaluacion de materiales en situaciones diversas en un
periodo largo y en calidades diferentes de tejido. Incluso pueden evaluarse en
tejidos no vecinos al implante, lo cual es particularmente relevante para el estudio
de particulas de desgaste, que se ha informado pueden viajar a diferentes 6rganos
distantes como el higado y el bazo.?* Por otro lado, los modelos animales pueden
representar la situacion clinica mecéanica y fisiolégica de los humanos, sin

embargo hay que recordar que so6lo son una aproximacion. Cada modelo animal

tiene ventajas y desventajas. %
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Hay varios factores que deben ser considerados sobre las especies animales que
son utilizadas como modelo experimental. Segin Schimandle y Boden®, los
factores de seleccion de animales son: el costo de adquisicion y cuidado de los
animales, la disponibilidad, la aceptabilidad para la sociedad, tolerancia al
cautiverio, el bienestar y el alojamiento de los animales.

Las leyes de proteccion de animales indican el minimo de requisitos en términos
de dimensiones y caracteristicas de la habitacion, ambiente, iluminacion, etc., que
deben cumplirse al realizar un estudio en animales. Otros factores incluyen, la
facilidad de manipulacion, resistencia a infecciéon y enfermedad, la uniformidad
interanimal, caracteristicas biolégicas anélogas a los seres humanos y la

tolerancia a la cirugia.?

En cuanto al nUmero de animales utilizados, para la evaluacion de materiales en
hueso, existen normas internacionales establecidas en relacion con la especies
aptas para la implantacién que afirman que se requiere el empleo al menos de un
par de perros, ovejas, cabras o cerdos y por lo menos 4 conejos para cada

tratamiento en cada periodo de implantacion.”

Es evidente que cada una de las especies posee ventajas y desventajas en
términos de su adecuaciéon como un modelo para demostrar la respuesta de tejido
0seo para un material de implante. Mientras que los primates no humanos son a

menudo considerados como los mas apropiados. Existen claras implicaciones
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éticas en el uso de estas especies para la investigacion médica, asi como el costo,
riesgos de enfermedades zoonéticas y dificultades de manejo. **

De las especies mencionadas, el perro es descrito como quizas el que tiene la
estructura 6sea mas similar a los seres humanos, pero, hay restricciones éticas
del uso de los animales de compafia para la investigacion médica. Mientras que
las especies tales como las ovejas los cerdos y las ratas no son éticamente
emotivas.?

Los roedores son ideales para realizar investigaciones en el area biomédica,
representan un excelente modelo gracias a su tamafio en comparacion con otros
animales utilizados para experimentacion, esto facilita su manejo y control para

experimentos fisioldgicos y toxicoldgicos, ademas, su ciclo de vida corto, permite

la obtencion de resultados en un corto periodo de tiempo.*°

Desde la década de los afios 30 se han propuesto métodos para evaluar la
respuesta biolégica a la implantacion de diversos materiales de uso odontoldgico.
En estas primeras evaluaciones de biocompatibilidad el material fue implantado
directamente en tejido subcutaneo de roedores?’ sin embargo, esta implantacion
directa del material no permitia un adecuado control del mismo, sobre todo
aguellos que tenian consistencias muy fluidas, pues terminaban difundiéndose
entre los tejidos implantados; En la década de los sesentas se propuso mejorar
esta metodologia utilizando tubos de polietileno rellenos del material a estudiar,
gue también fueron implantados en tejido subcutaneo. De esta manera el material

permanecia en el sitio de la implantacion solucionando el problema de la difusién
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del material a través de los tejidos. Ademas permitia el estudio de la respuesta
histolégica adyacente Unicamente al material. Fue posible implantar distintos
materiales simultdneamente en un animal y evaluar varias respuestas en un
mismo sistema biolégico.?®*° Actualmente esta metodologia es recomendada por
la ADA® y por la ISO'® **3° como prueba preliminar para evaluar in vivo la
toxicidad de materiales cuando se dejan en contacto prolongado con tejidos
subcutaneos. Este modelo sigue siendo muy popular en el mundo y actualmente
se publican varios articulos al afio bajo este disefio para evaluar materiales

principalmente de uso endodontico.>®*

De acuerdo a Till Dammaschke la ISO en el estandar 7405 incluyé para
investigacion de materiales odontologicos destinados a estar en contacto directo
con dentina y pulpa, especies de mamiferos como monos, perros 0 puercos
miniatura, los roedores no fueron incluidos para estos fines. Sin embargo, en los
altimos 50 afios se han publicado mas de 70 investigaciones usando molares de
ratas para evaluar recubrimientos pulpares, pulpotomias y respuesta de tejidos
pulpares, aungue no para evaluar respuesta biol6gica a materiales de obturacion o

reparacion endodéntica en tejidos afectados. *

Los molares de rata, presentan similitudes anatomicas, histologicas, fisiolégicas y
pueden ser considerados como un molar humano pequefio.*** Las caracteristicas
del tejido conectivo y epitelial del periodonto de la rata son similares a las
caracteristicas de los tejidos periodontales humanos excepto por el epitelio del

surco, que es queratinizado.*® Dammaschke,** asegura que los resultados
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obtenidos en investigaciones realizadas en molares de rata fueron mas similares a
los encontrados en molares humanos que los resultados obtenidos en estudios
con perros, y en monos. A pesar de su cercania filogenética al hombre, la
respuesta biolégica que presentan sus tejidos pulpares en recubrimientos no fue
similar a la mostrada por la pulpa humana y concluyo que el molar de la rata es
un modelo valido para pruebas de materiales dentales, y evaluaciones preclinicas

de la biocompatibilidad de los mismos. Stashenko et al.*’

mostraron también que
la microbiota de los conductos radiculares de la rata es similar a la humana, mas
que la de perros y primates no humanos, lo que sugiere que el modelo en rata de
patogénesis periapical es similar a la patogénesis periapical en primates.
Adicionalmente, la respuesta biologica de las ratas progresa mas rapido que la
humana, correspondiendo un mes en la vida de la rata a 30 meses de vida

humana.*®

Dammaschke,*

concluyo que el estandar 7405 de la ISO deberia explicitamente
incluir y aprobar el modelo experimental en ratas, esto disminuiria la necesidad de
experimentar con animales de laboratorio mas grandes, los que podrian dejarse

solo para aclarar resultados inconsistentes.
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2.- ANTECEDENTES

El estudio de biomateriales especificamente de uso odontolégico comienza en
1933 con Dixon y Rickert?’ al publicar su articulo “Tissue tolerance to foreign
materials” en donde realizan implantacion de materiales en tejido subcutaneo. A
partir de aqui otros autores como Torneck,? Phillips?® y Langeland® comenzaron
a proponer y perfeccionar técnicas de implantacion subcutanea de materiales y su

estudio.

Aungue el modelo de implantacién en tejido subcutdneo ofrece muchas ventajas,
es importante destacar que los materiales de obturacion o de reparacion
endododntica nunca estardn en contacto con tejidos subcutaneos, como son
estudiados en estos modelos, y mucho menos en tejidos sanos, por el contrario,
estos materiales estaran en contacto con ligamento periodontal, dentina, cemento
radicular, y muchas veces hueso alveolar (tejidos duros), en condiciones

fisiopatolégicas de infeccion e inflamacion.

En 1955 Maurice y cols*® publican un articulo titulado “Experimental cavity
preparations in the molar of the rat”, con lo que comienza el desarrollo de nuevas
técnicas. Berman y cols.®® en 1958, realizan las primeras pulpotomias
experimentales en molares de rata, esta técnica brinda la oportunidad y el interés
de evaluar la respuesta pulpar ante el estimulo de algunos farmacos, antibiéticos y
antiinflamatorios. (fluoruro de sodio, hidrocortisona, corticoesteroides, tetraciclinas,

formocresol, formaldehido)®*®
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Kakehashi en 1965 publica el estudio “The Effects of Surgical Exposures of Dental
Pulps in Germ-Free and Conventional Laboratory Rats” en donde muestra la

influencia bacteriana en la patologia pulpar, realizado en molares de rata.>®

A partir de 1966 se comenzd a estudiar la respuesta del tejido pulpar ante el
estimulo con distintos materiales (biomateriales), tan diversos como: oxido de zinc,
hidroxido de calcio, compuestos metalicos, ionomero de vidrio, hidroxiapatita,

composites, adhesivos, mineral triéxido agregado, entre otros.?®°

En la década de los 90 el doctor Stashenko?’ utilizé los molares de la rata como

modelo para establecer la patogénesis de una lesién periapical inducida.

En cuanto a modelos para evaluar la respuesta en tejidos peridpicales en rata, los

87-91

pioneros en estos modelos fueron los doctores Muruzabal y Erausquin quienes

desde 1963 publicaron estudios que evaluaron la respuesta periapical a la

implantacion de diferentes farmacos y materiales (biomateriales). 9%

Debido a las complicaciones técnicas que presenta el modelo en ratas para la
implantacion de materiales a través de los conductos radiculares, no existen
muchos grupos de investigacion interesados en el modelo, ademas se han
propuesto otros modelos que buscan implantar los materiales en tejidos
periapicales sin utilizar los conductos como via de acceso, y haciendo uso de
técnicas quirirgicas, como en el caso del modelo propuesto por Mutoh y cols.’
en donde realizaron extracciones de los molares, para ser retroobturados con

distintos materiales y posteriormente reimplantados en su alveolo. Otro ejemplo es
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el modelo propuesto por Maeda y cols.?® en el cual realizaron un colgajo y ventana
quirurgica para lograr introducir los materiales en la zona periapical. Sin embargo
en los ultimos afios, han surgido dos grupos que trabajan en estos modelos, uno
dirigido por Dammaschke y cols.?®, que retoman el estudio de la respuesta de los
tejidos periapicales ante el uso de algunos biomateriales via intraconducto, y el

100

otro a cargo de Zmener y cols.” que han comenzado a evaluar respuesta

periapical a la sobreobturacion de materiales de uso endodontico.
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3.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El modelo mas adecuado para la evaluacion de respuesta biolégica frente al uso
de materiales de obturacion o reparacion endododntica serd aquel que simule
condiciones y reproduzca primeramente un proceso patologico (infeccién -
inflamacion) para después estimular a la reparacion dependiente del tratamiento y
de las propiedades del material de obturacion. Siendo importante la similitud
anatomica y fisiologica de los tejidos en donde se implantaran y la forma en cémo

se llevan a estos tejidos, pues debe ser la misma como se hace en la clinica.

4.- JUSTIFICACION

No existe un modelo experimental en ratas que permita el estudio de respuesta
inflamatoria periapical como resultado del uso de materiales de obturacion
endododntica que sea comparable a las condiciones en las que se utilizan, se

llevan a la zona y son evaluados radiograficamente.

Por lo tanto, es de suma importancia el desarrollo de un modelo que sea
realmente extrapolable a las condiciones en las que se utiliza y se lleva a la zona
el material de obturacién, en los tejidos adecuados; que pueda cumplir al 100%
con el protocolo endoddntico, y no solo con el potencial de ser un modelo para
evaluar materiales de obturacion, sino con las posibilidades de poder evaluar
soluciones irrigantes, medicamentos intraconducto y hasta farmacos, siendo este

modelo la base para muchas posibilidades de investigacion endodontica.
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5.- HIPOTESIS.

El modelo propuesto permitira implantar materiales en tejidos periapicales e
identificar respuestas inflamatorias distintas dependiendo de la composicion del

material de obturacién endododntica utilizado

6.- OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un modelo experimental que permita evaluar el proceso inflamatorio

periapical en respuesta a la implantacion de materiales de uso endodontico.

6.1.- OBJETIVOS PARTICULARES

. Desarrollar un modelo experimental en rata para la implantacién de
materiales de uso endodontico.

. Evaluar la respuesta inflamatoria periapical mediante técnicas histolégicas.

. Medir el tamafio de la lesién periapical inducida experimentalmente sobre
Imagenes radiograficas digitales a corto y largo plazo.

« Evaluar el modelo al utilizarlo para comparar dos cementos selladores de
caracteristicas quimicas distintas que se encuentran actualmente en el

mercado
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7.- MATERIAL 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 Biolégicas “Dr. Ignacio Chavez’, UMSNH.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 300 y 600g, 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. Los anestésicos utilizados fueron: clorhidrato de ketamina al
10% marca Anesket y clorhidrato de xilacina al 2% marca Xilapet, ambas de uso

veterinario.

Método
El proyecto de investigacion se dividi6 en dos etapas, la primera llamada

“Desarrollo del modelo” y la segunda, llamada “Evaluacién del modelo” la cual
consistid en iniciar la validacion del mismo al utilizarlo para comparar la respuesta

a dos cementos de uso endodontico que ya se encuentran en el mercado.

CD.EE. Rubén Abraham Dominguez Pérez 20 MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA SALUD



“DESARROLLO DE UN MODELO EXPERIMENTAL PARA EVALUAR RESPUESTA INFLAMATORIA EN PERIODONTO DE RATA, CON LESION PERIAPICAL INDUCIDA”

Desarrollo del modelo (primera etapa)
Se divido en tres fases:

a) Procedimientos en los animales

b) Procedimientos en las hemimandibulas
C) Procedimientos Histologicos

a) Procedimientos en los animales.

1.- Técnica anestésica
Se aplicé una combinacion de ketamina (50mg/kg, i.p.) y xylacina (5mg/kg, i.p.).

(Vea recomendaciones; A)

2.- Posicion de trabajo

Se fabricd 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 metélico fijo a la mesa de
trabajo. Sobre esta, el animal se coloc6 decubito dorsal con una marcada
inclinacion de manera que la cabeza qued6 mas alta que la cola. El microscopio
estereoscopico quirdrgico (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

posicion de trabajo se utilizo en todos los procedimientos operatorios en el animal.

(Fig. 1)
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Figura 1.

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, o 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, misma que se coloco entre las paredes del molar y los

bordes de la cavidad en el aditamento. (Fig.2) (Vea recomendaciones; B)

Figura 2.
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4.- Induccién de lesién periapical

Se empleo la metodologia propuesta por Stachenko.*” *°* Se realizo el tallado de
dos cavidades en la superficie oclusal de primeros molares inferiores derecho e
izquierdo, una sobre la fosa mesial y la otra sobre la fosa distal. (Vea
recomendaciones; C) Se utilizo una fresa de carburo con forma de bola del
numero ¥ montada en una pieza de alta velocidad, estas cavidades se
profundizaron hasta traspasar el techo de la cAmara pulpar y observar sangrado,
teniendo cuidado de no tocar el piso y sobre todo evitar una perforacion en furca.
(Fig.3) Posteriormente se permearon ambos conductos mesial y distal
introduciendo 3 milimetros de una lima calibre 1ISO 0.6 nueva para cada caso. Se
realizo una ligera irrigaciéon con solucién salina a presion de jeringa de 5ml y aguja
de 13 mm 30G, para asegurar que el acceso a los conductos fuera permeable y la
eliminaciéon de la mayor cantidad de pulpa cameral para evitar en lo maximo
posible el dolor posoperatorio pulpar. Estas cavidades se dejaron expuestas al

medio bucal de la rata durante 21 dias.

Figura 3.
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5.- Procedimiento endodontico y extrusion del material

Una vez anestesiado y colocado el animal en la posicion de trabajo, con una fresa
de carburo con forma de bola de tamafio ¥4 se unieron ambas cavidades para de
esta manera realizar el acceso coronario y exposicion de la entrada a los
conductos. Se comenzod la irrigacion con hipoclorito de sodio al 2.5% con una
jeringa de 5ml y una aguja 30G de 13mm, con lo que se retiraron restos de
alimento. Se comenzo la instrumentacion de los conductos con una lima calibre
ISO 0.6 introduciéndola 6mm, medida que se utilizo de manera estandar para
todos los conductos como medida de longitud total. Posteriormente se llevaron a
esa longitud también las limas calibre ISO 0.8 y 1.0 realizando irrigacién continua
entre cada recambio de instrumento. Posteriormente se llevaron las limas calibre
ISO 1.5y 2.0 a una longitud de 5.5mm repitiendo constantemente la irrigacion. La
instrumentacién se concluy6 con una lima calibre ISO 2.5 a una longitud de 4mm.
(Fig.4) Se realiz6 una irrigacién final y se secaron los conductos con puntas de
papel calibre 1ISO 1.5. Se prepar6 para algunos casos cemento sellador AH Plus
(Dentsply) y para otros cemento sellador Silco (Productos endodonticos
especializados) siguiendo las instrucciones de cada fabricante. Con limas calibre
ISO 1.0y 1.5 se llevaron los cementos a los conductos en donde con movimientos
de entrada y salida junto con movimientos de rotacién inversa se introdujo el
material a los conductos. Posteriormente con una punta de gutapercha calibre ISO
1.5 se llevd mas cemento al conducto para finalizar el procedimiento dejando la

gutapercha dentro del mismo. Se elimind el resto de la gutapercha con un
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instrumento caliente y se compacto en la entrada del conducto. Se elimino el
exceso de cemento sellador de la cdmara pulpar con pequefas torundas de papel.
Se lavé la cavidad, se secO y se impregnaron sus paredes con adhesivo para
resina, posteriormente se obturd con resina fluida y se polimerizd. Se revisé que la
restauracion tuviera un nivel adecuado y no presentara sobre- obturacion que

causara trauma de oclusion. (Fig.5)

Figura 4. Figura 5.

6.- Procedimientos de eutanasia

Los animales se recibieron una sobredosis inhalada de éter y se procedi6 a la
diseccion de la mandibula una vez que se verifico la perdida total de signos

vitales.

b) Procedimientos en las hemimandibulas

1.-Limpieza vy fijacion de las hemimandibulas:

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

formalina para su fijaciéon por minimo 48 horas. (Vea recomendaciones; D)

2.- Obtencion de radiografia digital estandarizada

Durante el periodo de fijacién se obtuvieron las imagenes radiogréaficas. Se fabrico
un dispositivo que permiti6 que todas las exposiciones fueran en la misma
posicion y a la misma distancia, este dispositivo consistié de un anillo de metal que
se sujetd al cono radiografico del aparato de rayos x (Corix 70 plus, Coramex)
(Fig.6). De este anillo emerge una barra que sujeta la base en donde fueron
colocadas todas las hemimandibulas, debajo de estas (Fig.7) el sensor del
radiovisiografo (Brio T10,Brio Basic Radiography Series), encima del sensor se
colocé una lamina de acero de 4mm de longitud. Esta base posee una lamina
delgada de silicona con una impresion previa de una hemimandibula, de manera
gue permitid que cualguier hemimandibula se mantuviera en la misma posicién
siguiendo referencias anatémicas marcadas en la silicona. (Fig.8) EIl tiempo de
exposicion utilizado fue de 0.16 milisegundos en todos los casos. Las imagenes
radiogréaficas digitales sirvieron para clasificar las muestras y ademas para obtener
informacion acerca del desarrollo de la lesion periapical. Las imagenes fueron
exportadas al programa Image Pro-plus (Media Cybernetics) que fue calibrado en
milimetros utilizando la imagen de la lamina de acero. Con la herramienta de
trazado de areas se marco manualmente el area radiolucida circunscrita al apice
de cada raiz por separado. Esto se realizo por triplicado en diferentes tiempos por

el mismo operador. Los valores numéricos de area de lesion medidos en
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milimetros cuadrados de cada hemimandibula fueron exportados a una hoja de

calculo de Microsoft Excel (Microsoft office) para su procesamiento.

Figura 6. Figura 7. Figura 8.

3.- Seccion de las hemimandibulas

Para facilitar el proceso de deshidratacion se obtuvo un blogque 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 apdfisis coronoides. (Fig.9)

Figura 9.

c).- Procedimientos histolégicos
1.-Descalcificacion

Por tratarse de tejidos calcificados (hueso, dentina, esmalte), los bloques de tejido
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se descalcificaron durante 30 dias en 30ml de una solucion de EDTA al 10% pH 7

con recambio de solucién a los 15 dias.

2.- Deshidratacion
Se utilizo un procesador de tejidos Microm STP120-1 (Microm International), en
donde se colocaron en la canastilla los casetes con dos hemimandibulas cada

uno. (Fig.10). EI programa utilizado se muestra en la tabla 1. (Vea

recomendaciones; E)

Tablal. Secuencia de deshidratacion

Solucién Tiempo h Solucién Tiempo h

Formol Buferado 1 Alcohol Abso 2

Alcohol 50% 1 Acetona 1

Alcohol 70% 1 Xilol 4

Alcohol 80% 1 Parafina 4

Alcohol 96% 1 Parafina 4

Alcohol 96% 2 Parafina 4
Alcohol Absoluto 2

Figura 10.
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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 de arriba. 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. (Vea

recomendaciones; F)

4 .- Corte en micré6tomo

Se obtuvieron cortes de 7 micrémetros de espesor en un micrétomo de rotacion
(Microm HM 325, Microm International). De cada hemimandibula se desecharon
aproximadamente los primeros 50 cortes, posterior a esto, todos los cortes se
recolectaron de forma seriada hasta acumular 15 laminillas con 5 o0 6 cortes cada

una. (Vea recomendaciones; G)

5.- Tincién de las muestras

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

resina para su posterior observacion.

6.- Evaluacion Histopatoldgica

Los cortes fueron observados en microscopio, obteniendo 3 microfotografias a
40X de cada raiz (mesial y distal) con el programa de captura de imagenes Leica
Application Suit. De cada imagen se realizaron 2 mediciones: area de infiltrado

inflamatorio en micrometros cuadrados y la longitud de la superficie del material en
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contacto con tejido blando en micrometros. Todas las mediciones sobre las
microfotografias se realizaron dos veces en ciego, los datos obtenidos como
promedio de ambos fueron utilizaron para los analisis.

Las areas de infiltrado inflamatorio se clasificaron en tres, infiltrado inflamatorio
leve, moderado y severo. Para realizar la clasificacion de los datos se ordenaron
de minimo (6.2 mm?) a maximo (133.2 mm?) y a partir de estos datos se definieron

los criterios de clasificacion expuestos en la siguiente tabla. (Tabla 2.)

Tabla 2. Criterios de clasificacion de la extension del infiltrado inflamatorio

Leve < 48.6 mm?
Moderado > 48.7 < 100 mm?
Severo > 100 mm?

Evaluacion del modelo (etapa dos)

Durante esta etapa se realizaron 2 ensayos experimentales para evaluar la
funcionalidad del modelo propuesto y desarrollado. El primero fue la evaluacion
del modelo de induccion experimental de lesién periapical radiograficamente

detectable (fig.11) en donde se asignaron al azar 12 ratas a los siguientes grupos.
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Grupo 1: Induccién de 21 dias (n=5), Grupo 2: induccion de 36 dias (n=5) Grupo 3:
Intacto (n=2). Una vez sacrificados los animales, se obtuvieron las radiografias

estandarizadas y se realizaron los procedimientos de Analisis.

Diseno experimental del ensayo

2.- Obtencion del maxilar inf.

1.- Induccién de 21y 36 dias post induccién de

patologia patologia
.
Grupo 1 Grupo 2
Grupo 1 Grupo 2
5 Rat 5 Ratas
5 Ratas I 5 Ratas atas
Grupo 3 (c-) Grupo 3 (c-)
Grupo 3(c-) 1 Rata 1 Rata
2 Ratas Intacta Intacta

Cavidad Oclusal Radiografia digital

E 1 3

Disefno Experimental

Dia O Dia21 Dia 36

Figura 11.

El segundo ensayo fue la evaluacion histologica del modelo empleando dos
cementos endodonticos que ya se encuentran en el mercado, en donde se
asignaron al azar los siguientes grupos. Grupo 1: patologia + AH Plus (Dentsply)
(n=10), animales a los que se les indujo la patologia periapical durante 21 diasy a
los que se les realizo tratamiento de conductos e implantacion con cemento

sellador AH Plus (Dentsply). Grupo 2: patologia + Silco (Productos endodonticos

CD.EE. Rubén Abraham Dominguez Pérez 31 MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA SALUD



“DESARROLLO DE UN MODELO EXPERIMENTAL PARA EVALUAR RESPUESTA INFLAMATORIA EN PERIODONTO DE RATA, CON LESION PERIAPICAL INDUCIDA”

especializados) (n=10) animales a los que se les indujo la patologia periapical
durante 21 dias y a los que se les realizo tratamiento de conductos e implantacién
con cemento sellador Silco (Productos endodonticos especializados). Grupo 3:
Control negativo (n=4) Grupo 4: Control positivo (n=4), animales sometidos a
procedimientos anestésicos y al tratamiento de conductos sin la implantacion de
materiales. Todos los grupos se dividieron en 2 de manera que la mitad de
animales de cada grupo se sacrifico 24 horas posteriores a la sobreobturacion y la
otra mitad a los 15 dias. Una vez sacrificados los animales, se procesaron

histolégicamente las hemimandibulas y se analizaron los resultados (Fig. 12).

Disefio experimental del ensayo ;
3.- Obtencion del maxifar inf.

1y 15 dias pos endodoncia

1.- Induccion de 2.- Endodonciay
patologia Obturacion, Mat. Af8

© Grupo3
[c+)
i Ratas

Sin Mat. -
Tratamiento

endodontioo

Radiografia digital
obt. material g g LAVEL i
correspondiente

Segmentos para histologia J

Disefio Experimental

o

Figura 12.
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8.- ANALISIS ESTADISTICO

Las areas de lesion radiografica registradas en milimetros cuadrados fueron
analizados con ANOVA de una via y prueba post hoc de Tukey, estableciendo el

nivel de significancia en P<0.05

Las areas de lesion radiografica en milimetros cuadrados agrupadas en 2
(inducidos 21 dias Vs inducidos 36 dias) se sometieron a la prueba t de student no
pareada con correccion de Welch, estableciendo el nivel de significancia en

P<0.05

El area de infiltrado inflamatorio y la longitud de material expuesto fueron
analizadas con la prueba correlacibn de Pearson, estableciendo el nivel de

significancia en P<0.05.
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9.-RESULTADOS.

El modelo desarrollado y propuesto permitio la implantacion de distintos materiales
en tejidos periapicales via conducto radicular, y la evaluacién de la respuesta
inflamatoria inducida por estos en los tejidos, con lo que se cumplié el objetivo

principal del trabajo de investigacion.

Los resultados de la evaluacion del modelo de induccidén experimental de lesion
periapical radiograficamente detectable mostraron que la exposicion pulpar al
medio bucal de la rata durante 21 y 36 dias fue suficiente para inducir la lesion,
con un mayor desarrollo de lesion radiografica en tejidos inducidos durante mas
tiempo (36 dias). Por otra parte, el grupo control no presento desarrollo de lesion

periapical radiograficamente detectable.

Al comparar: Lesiones radiograficas en raices derechas distales (Media =1.559 +
EE=0.0765), lesiones radiogréaficas en raices derechas mesiales (1.313 + 0.0685),
lesiones radiograficas en raices izquierdas distales (1.390 + 0.0668) y lesiones
radiograficas en raices izquierdas mesiales (1.373 + 0.0909) todos inducidos
durante 21 dias, no existio diferencia estadisticamente significativa entre ninguno

de los grupos. (Fig. 13).
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Figura 13. Medias y errores estandar de las é&reas de lesion periapical
radiograficamente detectables inducidas por la exposicion de los conductos
distales de hemimandibulas derechas expuestas al medio bucal de la rata 21 dias.
Ordenada: Area de lesion periapical radiograficamente detectable en milimetros
cuadrados (mm?). Abscisa: raices expuestas (Der-Dis: Derecha Distal, Der-Mes:
Derecha Mesial, 1zg-Dis: Izquierda Distal, 1zg-Mes: Izquierda mesial.)

Al comparar: Lesiones radiograficas en raices derechas distales (Media=1.768 +
EE= 0.1583), lesiones radiograficas en raices derechas mesiales (1.883 + 0.1522),
lesiones radiograficas en raices izquierdas distales (1.905 + 0.1554) y lesiones
radiograficas en raices izquierdas mesiales (1.761 + 0.1251) todos expuestos
durante 36 dias, no existié diferencia estadisticamente significativa entre ninguno

de los grupos. (Fig. 14).
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Figura 14. Medias y errores estandar de las éareas de lesion periapical
radiograficamente detectables inducidas por la exposicion de los conductos
mesiales de hemimandibulas derechas expuestas al medio bucal de la rata 36
dias. Ordenada: Area de lesién periapical radiograficamente detectable en
milimetros cuadrados (mm?). Abscisa: raices expuestas (Der-Dis: Derecha Distal,
Der-Mes: Derecha Mesial, 1zg-Dis: Izquierda Distal, 1zg-Mes: Izquierda mesial.)

Al no existir diferencias estadisticamente significativas en todos los grupos
separados por tiempos de exposicion se compard: Lesiones radiograficas en
raices mesiales derechas e izquierdas (Media=1.343 + EE=0.0558) expuestas 21
dias, lesiones radiograficas en raices distales derechas e izquierdas (1.475 +

0.0531) expuestas 21 dias, lesiones radiograficas en raices mesiales derechas e
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Izquierdas (1.822+ 0.0961) expuestas 36 dias y lesiones radiogréaficas distales
derechas e izquierdas (1.837+ 0.1082) expuestas 36 dias. Encontrando que las
areas de lesion radiogréfica son significativamente mayores tanto en mesiales
como distales de 36 dias de induccion, en comparacion con las &reas de lesion

radiografica mesiales y distales de 21 dias de induccién con una P <0.05. (Fig.

15).
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Figura 15. Medias y errores estandar de las areas de lesién periapical
radiograficamente detectables inducidas por la exposicion de los conductos
mesiales (derechos e izquierdos) y distales (derechos e izquierdos) al medio bucal
de la rata 21 dias y mesiales (derechos e izquierdos) y distales (derechos e
izquierdos) inducidos por 36 dias. Ordenada: Area de lesion periapical
radiograficamente detectable en milimetros cuadrados (mm?). Abscisa: raices
expuestas agrupadas en distales y mesiales a 21 y 36 dias de exposicion.
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Al agrupar todos los inducidos durante 21 dias y compararlos con todos los
inducidos de 36 dias, obtenemos una media de 1.409 + 0.1071 mm?en el 4rea de
lesion radiograficamente detectable a los 21 dias de exposicion y de 1.865 *
0.0727 mm? a los 36 dias de exposicién siendo significativamente mayor que los

de 21 dias de induccién con una P<0.0001. (Fig. 16).
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Figura 16. Medias y desviaciones estandar de las areas de lesion periapical
radiograficamente detectable inducidas por la exposicibn de los conductos
radiculares al medio bucal de la rata durante 21 y 36 dias. Ordenada: Area de
lesi6n periapical radiograficamente detectable en milimetros cuadrados (mm?).
Abscisa: tiempos de induccion.
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Resultados Histolégicos

Los datos obtenidos de la evaluacion histolégica del modelo experimental

propuesto y desarrollado fueron los siguientes:

Grupo Control Negativo:

Los tejidos periapicales permanecieron sanos en todas las muestras, no se
observan infiltrados de células inflamatorias y la morfologia histolégica de la zona

se muestra normal. (Fig. 17.a)

Grupo Control Positivo:

En los tejidos periapicales inducidos durante 20 dias (lesion periapical inducida
experimentalmente) se observaron los datos caracteristicos de un tejido
periodontal inflamado, células inflamatorias distribuidas en todo el ligamento,
destruccion del trabeculado 6seo con lo que el espacio del ligamento periodontal

se incremento sin afectar hueso cortical. (Fig. 17.b)

Grupos expuestos:

Los tejidos expuestos a los cementos se mostraron distintos a los observados en
los grupos control, pues claramente se observo un infiltrado inflamatorio adyacente
a ambos cementos implantados en todos los casos ademas de los datos

observados y descritos en el grupo control positivo (Fig. 17.c)
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Figura 17. Microfotografias de cortes histologicos (H&E-40X) donde se observan
las caracteristicas morfoldgicas del tejido periapical de los diferentes grupos. Las
imagenes en columnas muestran cortes histolégicos representativos realizados
transversalmente al mismo nivel. Como se muestra en la figura 18. HC: Hueso
Cortical, HT: Hueso Trabecular, LP: Ligamento Periodontal, CR: Cemento
Radicular, P: Pulpa, CE: Cemento Endodontico (material implantado), IC: Infiltrado
Celular Inflamatorio. Nétese en fila Control positivo, la destruccion del trabeculado
0seo y con esto el ensanchamiento del ligamento periodontal.
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Figura 18. Zonas en donde se realizaron los cortes histolégicos en direccion
transversal. En la figura 17, la columna 1 muestra cortes a nivel 1, columna 2
muestra cortes a nivel 2, columna 3 muestra cortes a nivel 3.

Los grupos expuestos a los cementos Silco (Productos endodonticos
especializados) y AH Plus (Dentsply) durante 1 dia categorizados segun los
criterios de clasificacion de la extension del infiltrado inflamatorio, ambos grupos

presentaron un area de infiltrado inflamatorio moderado tendiendo a leve. (Fig. 19)
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Figura 19. Magnitud de inflamacion inducida por exposicion a cementos Silco
(Productos endodonticos especializados) y AH Plus (Dentsply) durante 1 dia de
exposicion. Ordenada: % de muestras histoldgicas (60) analizadas donde se
identificaron las diferentes categorias de inflamacién. Abscisa: Categorias de
inflamacion.

Los grupos expuestos durante 15 dias mostraron una tendencia de infiltrado
inflamatorio leve tendiendo a moderado. Cabe destacar que en el caso de la
exposicién al cemento Silco (Productos endodonticos especializados) ningun corte
histologico presento infiltrado inflamatorio severo, por otro lado en el caso de la
exposicion al cemento AH Plus (Dentsply) solo el 7% de los cortes histolégicos

presentaron infiltrado inflamatorio severo. (Fig.20)
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Figura 20. Magnitud de inflamacion inducida por exposicién a cementos Silco
(Productos endodonticos especializados) y AH Plus (Dentsply) durante 15 dias de
exposicion. Ordenada: % de muestras histolégicas (30) analizadas donde se
identificaron las diferentes categorias de inflamacién. Abscisa: Categorias de
inflamacion.

Con respecto al area de infiltrado inflamatorio y la longitud del material implantado
que estuvo en contacto con el tejido se obtuvo una correlacion y regresion lineal.
Al realizar un analisis de correlacion de los datos, se encontré6 una correlacion
estadisticamente significativa (P<0.05) entre el area de infiltrado inflamatorio y la
cantidad de cemento expuesto en todos los grupos a corto y largo plazo. (Fig.21-

24)
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Figura 21. Correlacidn y recta de regresion lineal entre cantidad de cemento Silco
(Productos endodonticos especializados) expuesto 1 dia y area de infiltrado
inflamatorio observada. Ordenadas: area de infiltrado inflamatorio en milimetros

cuadrados (mm?). Abscisas: micrémetros (Um) de cemento expuesto. r= 0.7280,
P=<0.0001
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Figura 22. Correlacion y recta de regresion lineal entre cantidad de cemento AH
Plus (Dentsply) expuesto 1 dia y éarea de infiltrado inflamatorio observada.
Ordenadas: &rea de infiltrado inflamatorio en milimetros cuadrados (mm?).
Abscisas: micrometros (um) de cemento expuesto. r= 0.7539, P= < 0.0001
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Figura 23. Correlacion y recta de regresion lineal entre cantidad de cemento Silco
(Productos endodonticos especializados) expuesto 15 dias y area de infiltrado
inflamatorio observada. Ordenadas: area de infiltrado inflamatorio en milimetros
cuadrados (mm?). Abscisas: micrémetros (Um) de cemento expuesto. r= 0.7434,
P=<0.0001
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Figura 24. Correlacion y recta de regresion lineal entre cantidad de cemento AH
Plus (Dentsply) expuesto 15 dias y area de infiltrado inflamatorio observada.
Ordenadas: &area de infiltrado inflamatorio en milimetros cuadrados (mm?).
Abscisas: micrémetros (um) de cemento expuesto. r=0.7673, P= < 0.0001
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Al realizar una sobre posicion de los puntos de correlacion y las lineas de
regresion para las muestras expuestas a los cementos AH Plus (Dentsply) y a
Silco (Productos endodonticos especializados) durante 1 dia (Fig. 25), podemos
observar que el cemento AH Plus (Dentsply) muestra niveles mas elevados de
induccion de infiltrado inflamatorio y de forma mas uniforme comparado con la
induccion mas irregular mostrada por cemento Silco (Productos endodonticos

especializados), ademas de su menor induccién de infiltrado inflamatorio.
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Figura 25. Sobre posicion de correlacién y rectas de regresion lineal entre
cantidades de cementos AH Plus (Dentsply) y Silco (Productos endodonticos
especializados) expuestos 1 dia y sus respectivas areas de infiltrado inflamatorio
observadas. Ordenadas: area de infiltrado inflamatorio en milimetros cuadrados
(mm?). Abscisas: micrometros (um) de cemento expuesto.
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Al realizar una sobre posicion de los puntos de correlacion y las lineas de
regresion para las muestras expuestas a los cementos AH Plus (Dentsply) y a
Silco (Productos endodonticos especializados) durante 15 dias (Fig.26), podemos
observar que ambos cementos inducen un infiltrado inflamatorio similar (la
respuesta inicial inducida por cemento AH Plus ha disminuido notablemente) y de

forma més uniforme para los dos casos.
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Figura 26. Sobre posicion de correlacion y rectas de regresion lineal entre
cantidades de cementos AH Plus (Dentsply) y Silco (Productos endodonticos
especializados) expuestos 15 dias y sus respectivas areas de infiltrado
inflamatorio observadas. Ordenadas: area de infiltrado inflamatorio en milimetros
cuadrados (mm?). Abscisas: micrometros (um) de cemento expuesto
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Al realizar una sobre posicion de los puntos de correlacion y las lineas de
regresion para las muestras expuestas al mismo cemento (AH Plus) durante 1y
15 dias (Fig. 27), podemos observar que a 1 dia de exposicion la respuesta
inflamatoria inducida es mayor que la mostrada a los 15 dias de exposicion, con

respuestas mas uniformes para ambos casos.
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Figura 27. Sobre posicion de correlacion y rectas de regresion lineal entre
cantidades de cementos AH Plus (Dentsply) expuestos 1 y 15 dias y sus
respectivas areas de infiltrado inflamatorio observadas. Ordenadas: area de
infiltrado inflamatorio en milimetros cuadrados (mm?). Abscisas: micrémetros (ium)
de cemento expuesto.

CD.EE. Rubén Abraham Dominguez Pérez 48 MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA SALUD




“DESARROLLO DE UN MODELO EXPERIMENTAL PARA EVALUAR RESPUESTA INFLAMATORIA EN PERIODONTO DE RATA, CON LESION PERIAPICAL INDUCIDA”

Al realizar una sobre posicion de los puntos de correlacion y las lineas de
regresion para las muestras expuestas al mismo cemento (Silco) durante 1 y 15
dias (Fig. 28), podemos observar que a 1 dia de exposicion la respuesta inducida

es mayor que la mostrada por la exposicion durante 15 dias.
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Figura 28. Sobre posicion de correlacion y rectas de regresion lineal entre
cantidades de cementos Silco (Productos endodonticos especializados) expuestos
1 y 15 dias y sus respectivas areas de infiltrado inflamatorio observadas.
Ordenadas: &area de infiltrado inflamatorio en milimetros cuadrados (mm?).
Abscisas: micrometros (um) de cemento expuesto
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10.- DISCUSION.

El éxito de un tratamiento endodontico depende de varios factores, uno de los més
importantes es la obturacion como etapa final del tratamiento, el material utilizado
para esta obturacion debe tener la capacidad de crear un ambiente adecuado que
promueva la reparacion de los tejidos periapicales, capacidad relacionada con su

biocompatibilidad.'%

Numerosos estudios con diferentes metodologias y materiales han sido realizados
para evaluar biocompatibilidad. Los métodos mas populares son pruebas in vitro
de citotoxicidad, o pruebas de biocompatibilidad in vivo por medio de

implantaciones subcutaneas u 6seas en diferentes modelos animales.'®

Los estudios in vitro estan limitados a reportar la citotoxicidad de una linea celular
utilizada,'® estaran ausentes diversos factores sistémicos como el aporte nutricio,
de oxigeno y la eliminacién de desechos,*® ademéas de que no se puede estudiar

su efecto en tejidos a distancia.*

Las pruebas que se realizan para analizar biocompatibilidad por implantacion
permiten obtener mas informacién, sin embargo no son los mas adecuados debido
a que, 1.- Evaltan los materiales en tejidos distintos para los que son disefiados,
2.- Son realizados en animales con caracteristicas morfologicas distintas al
humano, 3.- son realizados en animales en donde la experimentacion ya no es
bien vista (implicaciones éticas), 4.- utilizan procedimientos quirdrgicos para

implantar los materiales, lo que aleja al modelo de la realidad clinica.
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El propésito del presente trabajo, fue desarrollar un modelo experimental en rata
que permita la evaluacibn de cementos endodonticos, bajo las mismas

condiciones clinicas en que se utilizan.

Se planted desarrollar un modelo en rata debido a su preferencia de uso como
modelo experimental y a toda la informacion existente acerca de sus

caracteristicas generales.

Antes de comenzar con el desarrollo del modelo se buscé informacién previa
sobre la utilizacion de los molares de rata en investigacion cientifica, encontrando
cuatro grupos, dos de estos en Argentina, uno a cargo de los Doctores J.
Erausquin y Margarita Muruzébal del Laboratorio de Histologia de la Facultad de
Odontologia en la Universidad de Buenos Aires, Argentina. El otro a cargo del
Doctor Osvaldo Zmener del Departamento de Endodoncia de la misma Facultad
en Argentina, otro en Estados Unidos a cargo del Doctor Philip Stashenko del
Departamento de Biologia Oral del instituto Harvard Forsyth, y el Udltimo en
Alemania a cargo del Doctor Till Dammascke del Departamento de Operatoria
Dental de la Universidad de Westphalian Wilhelms, del que personalmente
recibimos informacion y asesoria sobre su experiencia con estos modelos. A partir

de esto, comenzamos a trabajar en el protocolo del proyecto.

Durante el desarrollo de nuestro modelo encontramos diversas dificultades que
fueron solcionadas una a una, sin embargo la estandarizacion de la cantidad y la
zona de implantacion fue imposible a pesar de utilizar diferentes metodos y

formas, lo que nos hace cuestionarnos acerca de la veracidad de los resultados
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que se muestran en el trabajo de Zmener.'®

(Osvaldo Zmener es un autor que
forma parte de uno de los cuatro grupos que tienen experiencia con molares de
rata y que en 2012 publico en la revista de la Asociacion Odontolégica Argentina
un trabajo en donde sobreobturaron dos distintos materiales de obturacion
endododntica en tejidos perigpicales de rata de la misma manera propuesta en
nuestro protocolo, con la diferencia de que fue realizado en tejidos periapicales
sanos, pues no indujeron periodontitis apical previa, como nosotros lo hicimos.)

Al mismo tiempo, estas dificultades nos permitieron proponer nuevas formas de
evaluar los hallazgos histologicos y demostrar que asi como las caracteristicas
fisicas y quimicas de los cementos tienen influencia en la respuesta que
provocaran en los tejidos, tambien la cantidad implantada de material tendra
influencia directa sobre la respuesta que va a presentar el mismo, cuando una
mayor cantidad esta en contacto con el tejido mayor es la estimulacion.

Durante el desarrollo de nuestro modelo, utilizamos tanto los conductos mesiales
como los distales de primeros molares inferiores, Muruzabal y Erausquin %%
trabajaron Unicamente con los conductos mesiales del primer molar inferior,

100 ytilizaron Gnicamente los conductos distales de

mientras que Zmener y cols
molares inferiores, por su parte Dammaschke y cols. *° utilizaron el primer molar
maxilar y principalmente el conducto palatino por ser el mas grande. Todas estas
variaciones estan en funcion de la posicion en la que cada investigador coloca a la
rata para realizar los procedimientos, en nuestro modelo quisimos trabajar con

molares inferiores pues los superiores se encuentran muy cercanos a la orbita en

donde un procedimiento mal realizado podria tener repercusiones en las
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estructuras oculares. Ademas por la posicion que utilizamos, pudimos tener una
mejor visibilidad y una mejor posicion para el animal. Trabajamos ambos

conductos, sin embargo coincidimos con Zmener *®

cuando menciona que el
conducto distal es més facil de acceder y trabajar con los instrumentos
endodonticos y los procedimientos de irrigacion y obturacion, sin embargo aun con
las complicaciones técnicas que presenta el trabajo del conducto mesial, se
pueden lograr también buenos resultados. Zmener'® menciona lograr el
aislamiento absoluto de la zona operatoria (etapa esencial y necesaria en
cualquier procedimiento intradentario), sin embargo no da detalles de cémo lo
hizo. Otros investigadores que han trabajado en conductos radiculares de rata no
lo han logrado, justificandose en el pequefio tamafio de las estructuras bucales de
la rata y las complejidades técnicas para realizarlo. Con el disefio y fabricacion del
aditamento en acrilico en este estudio se logré un resultado exitoso en el

aislamiento absoluto de la zona operatoria, ademas de permitirnos una adecuada

abertura bucal.

La toma de radiografias durante el tratamiento endodontico es indispensable, pues
permiten determinar la longitud de trabajo, ademas de la calidad y longitud de la

obturacién, %4

sin embargo la toma de radiografias intraorales durante los
procedimientos operatorios en la rata resulta muy dificil de realizar, debido al
tamafio tan reducido de sus estructuras, es posible obtener radiografias al recortar

peliculas radiograficas e introducir un pequefio fragmento de estas en la cavidad

bucal, sin embargo la imagen obtenida es muy pequefia para ser analizada y
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determinante de la longitud a la que se esta trabajando o de la calidad de la
obturacion, por lo que no se obtuvieron estas imagenes transoperatorias, la
longitud de trabajo y la calidad de obturacibn se observo una vez que se
sacrificaron los animales y se obtuvieron imagenes radiograficas digitales de las
hemimandibulas ya disecadas. La longitud de trabajo se calcul6 a partir de varias
mediciones realizadas antes de comenzar el trabajo experimental en cadaveres de

rata (datos no mostrados).

Para desarrollar un modelo comparable a la clinica, primeramente debiamos
inducir una patologia para aplicar un tratamiento. Al igual que Stashenko®
utilizamos la propuesta de Kakehashi para inducir lesiones periapicales el tallar
una cavidad en molares y dejar los conductos expuestos, pero a diferencia de
Dammascke® que dejo los conductos expuestos 14 dias y de Stashenko que los
deja 15 dias, nosotros elegimos dejarlos expuestos durante 21 dias, después de
gue nuestro ensayo evaluando el desarrollo de las lesiones a 21 y 36 dias mostro
la formacion de la lesidbn en ambos casos, pero segun Stashenko hasta los 15 dias
se podria considerar una lesién aguda y a partir de los 20 dias se detiene el
crecimiento de la lesion y se establece por lo que la considera crénica, nosotros
quisimos darle a nuestra lesion esta caracteristica de cronicidad por eso
intentamos incluso mas tiempo de exposiciéon, 36 dias, sin embargo no utilizamos

este tiempo debido a que muchas piezas debilitadas por la cavidad sufrian fractura

de alguna de las paredes, con lo que dificultaba los siguientes procedimientos
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ademas de aumentar la variabilidad. A 21 dias de exposicion las fracturas fueron

minimas.

En cuanto a la evaluacion de la respuesta de los tejidos periapicales
histologicamete, se realizaron cortes longitudinales de los tejidos, sin embargo el
infiltrado celular quedaba oculto pues dependiendo de la zona en donde coincide
el corte puede observarse un area de infiltrado grande o pequefia, sin significar
esto que la respuesta fue mayor o menor. Esta problematica se elimino al realizar
los cortes de manera transversal, ademas esta orientacion permite obtener un
mayor numero de cortes (300 cortes de 7 micrometros cada uno), respecto a una
disposicion de cortes longitudinales (42 cortes de 7 micrometros cada uno). Esta
gran diferencia nos permite tener mas material para analizar.

Al poner a prueba nuestra propuesta de modelo al utilizarlo para comparar dos
materiales selladores que ya se encuentran en el mercado, demostramos que el
modelo funciona adecuadamente y que se puede utilizar para evaluar distintos
materiales.

Para evaluar los hallazgos histolégicos, al contrario de todos los métodos
propuestos y utilizados, nosotros no utilizamos Unicamente escalas subjetivas de
evaluacion, nuestros resultados se fundamentan en las mediciones de areas y
longitudes. Al encontrar una correlacién entre la longitud de la superficie de
cemento endoddntico expuesto al tejido y el tamafio del area de infiltrado
inflamatorio inducido, mostramos que si existe una relacion directamente

proporcional entre la cantidad de material implantado y la respuesta inflamatoria, y
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que no solo influyen las caracteristicas quimicas o fisicas de los materiales, como
se estudian en todas partes. Al comparar las lineas de regresion de cada grupo
expuesto podemos evaluar el comportamiento que presenta el tejido dependiendo
no solo de las caracteristicas del material sino también de la cantidad expuesta,
nosotros observamos en nuestro ensayo, que a 1 dia de exposicion la respuesta
de los tejidos es mayor, en ambos cementos debido probablemente a la liberacién
de sustancias durante el endurecimiento, para el caso del cemento Silco
(Productos endodonticos especializados) a base de oxido de zinc y eugenol puede
deberse a la liberacion de eugenol, se sabe que los cementos a base de oxido de

zinc y eugenol son materiales irritantes y que provocan una reaccion inflamatoria

5 6

en contacto con tejidos conectivos.’®® Briseno y Willershausen'®® evaluaron un
sellador a base de oxido de zinc y eugenol que mostré potencial citotoxico
moderado inicial y una recuperacién notable del tejido posterior a 13 dias de
aplicacion. Maeda y cols.?® notaron una reaccién inflamatoria severa después de
una semana de exposicion al cemento a base de oxido de zinc y eugenol, que
desaparecié después de 2 semanas, estos resultados fueron similares a los

108

mostrados por Olsen y cols.'®" Por otro lado Bouillaguet y cols.'® evaluaron la

citotoxicidad de varios cementos endodonticos, entre ellos el AH Plus (Dentsply),
encontrando que todos tenian citotoxicidad severa, igualmente, Lodine y cols.*®
evaluaron la citotoxicidad de AH Plus (Dentsply), encontrando que recién
mezclado y colocado es severamente toxico, ya en estudios in vivo, se ha visto

que la respuesta a AH Plus (Dentsply) es moderada a severa pero que disminuye

a traves del tiempo. Se cree que esta citotoxicidad inicial se debe a la liberacion de
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trazas de formaldehido durante su polimerizacién.?® estos hallazgos coinciden con
los nuestros, pues la exposicibn a ambos cementos mostro en los tejidos una
respuesta por infiltrado inflamatorio inicial de moderada a leve después de un dia
de exposicion, disminuyendo notablemente en ambos casos a leve tendiendo a

moderada después de 15 dias de exposicion.
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11.- CONCLUSIONES.

En conclusién, el modelo desarrollado presenta numerosas dificultades técnicas,
muchas de estas previamente descritas y muchas otras no (lo que pone en duda
muchos de los resultados mostrados en algunos articulos) sin embargo una vez
que se tienen las herramientas y el disefio del mismo, puede utilizarse como un
modelo adecuado para evaluar materiales de usos endodéntico bajo condiciones
muy similares a las encontradas en la clinica. Como todo modelo tiene sus
limitantes por involucrar la variabilidad biolégica a la que esta expuesto cualquier
modelo.

Al encontrar en la literatura mayor porcentaje de articulos en donde utilizan
modelos de implantacion en animales mas grandes (perros o simios, por ejemplo)
nos damos cuenta de que son mas sencillos, sin embargo por las tendencias que
se observan en la investigacion con animales, poco a poco desapareceran esos
modelos y la Unica alternativa a corto plazo seran los modelos con roedores, por lo

que resulta importante comenzar a trabajar y perfeccionar estos técnicas.
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11.1 Perspectivas.

Aunque el desarrollo del modelo, objetivo principal de este trabajo ha sido
concluido, aun quedan aspectos que no fueron estudiados y que ofrecen la
posibilidad de realizar nuevos trabajos como lo son:

-Estudios anatémicos de las estructuras dentales y periodontales de la rata, que
permitan tener un profundo conocimiento de la anatomia normal de sus
estructuras, bajo distintas condiciones de edad y sexo

-Evaluaciones histolégicas de los tejidos implantados y su correlacion con algunos
biomarcadores de respuesta inflamatoria en sangre periférica (interleucinas,
factores de necrosis tumoral, proteina C reactiva)

-Evaluaciones histologicas sobre cortes sometidos a técnicas histoquimicas,
ejemplo “TRAP tartrate-resistant acid phosphatasa reaction” (usada como
marcador de osteoclastos)

-Pruebas biomecanicas de flexion, para evaluar la calidad del hueso adyacente a
los materiales implantados.

-Cuantificacion de algunos biomarcadores relacionados con la osteoporosis
(Fosfatasas alcalinas Oseas, Osteocalcina, Calcio, Fosfatasas éacidas) y su
interaccioén con el material implantado.

-Buscar y evaluar en algunos 6rganos a distancia (higado o rifion) diferencias por
presencia de minerales o productos de metabolismo que pudieran tener

implicaciones patologicas.
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