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RESUMEN

El compuesto de trióxido mineral (MTA) se usa habitualmente en diferentes situaciones clínicas en endodoncia, por sus excelentes resultados y comprobada biocompatibilidad. Recientemente se sugirió el empleo de un Cemento Portland Modificado (CPM), material muy semejante al MTA. El objetivo de este trabajo fue comparar la biocompatibilidad a nivel subcutáneo de estas dos sustancias en ratas. 

Se utilizaron 24 ratas Wistar de 250-300 g de peso. En el tejido celular subcutáneo dorsal de cada una se implantaron 3 tubos de silicona de 1mm de diámetro interno, dos de ellos conteniendo MTA o CPM, respectivamente. El tercer tubo estaba vacío y se utilizó como control. Los animales se sacrificaron en grupos de 8 a los 7, 14 y 30 días. Los especimenes se fijaron en formol tamponado al 10%, se incluyeron en parafina y se obtuvieron cortes de 7 (m de espesor, los que fueron colorearon con hematoxilina-eosina, tricrómico de Masson y la tinción de Luna. 

A los 7 días los tubos vacíos no mostraron infiltrado inflamatorio, solamente se observó un tejido fibroso inmaduro alrededor de sus paredes. En el grupo CPM se observó un infiltrado macrofágico-linfocítico-plasmocitario con presencia de eosinófilos y tejido conectivo inmaduro. El grupo MTA mostró el mismo tipo de infiltrado sin eosinófilos, con abundante tejido necrótico y  numerosas células gigantes. A los 14 días en los tubos vacíos el tejido conectivo era más maduro. En contacto con el CPM persistió el infiltrado crónico con eosinófilos, y en el MTA se siguió observando necrosis y células multinucleadas a distancia. A los 30 días en todos los grupos se observó tejido fibrocolágeno maduro.

Los resultados demuestran una respuesta diferente entre los materiales investigados. Si bien, tanto MTA como CPM provocaron la formación de un infiltrado crónico, en el grupo MTA predominó la necrosis y la presencia de células gigantes, mientras que en el grupo CPM se observó una elevada presencia de eosinófilos.

ABSTRACT

Mineral trioxide aggregate (MTA) is usually employed in many clinical applications in endodontics due to its excellent results and proved biocompatibility. Recently, it was suggested the use of modified Portland cement (CPM), material very similar to MTA. Aim: The objective was to compare the biocompatibility in subcutaneous tissue between these 2 materials in rats. 

Methodology: Twenty four Wistar rats between 250-300 g of body weight were used. On the dorsal subcutaneous tissue of each animal three silicon tubes (1 mm of internal diameter) were placed: One contained MTA, another CPM and the last one was empty (control). Animals were sacrificed in groups of 8 at 7, 14 and 30 days. Samples were fixed in 10% formol buffered, were included in paraffin and stained with hematoxylin-eosin, Masson trichromic and Luna technique. Data was analyzed by exact Fisher’s test or ANOVA. 

Results: A los 7 días los tubos vacíos no mostraron infiltrado inflamatorio, solamente se observó un tejido fibroso inmaduro alrededor de sus paredes. En el grupo CPM se observó un infiltrado macrofágico-linfocítico-plasmocitario con presencia de eosinófilos y tejido conectivo inmaduro. El grupo MTA mostró el mismo tipo de infiltrado sin eosinófilos, con abundante tejido necrótico y  numerosas células gigantes. A los 14 días en los tubos vacíos el tejido conectivo era más maduro. En contacto con el CPM persistió el infiltrado crónico con eosinófilos, y en el MTA se siguió observando necrosis y células multinucleadas a distancia. A los 30 días en todos los grupos se observó tejido fibrocolágeno maduro.

Conclusion: Our results demonstrate a different response between the materials investigated. Although both showed chronic infiltration, in MTA necrosis with giant cells was evident while in CPM eosinophils could be seen at days 7 and 14.  

INTRODUCCIÓN

El objetivo del tratamiento endodóntico es lograr la limpieza, desinfección y sellado del sistema de conductos radiculares, para prevenir la proliferación de microorganismos

remanentes o la posible filtración de los mismos. Sin embargo, en algunos casos, debido a la complejidad anatómica o a iatrogenia, no es posible lograr dicho objetivo (Ozbas et al. 2003).

Ocasionalmente, los tratamientos que fracasan, según sea la causa se resuelven con cirugía endodóntica. La cirugía periapical usualmente consiste en apicectomía, preparación de la cavidad apical y retrobturación para sellar la comunicación entre el conducto radicular y los tejidos periapicales (Torabinejad et al. 1998). Durante mucho tiempo se propusieron como materiales de elección la amalgama, IRM, Super-EBA y ionómeros de vidrio. Sin embargo, estos materiales tienen el inconveniente de sufrir corrosión, electrólisis, expansión y coloración (para la amalgama), filtración, deficiencias en el sellado y adaptación marginal, alteración de su fraguado en presencia de humedad y toxicidad para los tejidos vitales (Ozbas et al. 2003).

Con el propósito de obtener un material con mejores propiedades se ha desarrollado el MTA (compuesto de trióxido mineral). Este nuevo cemento se utiliza esencialmente para lograr un adecuado sellado de las vías de comunicación entre la cámara pulpar, sistema de conductos radiculares y el espacio perirradicular (Abedi & Ingle 1995). Tiene además la habilidad de estimular la formación de tejido de reparación duro y blando en contacto con la pulpa o los tejidos periapicales (Economides et al. 2003). Fue inicialmente desarrollado en la Universidad de Loma Linda (Lee et al. 1993).

El MTA, está compuesto principalmente por: silicato tricálcico, aluminio tricálcico, óxido tricálcico, óxido de silicato, óxidos minerales y óxido de bismuto, donde el calcio es el principal ión (Abedi & Ingle 1995).

El polvo contiene finas partículas hidrofílicas que al hidratarse forman un gel coloidal que en un principio posee un pH de 10,2 elevándose a 12,5 a las 3 horas. La solidificación del gel da lugar a una estructura muy dura, que alcanza la mayor resistencia a la compresión a los 21 días (45 Mpa) (Torabinejad et al. 1995).

Su comportamiento en el tejido conectivo es similar al del hidróxido de calcio, ya que el

trióxido de calcio que forma parte del MTA, al mezclarse con agua , se transforma en

óxido de calcio y éste al entrar en contacto con la humedad de los tejidos se transforma en hidróxido de calcio, el cual al estar en un medio húmedo se disocia en iones hidroxilo e iones calcio. Éstos reaccionan con el bióxido de carbono presente en el tejido conectivo y se forma carbonato de calcio en forma de cristales de calcita. Los cuales, a su vez, estimulan a los fibroblastos para que secreten fibronectina, que va a estimular a los fibroblastos presentes en la zona, para que se transformen en células productoras de tejido duro (Campos Quintana et al. 2003).

Tanto el MTA como el cemento Portland (CP) poseen componentes semejantes: fosfato, calcio y silicio. Además el análisis macroscópico, microscópico y de difracción de rayos X, muestra que ambos materiales son casi idénticos (Campos Quintana et al. 2003).

Los materiales de retrobturación y selladores de perforaciones deben reunir distintos requisitos en cuanto a sellado, estabilidad dimensional, solubilidad, etc. Pero uno de los factores principales a tener en cuenta en la elección del material es su biocompatibilidad, a fin de prevenir alguna reacción contraria o alguna respuesta que condicione el fracaso de la terapia endodóntica (Chang et al. 1999).

Recientemente apareció en el mercado un material de características químicas muy similares al MTA: el Cemento Portland Modificado (CPM). Si bien la biocompatibilidad del MTA ha sido extensamente analizada (Abedi & Ingle 1995, Economides et al. 2003, Holland et al. 1999,
Holland et al. 2001,
Holland et al. 2002a, Thomson et al. 2003, Torabinejad et al. 1996, Torabinejad et al. 1998, Yaltirik et al. 2004), no hay bibliografía que analice las propiedades biológicas del CPM.

El objetivo de este trabajo es comparar la biocompatibilidad del MTA versus CPM cuando estos materiales fueron implantados en el tejido celular subcutáneo de ratas Wistar.

MATERIALES Y MÉTODOS

Se utilizaron 24 ratas Wistar macho de 250 – 300 grs. de peso. Los animales se mantuvieron en el bioterio de la Facultad de Medicina USAL, en jaulas de acero inoxidable con agua potable y alimento balanceado (Cooperación) ad libitum, con temperatura ambiental controlada (24° C) y ciclos de luz-oscuridad de doce horas.

Los materiales a experimentar fueron MTA (ProRoot, Dentsply Tulsa Dental, OK, USA) y CPM (Laboratorio Egeo, Buenos Aires, Argentina). Ambos se prepararon según las indicaciones del fabricante, bajo condiciones de esterilidad. Inmediatamente después se obturaron a ras los tubos de silicona de 5 mm de largo y con 1 mm de diámetro interno, utilizando condensadores manuales (Boers #70, Dentsply Maillefer, Baillagues, Suiza).

Animals were handled and maintained in accordance with international recommendations (Canadian Council on Animal Care 1980-1984). The study was approved by the Comité de Ética para la Investigación Científica of the Asociación Odontológica Argentina (Ethics Committee). 

Los animales se anestesiaron con clorhidrato de ketamina (14 mg/kg.) y acepromazina (10 mg/kg) vía intraperitoneal. Sobre la zona dorsal previamente tricotomizada y desinfectada con iodopovidona, se realizaron dos incisiones en la línea media de 1,5 cm. con una hoja de bisturí número 15 y con una tijera curva de puntas romas se divulsionó el tejido celular subcutáneo, creando así tres fondos de saco. En la incisión anterior se colocaron un tubo relleno con MTA del lado izquierdo y uno relleno con CPM del lado derecho, y se implantó en el bolsillo posterior un tubo vacío (control). Durante los procedimientos de implantación se tuvo la precaución de que los tubos quedaran bien separados entre si, para evitar la superposición de las reacciones a los diferentes materiales. Finalmente se unieron los bordes de la herida por medio de cianoacrilato.

Los animales se sacrificaron en grupos de ocho a los 7, 14 y 30 días por sobredosis anestésica. Las muestras se fijaron en formol tamponado al 10%, se incluyeron en parafina y se obtuvieron cortes de 7 (m de espesor, los que fueron colorearon con hematoxilina eosina y tricrómico de Masson. Posteriormente, de acuerdo a los resultados obtenidos se efectuaron nuevas coloraciones con la técnica de Luna para eosinófilos (Nichols et al. 1998, Jean et al. 1996). 

Dos observadores independientes evaluaron los preparados a ciegas. Se analizaron tres campos por espécimen. Para ello se utilizó un microscopio óptico Ultraphot Carl Zeiss y las microfotografías se realizaron con una cámara digital Canon Powershot A510, acopladas al mismo. .

Los datos discontinuos se analizaron estadísticamente por medio de ANOVA no paramétrico, mientras que los datos cuantitativos se evaluaron con ANOVA unidireccional.

RESULTADOS

Los resultados obtenidos se encuentran en la Tabla 1. Los parámetros semicuantitativos analizados fueron: presencia de infiltrado macrofágico-linfocítico-plasmocitario, presencia de eosinófilos y células gigantes multinucleadas. Cuantitativamente se analizó el espesor de la cápsula fibrosa (tabla 2).

El infiltrado macrofágico-linfocítico-plasmocitario se hizo presente en ambos grupos de especimenes, como así también en los tubos utilizados como control, a los siete y catorce días. En todos los casos el infiltrado fue leve, y aunque el número de especimenes fue menor en el grupo control, no hubo diferencia significativa. A los treinta días, en todos los grupos se observó tejido fibrocolágeno maduro.

Con respecto a la presencia de eosinófilos, la misma no pudo observase en el grupo control, fue muy escasa en el grupo MTA a los 7 y 14 días, y muy importante en los preparados del grupo CPM en todos los períodos de tiempo evaluados durante la experiencia, presentando diferencia significativa (p< 0.001 a la 1º y 4º semana; p< 0.05 a la 2º semana)(figura 1).
Se pudo observar que a los 7 y 14 días las células gigantes multinucleadas tuvieron una presencia más abundante en el grupo MTA, existiendo diferencia estadísticamente significativa con el grupo CPM (p=0.0002) (figura 2). Además se visualizaron amplias zonas de tejido necrótico, que en algunos casos llegaron hasta el tejido muscular subcutáneo.

El tejido fibroso inmaduro que se observó a los 7 días, fue evolucionando hasta que a los treinta días se presentó como una cápsula de tejido fibroso maduro y de menor espesor con diferencia significativa a favor del grupo control (p<0.001). 

DISCUSIÓN

El MTA es utilizado en endodoncia para sellar todo tipo de comunicaciones naturales, patológicas ó iatrogénicas entre el sistema de conductos radiculares y el periodonto. Es un material que cuenta con el respaldo de muchos trabajos de investigación y seguimiento clínico (Economides et al. 2003, Holland et al. 2002b, Thomson et al. 2003, Torabinejad et al. 1998). En la literatura odontológica encontramos estudios realizados sobre la biocompatibilidad del hidróxido de calcio, MTA y CP, entre sí  y comparados con otros materiales endodónticos exhaustivamente examinados y utilizados frecuentemente en la clínica (Campos Quintana et al. 2003, Holland et al. 1999, Holland et al. 2001, Saidon et al. 2003, Torabinejad et al. 1996, Yaltirik et al. 2004).  

Hemos evaluado la reacción inflamatoria del tejido celular subcutáneo de la rata al ser implantados tubos de silicona rellenos de MTA y CPM. Para simular las condiciones clínicas, hemos colocado los cementos a estudiar dentro de tubos (Zmener et al. 1988). Cuando se compara con la aplicación directa del material en el tejido subcutáneo u óseo, éste método permite la estabilidad del material en el lugar y  la estandarización de la interfase material-tejido.  Se han utilizado distintas clases de tubos: tubos de dentina (Holland et al. 1999, Holland et al. 2002b), tubos de teflón (Torabinejad et al. 1998, Saidon et al. 2003), de polietileno (Yaltirik et al. 2004, Molloy et al. 1992), de polipropileno (Saidon et al. 2003) y de silicona (Zmener 2004, Zmener et al. 1990). La elección de utilizar silicona en el presente estudio se debió a su capacidad de ser inocuo, bien tolerado por los tejidos (Zmener et al. 1990) y más fácil de procesar histológicamente que el teflón o el polietileno.

Consideramos de suma importancia el hecho de que no existan en la literatura científica estudios de biocompatibilidad del material CPM. De acuerdo a los resultados del análisis histológico de este estudio, hubo diferencias tanto cuantitativas como cualitativas, comparando la reacción producida por ambos materiales. 

Los resultados que hemos obtenido de los implantes subcutáneos utilizando MTA, fueron coincidentes con los hallados por otros autores (Holland et al. 1999, Yaltirik et al. 2004).

En estos trabajos en los que se evaluó la biocompatitbilidad del MTA los resultados muestran una reacción inflamatoria severa o moderada a los 7 y 15 días, con presencia de necrosis por coagulación, macrófagos y células gigantes. En periodos de tiempo más prolongados, la inflamación disminuyó y se evidenció una fina cápsula fibrosa 

No contamos con estudios específicos del CPM, pero si de un material ya investigado y mencionado como posible sustituto del MTA: CP.

Campos Quintana et al. (2003) evaluaron la biocompatibilidad del CP, incluido en tubos de polipropileno, implantados en tejido subcutáneo de ratas. No existió diferencia en la reacción tisular entre el grupo control (tubo de polipropileno vacío) y el grupo experimental (tubo de polipropileno relleno de CP), en ambos casos  se encontró una reacción  inflamatoria   de leve a moderada. Cabe destacar la presencia de células cebadas y eosinófilos en el infiltrado inflamatorio de las muestras de CP.

Estos resultados son coincidentes con nuestra evaluación de los especimenes que contenían CPM en los tubos de silicona. 

Holland et al. (2001) evaluaron la reacción inflamatoria del tejido subcutáneo de ratas al colocarse implantes de tubos de dentina, rellenos con MTA, hidróxido de calcio y CP. Las muestras de evaluaron a los 7 y 30 días. Dichos autores obtuvieron similares resultados para los tres materiales: en los cortes que se utilizó la tinción de hematoxilina –eosina, a los 7 días, se observó una reacción inflamatoria crónica leve o moderada, con algunas células gigantes en los tres grupos experimentales y a los 30 días, se encontró un tejido conectivo fibroso, en contacto con los materiales y una reacción inflamatoria leve con algunas células gigantes. No informan sobre la presencia de eosinófilos en los implantes con CP.

Holland et al. (1999) indicaron que el mecanismo  biológico de acción del MTA es similar al hidróxido de calcio, en el que los iones de calcio del material se unen con el dióxido de carbono presente en los tejidos, formando así los cristales de calcita. Esto explicaría el tipo de reacción descripta, con áreas  de necrosis y células gigantes multinucleadas.

No ocurre exactamente lo mismo con los resultados obtenidos con el CPM donde no se pudo establecer la causa por la cual se hace presente una importante cantidad de eosinófilos como parte del componente celular inflamatorio. Este parámetro requiere de un estudio específico para determinar el agente causal y si el mismo tiene alguna implicancia. Debido a que los PMN de la rata tienen la particularidad de poseer cierto grado de eosinofilia decidimos efectuar nuevos cortes y colorearlos con la técnica de Luna a fin de despejar cualquier duda sobre la presencia de los eosinófilos.  

Es necesario continuar con las investigaciones in vivo e in vitro para confirmar y ampliar los datos observados. 

CONCLUSIÓN
Los resultados demuestran una respuesta distinta entre estos compuestos. Si bien ambos provocaron la formación de un infiltrado crónico, en el grupo MTA predominó la necrosis y la presencia de células gigantes a los 7 y 14 días, mientras que en el grupo CPM se observó una importante presencia de eosinófilos a lo largo de toda la experiencia.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Tissue response to CPM at 7 days after implantation showing inflammatory cells with numerous eosinophils. X600 Luna stain.

Figure 2. 

A. A granulomatous tissue containing many inflammatory cells and numerous macrophages and foreign-body giant cells. In close contact with the material necrotic tissue could be observed. MTA 14 days (H&E, x250)

B. MTA at 7 days. At areas of tissue-material contact (arrow head), a foreign-body giant cell could be seen engulfing particles of MTA (arrow). Hematoxylin-eosin, x600)
Tabla 1. Características del infiltrado en los distintos grupos a diferentes tiempos 

	Días
	Control
	MTA
	CPM

	
	 I
	E
	G
	 I
	E
	  G
	 I
	  E
	G

	  7 
	5/8+
	0/8
	0/8
	8/8+
	1/8+
	8/8+
	8/8+
	8/8++
	0/8

	 14
	5/8+
	0/8
	0/8
	8/8++
	3/8+
	8/8+++
	8/8+
	8/8+++
	0/8

	 30
	0/8
	0/8
	0/8
	0/8
	0/8
	0/8
	0/8
	8/8+
	0/8


   I= infiltrado macrofágico-linfocítico-plasmocitario

   E= eosinófilos

   G= células gigantes

   Los números indican cantidad de animales positivos para cada parámetro

   + leve, ++ moderado, +++ intenso

Tabla 2. Espesor de la cápsula fibrosa (en (m)

	Días
	Control  
	MTA
	CPM

	  7 
	133,7 + 15,1
	120,0 + 5,3
	145,0(10,9 

	 14
	120,6 + 19,5
	135,7 + 8,0
	129,0(21,0 

	 30
	  13,8 +  0,3
	  40,2 + 0,3
	39,8 + 0,4
















































































































































































