INVESTIGACION

Respuesta del tejido periapical de la rata al ProRoot
MTA y a un cemento Portland modificado:
un estudio metodolégico

Periapical tissue response to ProRoot MTA and to a modified
Portland cement in rats: A methodological study

Resumen

Con el objeto de poner en contacto directo con los tejidos periapicales de la rata dos materiales a base de
compuesto de minerales triéxido (ProRoot MTA y CPM), ampliamente sugeridos para ser utilizados como
materiales de obturacion retrograda, se investigd la posibilidad de utilizar el conducto de la raiz distal del
primer molar inferior como via de acceso a éstos. Se utilizaron para ello 15 ratas Wistar macho de 250-
300 g de peso. Luego de la apertura de la camara pulpar de ambos primeros molares (derecho e izquier-
do) los conductos se instrumentaron hasta una lima #30 limitando su penetracion hasta aproximadamen-
te 3,5 mm y hasta sentir la constriccién por sensacion tactil acompanada por una irrigacién constante con
suero fisioldgico. Los conductos del lado derecho e izquierdo se obturaron con CPM o ProRoot MTA res-
pectivamente y las cavidades de acceso fueron selladas mediante doble capa de ionémero vitreo. Los
animales se sacrificaron luego de 7, 14 y 60 dias, y los molares juntamente con los tejidos circundantes
se removieron, se descalcificaron con EDTA y se prepararon para su estudio con microscopia 6ptica de
acuerdo con procedimientos de rutina. El andlisis histopatolégico reveld que a los 7 dias ambos materia-
les problema produjeron reacciones inflamatorias de tipo granulomatoso en los tejidos periapicales cir-
cundantes. A los 14 dias, la intensidad de las reacciones inflamatorias, si bien algo irregulares, se mantu-
vo constante aunque en general tendia a reducirse hacia el final de la experiencia. Los resultados de-
mostraron que el conducto distal del primer molar inferior resulté ser una via de acceso facil para el
acopio y contacto de materiales de obturacién retrégrada con los tejidos periapicales de la rata. Sin em-
bargo, a causa de la gran variabilidad anatdmica y estructural del apice radicular, el método requiere aun
de un procedimiento mas exacto para la determinacion de la longitud de trabajo, permitiendo de esta for-
ma una mejor adaptacion de los materiales investigados en contacto con los tejidos periapicales.

PAaLABRAS cLAVE: endodoncia, CPM, MTA, materiales de obturacion retrograda, tejidos periapicales.

Summary

The considerable anatomic differences of the apical and periapical tissues in rats when compared to hu-
mans preclude their use in experimental apicoectomies and the testing of root-end filling materials. The
aim of this methodological study was to investigate the feasibility of using the distal root of the mandibu-
lar first molar in rats to establish, through the root canal, direct contact of ProRoot MTA and CPM with pe-
riapical tissues. MTA and CPM, the latter a novel Portland cement-based material, are currently both re-
commended for retrograde filling. For this experiment 15 white male Wistar rats weighing 250-300 g were
used. In each rat, access was gained through the distal half of the oclusal surface of the mandibular left
and right first molars using round drills until the pulp chamber was exposed. The root canals were instru-
mented to the apical constriction to a final #30 K-file, accompanied with profuse saline irrigation. The left
and right distal canals were filled with CPM or ProRoot MTA respectively and the access cavities were
double sealed with a glass ionomer. The animals were killed after 7, 14 and 60 days. Specimens were fi-
xed in 10% buffered formalin, decalcified in EDTA and processed for routine histologic observation. Mi-
croscopic findings showed an intense granulomatous reaction in contact with both, MTA and CPM, es-
pecially at the 7 and 14-day observation period. This reaction showed a tendency to decrease at the end
of the experiment albeit that the inflammatory reaction in contact with MTA was less. The results showed
that the distal root of the mandibular first molar is a potential and suitable access mode to get contact
between different root-end filling materials and the periapical tissues of the rat. However, due to the great
anatomic and structural variability of the root apexes, the method presented here requires an improve-
ment of the procedures to obtain a more reliable and reproducible determination of the working length,
thus allowing for a more precise contact between the filling material and the periapical tissues.

Key worps: endodontics, CPM, MTA, root-end filling materials, periapical tissues.
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Introduccion

En los casos de fracaso de un tratamiento en-
dodéntico y cuando por algin motivo especifico
no es posible realizar el retratamiento por via del
conducto radicular, los procedimientos quirdrgi-

cos, como la apicectomia, el curetaje de los teji-
dos patoldgicos perirradiculares y la posterior
obturacion del apice radicular por via retrégrada
son los procedimientos de eleccion. En estos ca-
sos, el material utilizado para el sellado del ex-
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tremo radicular estara en permanente contacto
con los tejidos circundantes. Por ese motivo, las
propiedades requeridas para un material de ob-
turacion retrégrada son a) poseer una buena ad-
herencia a las paredes dentinarias de la cavidad
preparada para tal fin, b) ser de facil manipula-
cion, ¢) ser radiopaco, d) ser dimensionalmente
estable y no reabsorbible, €) no ser afectado por
los fluidos tisulares y f) ser bien tolerado por los
tejidos periapicales e inducir y/o promover de al-
guna manera el desarrollo del proceso reparati-
vo."? Lamentablemente, la mayor parte de los
materiales utilizados hasta el momento no cum-
plen totalmente con estas condiciones.

El compuesto de triéxidos minerales (MTA),
introducido a comienzos de 1990, pareceria sin
embargo reunir algunas de las propiedades
mencionadas y ha sido utilizado exitosamente
como material de proteccion pulpar directa e in-
directa,® en casos de reabsorciones cemento-
dentinarias,* en procesos de apexificacion® o re-
paracion de perforaciones radiculares.®” Los re-
sultados de las investigaciones realizadas en
relacidon con sus cualidades especificas han
permitido recomendar al MTA como material de
obturacién retrégrada.®'° Si bien el MTA fue ade-
cuadamente descripto en la literatura cientifica
por Lee et al. en 1993,7 en realidad recién fue
aprobado para ser utilizado en humanos en
1998, por la Comisién y Administracion de Ali-
mentos y Drogas, USA. El producto es actual-
mente comercializado con el nombre de ProRo-
ot MTA (Dentsply/Tulsa, OK, USA) y esta cons-
tituido esencialmente por cemento Portland con
una proporcién de 4:1 de éxido de bismuto como
agente radiopacificador.® ® El cemento contiene
silicato tricalcico, aluminio tricalcico, 6xido tri-
calcico y otros 6xidos minerales, formando de
esta manera un polvo hidrdfilo que fragua cuan-
do se lo mezcla con agua. El producto final es
un gel coloidal que solidifica en forma de una
estructura dura favorecida por la humedad pre-
sente en los tejidos circundantes.?”'° El produc-
to hidratado tiene un pH inicial de 10,2 que pue-
de aumentar a 12,5 aproximadamente a las 3
horas pospreparacion.®

Las investigaciones publicadas hasta el mo-
mento han demostrado fehacientemente que el
MTA en sus dos versiones, gris y blanco, no po-
see propiedades mutagénicas,'? genotoxicas o
carcinogénicas,'>14 no es citotoxico 517y es bio-
compatible.'®?! Su capacidad para proveer de
un sellado marginal eficiente,?>?® sus propieda-
des fisicoquimicas y mecanicas 2*y la respues-
ta favorable de los tejidos periapicales en ani-
males de experimentacion??7 han permitido
considerar al MTA como uno de los materiales
de obturacién retrograda mas promisorios. Sin
embargo, Camillieri et al. (2005)'! han observa-
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do que el material posee un tiempo de fraguado
muy extenso y presenta cierta dificultad para su
manejo clinico.

En un intento para mejorar estas limitaciones,
ha sido recientemente desarrollado e introducido
en el mercado odontoldgico local un cemento a
base de MTA modificado (CPM-Modified Portland
Cement; Lab Egeo, Buenos Aires, Argentina). De
acuerdo con el informe del fabricante, el CPM es
un compuesto de minerales trioxido con la adi-
cion de carbonato de calcio, diéxido de silicio,
trioxido de bismuto y sulfato de bario. En un estu-
dio preliminar, Martinez Lalis et al. (2009)?® anali-
zaron comparativamente la biocompatibilidad del
ProRoot y CPM cuando estos materiales fueron
implantados en el tejido celular subcutaneo de la
rata. Los resultados demostraron que ambos ma-
teriales indujeron inicialmente la presencia de un
infiltrado celular crénico, donde se observaron
areas necroticas y numerosas células gigantes
multinucleadas a los 7 y 14 dias. En contacto con
CPM se detectaron ademas numerosos eosino-
filos, aun a los 30 dias postimplantacion.

La investigacion de la literatura precedente
revel6 que hasta el momento no se han publica-
do estudios que analicen las propiedades biol6-
gicas del MTA y CPM cuando son utilizados
como materiales de obturacién retrégrada en
contacto directo con los tejidos periapicales de
la rata. Probablemente, esto se deba a que el
espacio limitado y las condiciones estructurales
de la zona perirradicular de la rata u otros ani-
males de laboratorio de pequefno tamano difi-
cultan seriamente los procedimientos de ciru-
gia periapical y obturacion retrégrada. Por el
contrario, el tratamiento endodéntico en el pri-
mer molar inferior de la rata ha demostrado ser
un modelo experimental eficiente y reproducible
para estudiar la reaccion de los tejidos perirra-
diculares provocada por diferentes materiales
de obturacion (Erausquin y Muruzabal, 1966 y
1967, Tepel et al. 2009).2%%" En ese sentido, Mu-
ruzabal y Erausquin (1963)% han demostrado
que las reacciones inflamatorias de los tejidos
perirradiculares de la rata son similares tanto a
las que ocurren en otras especies animales
como a las que se producen en humanos. Da-
das las dificultades previamente mencionadas
para realizar procedimientos de cirugia periapi-
cal en el maxilar de animales de pequeno tama-
flo y en un intento de analizar la reaccién al MTA
0 CPM cuando se los utiliza para la obturacion
retrégrada de conductos radiculares, el objetivo
de este estudio metodoldgico fue investigar la
posibilidad de poner en contacto con los tejidos
periapicales de la rata una preparacion realiza-
da con los materiales mencionados utilizando
como via de acceso el conducto distal del pri-
mer molar inferior.
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Material y métodos

El protocolo experimental del proyecto fue re-
visado y aprobado por el Comité de Etica para la
Investigacion Cientifica de la Asociacién Odonto-
I6gica Argentina. Para este estudio se utilizaron
15 ratas Wistar macho de 250-300 g de peso que
presentaban piezas dentarias sanas. Los anima-
les fueron tratados y mantenidos durante toda la
experiencia de acuerdo con las normas ANSI/
ADA e ISO 10993-1: 199233y 10993-2: 19923 es-
tablecidas para los ensayos de uso clinico en ani-
males de experimentacion y con las especifica-
ciones internacionales sugeridas para el cuida-
do, acondicionamiento y uso de animales para la
investigacion cientifica.®® Los animales fueron
anestesiados mediante inyeccion intraperitoneal
de clorhidrato de ketamina y acepromazina (14,0
mg/kg y 10,0 mg/kg respectivamente) y poste-
riormente fueron ubicados y mantenidos en posi-
cion dorsal en una camilla especialmente dise-
nada para esta experiencia. Los animales se in-
movilizaron manteniendo la apertura bucal
mediante ligaduras de los incisivos superiores e
inferiores. La lengua fue desplazada hacia el lado
contrario del area de trabajo seleccionada (dere-
cha o izquierda) de manera tal que el primer mo-
lar inferior derecho o izquierdo quedara totalmen-
te accesible. Todos los procedimientos operato-
rios fueron realizados bajo condiciones estrictas
de esterilidad. Se prepararon en las fosas dista-
les de la superficie oclusal de los molares cavi-
dades oclusales de clase | por medio de una fre-
sa redonda #1 (Maillefer/Dentsply, Ballaigues,
Switzerland) de acero inoxidable estéril, rotando
a baja velocidad en un micromotor eléctrico has-
ta que se profundizaba en la camara pulpar. Se-
guidamente se introdujo a lo largo del conducto
distal una lima de tipo K (Maillefer/ Dentsply) #10
por medio de la cual se removi6 el tejido pulpar.
Posteriormente se continud la instrumentacion
hasta una lima #30 limitando su penetracion has-
ta una longitud de trabajo aproximada de 3,5
mm?® y hasta sentir la constriccion apical por sen-
sacion tactil. Se tomaron radiografias intraopera-
torias para corroborar la posicion del extremo del
instrumento. Por medio de una ligera presién se
atraveso la constriccion (= 0,5 mm) con el objeto
de establecer una franca comunicacién del con-
ducto radicular con el tejido periodontal. Durante
la instrumentacion y a cada cambio de instru-
mento, los conductos fueron irrigados con 2 ml
de solucion fisiolégica utilizando para ello una
aguja de calibre #30 (Ultradent Products Inc.,
South Jordan, UT, USA), complementandose con
succién mediante un adaptador Luer. Luego de
una profusa irrigacion final con la misma solu-
cion, los conductos fueron secados con conos de
papel estériles (Meta Dental Corp, Seoul, Korea)
y posteriormente obturados hasta el extremo api-
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cal con los materiales problema. Esto fue realiza-
do mediante un porta-material, especialmente di-
sefiado para esta experiencia. Este estaba cons-
tituido por una aguja metalica de punta roma con
un diametro externo de 1,2 mm, y un émbolo con-
feccionado mediante un alambre de ortodoncia
de acero inoxidable de 0,8 mm de diametro. Una
vez introducido el material, se lo compacté verti-
calmente con un condensador de Machtou
#1(Maillefer/Dentsply) y limas de tipo K.

Los especimenes fueron individualizados de
la siguiente forma:

1) Raiz distal del primer molar inferior dere-

cho: obturada con CPM.

2) Raiz distal del primer molar inferior izquier-

do: obturada con ProRoot MTA.

Ambos materiales fueron mezclados con so-
lucion fisiolégica estéril y preparados y utiliza-
dos de acuerdo con las instrucciones del fabri-
cante. Finalmente, las cavidades de acceso fue-
ron obturadas y selladas con doble capa de un
ionémero vitreo tipo Il (lonomax, Subiton Labo-
ratorios S.A., Buenos Aires, Argentina) previo
tratamiento de las paredes dentinarias con aci-
do poliacrilico al 10%.

Los animales fueron sacrificados luego de 7,
14 y 60 dias por medio de una sobredosis de
solucién anestésica. Durante los periodos de
observacion, los animales se mantuvieron en el
bioterio de la Facultad de Medicina (USAL), en
jaulas de acero inoxidable con alimento balan-
ceado y agua potable ad libitum, con tempera-
tura ambiental controlada (24°C) y ciclos de luz-
oscuridad de 12 horas.

Las mandibulas fueron resecadas, y fijadas en
solucion de formol-buffer (pH 7,4) al 10%. Las
muestras fueron descalcificadas en EDTA e in-
cluidas en parafina. Se obtuvieron posteriormen-
te secciones semiseriadas en sentido vestibulo-
lingual de la raiz distal de aproximadamente 7
um de espesor, orientadas en forma paralela al
eje longitudinal de la raiz, incluyendo al conducto
radicular obturado. Los cortes fueron coloreados
con hematoxilina-eosina y finalmente recubiertos
con balsamo y cubreobjetos. Con el objeto de es-
timar la relacién de contacto de los tejidos peria-
picales con los materiales problema, se observa-
ron y fotografiaron a diferentes aumentos tres
secciones pertenecientes a las areas mas cen-
trales de los conductos radiculares por medio de
un microscopio éptico equipado con una camara
digital (Canon Powershot A510) y se registraron
los cambios histopatolégicos en funcion de cada
uno de los periodos de observacion.

Resultados

Al finalizar cada periodo experimental, los
animales se mantenian en perfecta condicion y
las obturaciones coronarias permanecian en
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Fig. 1: 7 dias. A: Espécimen representativo de un
conducto obturado con CPM. B: Espécimen repre-

sentativo de un conducto obturado con ProRoot
MTA. En ambos casos se observa una reaccién gra-
nulomatosa en contacto con el material de obtura-
cidn a nivel del dpice radicular (flechas) (A y B, he-
matoxilina y eosina X 100).

las cavidades de acceso. Solamente las obtu-
raciones pertenecientes al periodo de 60 dias
revelaron un desgaste oclusal desmedido (da-
tos no registrados).

A los 7 dias, se observo la presencia de un
tejido granulomatoso denso tanto en los ca-
sos obturados con CPM como con MTA (Fig.
1). Alos 14 dias, esta reaccién se mantuvo en
forma similar aunque ligeramente reducida
para CPM y mas reducida aun para MTA. En
este periodo, se observaron también areas de
reabsorcion radicular en contacto con ambos
materiales (Fig. 2). En ambos periodos se
pudo detectar la presencia de polimorfonucle-
ares neutrdfilos, linfocitos, plasmocitos y ma-
crofagos. Al finalizar la experiencia (60 dias)
se observo la persistencia de areas de reab-
sorcién radicular tanto para CPM como para
MTA. La reaccién granulomatosa en contacto
con ambos materiales revel6 una reduccion
apreciable, aunque, sin embargo, esa reduc-
cién fue mayor en los casos obturados con
MTA (Fig. 3).
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Fig. 2: 14 dias. A: Espécimen representativo de un con-
ducto obturado con CPM. Se observa una reaccién
granulomatosa en contacto con el material de obtura-
cién a nivel del dpice y dreas de reabsorcién radicular
(flecha) (hematoxilina y eosina X 400). B: Espécimen
representativo de un conducto obturado con ProRoor
MTA. Se observa una invaginacion de tejido granu-
lomatoso dentro del espacio del conducto radicular
(flecha) y una reaccién inflamatoria persistente en la
zona circundante al dpice radicular (hematoxilina y
eosina X 400).

Fig. 3: 60 dias. A: Espécimen representativo de un con-
ducto obturado con CPM. Se observa la persistencia de
un tejido granulomatoso en contacto con el material (fle-
cha) y dreas de reabsorcién radicular (hematoxilina y
eosina X 100). B: Espécimen representativo de un con-
ducto obrurado con ProRoot MTA. Se observa la persis-
tencia de una reaccion inflamatoria que ha reducido su
tamaiio (flecha grande) rodeada por un tejido fibroso
denso conteniendo escasas células inflamatorias. Las fle-
chas pequenas estin indicando la presencia de dreas de
reabsorcion radicular (hematoxilina y eosina X 400).

Discusion

El objetivo principal de este informe prelimi-
nar fue determinar la factibilidad del procedi-
miento para simular el acopio y condensacion
de los materiales de obturacién retrégrada en
contacto con el tejido periodontal utilizando
como via de acceso el conducto distal del pri-
mer molar inferior de la rata. A diferencia de las
investigaciones previas de Erausquin y Muruza-
bal (1966 y 1967)%°% y Tepel et al. (2009),°' y a
pesar de que presenta el mismo tipo de varia-
ciones estructurales en el tercio apical, en este
experimento hemos utilizado el conducto distal
en lugar del mesial del primer molar de la rata,
especialmente, porque permite obtener un ac-
ceso menos complejo y mas directo a lo largo
del conducto radicular. Se utilizaron para ello
animales que presentaban molares inferiores
sanos, sin procesos de caries. Esto fue realiza-
do con el objeto de evitar la presencia de dife-
rentes tipos de patologias no relacionadas con
los procedimientos operatorios realizados. Es-

tos procedimientos, sin embargo, produjeron
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una serie de alteraciones morfoldgicas, que fue-
ron potenciadas por la gran variabilidad que pre-
senta el area apical de las raices de los mola-
res de la rata en funcién del tiempo transcurrido
(Goémez y Cabrini, 2004).%¢ Tal como lo mencio-
naran Muruzabal y Erausquin (1966)>° y Eraus-
quin y Muruzabal (1967),% estas alteraciones
incluyeron la presencia de traumatismos meca-
nicos, desgarros o perforaciones producidos du-
rante la instrumentacion, y variaciones en el ni-
vel y/o adecuacion de las obturaciones.

Los tiempos de observacion utilizados en esta
experiencia se encuentran considerados dentro
de las normas establecidas por la Federacion
Dental Internacional (FDI) para los estudios de
biocompatibilidad de los materiales dentales.®”
Nuestras observaciones concuerdan parcialmen-
te con las de Economides et al.,?” quienes obser-
varon reacciones inflamatorias en contacto con
MTA solamente a los 7 dias postoperatorios, pero
no concuerdan con los resultados de Regan et
al. (2002).2¢ Luego de 60 dias, Regan et al.
(2002)%¢ y Economides et al.?” observaron una
reparacion completa de los tejidos periapicales
cuando utilizaron MTA para realizar obturaciones
retrogradas en dientes de perro. Torabinejad et
al. (1997)% obtuvieron resultados similares cuan-
do realizaron obturaciones retrégradas con MTA
en monos, aungue en realidad utilizaron tiempos
de observacién mas extensos (150 dias). Proba-
blemente, estas diferencias se deban no sélo a
los tiempos de observacion empleados sino tam-
bién al tipo de animal y al modelo experimental
utilizados en este trabajo, ya que en las experien-
cias mencionadas?¢?7:% se obturaron cavidades
retrogradas con MTA por via apical en animales
de gran tamafo y no mediante la via del conduc-
to radicular. Aun asi, resulta claro que, de haber
utilizado tiempos de observacién mas extensos,
los resultados podrian haber sido diferentes.

Los resultados de la observacion microscopi-
ca revelaron una mayor reaccion inflamatoria
persistente al finalizar la experiencia en los ca-
sos obturados con CPM. Esta diferencia podria
deberse a ciertas particularidades de la compo-
sicion quimica del material. En principio, tanto el
ProRoot MTA como otras formulaciones a base
de cemento Portland contienen arsénico. Con
respecto a esto, la especificacion ISO 9917-1-
2003%* establece que los materiales de uso
odontolégico no deberian contener una propor-
cién de arsénico superior a 2 mg/kg de material,
ya que este elemento ha demostrado ser suma-
mente téxico cuando se encuentra en altas con-
centraciones.*® Con respecto a esto, Bramante
et al. (2008)* analizaron mediante espectrome-
tria atdmica de absorcion la composicion quimi-
ca de CPM y ProRoot MTA juntamente con otras
formulaciones a base de cemento Portland y de-
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Fig. 4: Se observa un conducto obturado con CPM (14 dias)

y la presencia de un tejido granulomatoso remanente dentro

del espacio del tercio apical y en contacto con el material de
obruracion (flecha pequenia). En el drea periapical se observa
una reaccién inflamatoria persistente. La flecha grande estd
indicando un resto de dentina que se ha desprendido conte-

niendo dreas de reabsorcién (hematoxilina y eosina X 100).

mostraron que todos ellos contenian arsénico.
Los resultados obtenidos al finalizar la experien-
cia nos permiten especular que la diferente re-
accion inflamatoria persistente observada entre
ambos materiales problema podria deberse a
que la proporcion de arsénico contenida en el
CPM es significativamente superior que la de-
tectada en el ProRoot MTA, pudiendo causar de
esta forma una mayor inhibicién del proceso re-
parativo a partir de alteracion del ADN involucra-
do en estos procesos.* Sin embargo, estos as-
pectos deberian ser interpretados con cautela
ya que requieren ser mas exhaustivamente in-
vestigados.

En los casos donde se detecté la presencia
de reabsorcién radicular, ésta se produjo en for-
ma de pequefas areas distribuidas muy irregu-
larmente y exclusivamente en los periodos mas
largos (14 y 60 dias). Esto fue similar para CPM
y MTA; por lo tanto resulté dificil discriminar la
influencia de cada uno de los materiales en el
desarrollo de estos procesos. En algunos casos
obturados con CPM o MTA se observoé la pre-
sencia de tejido inflamado en el tercio apical del
conducto radicular (Fig. 4). En ese sentido, nues-
tras observaciones concuerdan con las de Mu-
ruzabal y Erausquin (1966),2° Muruzabal et al.
(1966),4" y Erausquin y Muruzabal (1967),% en
cuanto a que no fue posible establecer a ciencia
cierta si se trataba de tejido inflamado prove-
niente del periodonto o de un remanente pulpar.

Dentro de las limitaciones de este trabajo me-
todolégico, el modelo experimental utilizado pa-
receria ser una via adecuada y confiable para
el fin propuesto aunque, sin embargo, el méto-
do requiere aun de un procedimiento mas exac-
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to que la simple sensacion tactil para la locali-
zacion de la constriccion apical en el conducto
distal del primer molar inferior de la rata. Con
respecto a esto, los trabajos que se encuentran
actualmente en desarrollo (Martinez Lalis et al.
2009, datos no publicados) parecerian indicar
que el uso de un localizador apical electrénico
podria facilitar la determinacion de la longitud
de trabajo, permitiendo de esta forma una me-
jor adaptacion de los materiales investigados en
contacto con los tejidos periapicales de la rata.
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