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I. INTRODUCCION

La historia de las actuales resinas compuestas en Odontologia
Restauradora tuvo su inicio con Bowen (1962)' cuando éste desarrollé un nuevo
tipo de resina, siendo ésta un material complejo formado por polimeros organicos
(resina) reforzados con sustancias minerales (relleno inorganico)>**. La principal
innovacion fue la matriz de resina de Bisfenol-A-Glicidil Metacrilato (Bis-GMA).
Desde entonces ha habido grandes avances y modificaciones, que intentan
resolver sus principales deficiencias, la contraccion de polimerizacion y el estrés
asociado’.

De acuerdo con Anusavice (2004)°, los componentes estructurales
basicos de las resinas compuestas son:

1. Matriz: Material de resina plastica que forma una fase continua.
2. Relleno: Particulas / fibras de refuerzo que forman una fase dispersa.

3. Agente de conexidn o acoplamiento: favorece la union del relleno con la matriz
(Silano).

4. Sistema activador: iniciador de la polimerizacién
5. Pigmentos: permiten obtener el color semejante de los dientes.

6. Inhibidores de la polimerizacion: alargan la vida de almacenamiento vy
aumentan el tiempo de trabajo.

La resina que forma la matriz organica de estos materiales, en la
mayoria de los casos, es una resina segin la formula de Bowen' (dimetacrilato
complejo o Bis-GMA), aunque en las Ultimas décadas se han desarrollado otros
mondmeros como metacrilato trietileno glicol (TEGDMA) o dimetacrilato de
uretano (UDMA)*®. El Bis-GMA (Bisfenol-A- Glicidil Metacrilato) tiene un alto peso
molecular, lo que hace que por un lado, su contraccién de polimerizacidon sea mas
baja que la de otros mondmeros, pero por otro, aumenta su viscosidad,
empeorando su manipulacion; ademas su grado de conversion es bajo’. Para

mejorar estas caracteristicas en la resina se afiaden mondmeros de baja
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viscosidad, metacrilato de trietilenoglicol (TEGDMA) o dimetacrilato de uretano
(UDMA). La principal aportaciéon del UDMA es su menor viscosidad y mayor
elasticidad, lo que mejora la resistencia de la resina.’

Por otro lado, el relleno inorganico lo constituyen particulas de
sustancias minerales, como cuarzo, silicato de aluminio, vidrio de borosilicato,
vidrio de bario, cerdmica, fibras de vidrio, silice fundida, etc.> Estas particulas son
las que proporcionan estabilidad dimensional a la matriz resinosa y mejoran sus
propiedades. La adicion de estas particulas a la matriz reduce la contraccion de
polimerizacion, la absorcién acuosa y el coeficiente de expansién térmica,
proporcionando una mejora de la resistencia a la traccion, a la compresion y a la
abrasion, y aumentando el mddulo de elasticidad®. Estas particulas pueden
presentar distintos tamafios y formas, lo que afecta de manera directa a sus
propiedades fisico-mecanicas. La cantidad de relleno inorganico que contiene la
matriz organica puede llegar a representar un 70- 85% del peso de la resina
compuesta, lo que también influye en sus propiedades.

Otro componente esencial son los agentes de union conexion. Las
propiedades del material dependen de la formacidon de una unién fuerte entre el
relleno inorgdnico y la matriz organica®. La unién de estas dos fases se logra
recubriendo las particulas de relleno con un agente de acoplamiento que tiene
caracteristicas tanto de relleno como de matriz. El agente responsable de esta
union es una molécula bi-funcional que tiene grupos silanos (Si-OH) en un
extremo y grupos metacrilatos (C=C) en el otro. Debido a que la mayoria de las
resinas compuestas disponibles comercialmente tienen relleno basado en silice, el
agente de acoplamiento mas utilizado es el silano &°.

Las resinas compuestas se presentan en estado plastico con el fin de
facilitar su aplicaciéon, pero para su endurecimiento necesitan de un sistema
activador que desencadene la reaccién de polimerizacion. Seglin este sistema
distinguimos entre:

- Resinas compuestas autopolimerizables o quimiopolimerizables: aquellas
que se presentan en dos componentes (iniciador y activador) que al mezclarse

polimerizan. Los activadores se suministran de manera separada, una pasta
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catalizadora que contiene perdxido (peréxido de benzoilo) y una pasta base que
contiene amina.

- Resinas compuestas fotopolimerizables: contienen un compuesto quimico
(canforquinona, Lucerina TPO) que por la accion de la luz inicia el fendmeno de
polimerizacion.

Los primeros composites fotopolimerizables fueron introducidos al
final de los afios 70. Estos productos combinan en un Unico material, el
mondmero, el relleno, asi como también los iniciadores, los estabilizadores y los
ingredientes adicionales™®.

Las resinas compuestas, mayoritariamente, presentan polimerizacion
quimica en base a dimetacrilato iniciada por la luz azul .

La polimerizacién de la matriz de resina va a conseguir que las
moléculas de mondmero que la forman se unan en moléculas mayores o
polimeros. Los mondmeros durante la polimerizacion se redistribuyen en el
espacio, reduciendo la distancia entre ellos, al unirse mediante enlaces covalentes.
Esta disminucidon de la distancia, se traduce en una pérdida de volumen en la
resina’. Hay trabajos que han cuantificado esta disminucion de volumen, que esta
entre un 1.35 % y un 7.1 % 3. Esta gran variabilidad est& en funcién del tipo de
resina (peso molecular de los mondmeros), la cantidad de resina y de relleno
inorganico, y el grado de conversidn y entrecruzamiento del polimero®®.

En 1991, Phillips™ definié las caracteristicas ideales de un material
dental. Este deberia ser inocuo para la pulpa y los tejidos blandos, no deberia
contener ninguna sustancia tdxica difusible que pueda ser absorbida en el sistema
circulatorio y causar una respuesta sistémica, deberia estar libre de agentes
potencialmente alergénicos que pudieran conducir a una respuesta alérgica, y no
deberian tener ningln potencial carcinogénico.

Las tres vias de actuacidon de las substancias quimicas liberadas por
los materiales resinosos pueden ser: primero, por medio de la ingestion de
componentes liberados en el tracto gastro-intestinal, segundo por medio de la

16,17

difusion a la pulpa por medio de los tubulos dentinarios™™ ") y tercero por medio

18,19)

de los componentes volatiles en los pulmones La dltima via es
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particularmente importante para los dentistas y el personal auxiliar, en cuanto a
que las dos primeras presentan relevancia para los pacientes .

En 2011, Van Landuyt et al.?° después de la realizacion de un
metanalisis, relataron que los materiales a base de resina no son inertes en el
medio bucal, una vez que liberan componentes debido a su incompleta
polimerizacion y mas tardiamente, debido a su degradacion.

Bioldgicamente, los materiales con base metacrilato presentan

liberacién de mondmeros no polimerizados en el interior de los tejidos?!:1?

, siendo
altamente citotdxicos. La liberacion de compuestos no polimerizados, del cuerpo
de las resinas compuestas, ha sido relacionada con hipersensibilidad vy
citotoxicidad®**®, genotoxicidad?®, estrogenicidad®® y con alteraciones del sistema
inmune.

Es importante conseguir una polimerizacion lo mas completa posible,
26 27

I

en toda la restauracidon, para minimizar la respuesta pulpar El grado de
repuesta pulpar es mayor en cavidades profundas, cuando la polimerizacion
incompleta de la resina, permite mayor concentracion de mondmeros residuales

cerca de la pulpa®.

Se ha discutido repetidamente que las sustancias liberadas de los
materiales restauradores pueden alcanzar el tejido pulpar mediante la difusion a

través del tejido dentinario, especialmente en cavidades profundas.

Debido a la profunda interrelacion de la pulpa y la dentina a lo
largo de la vida del diente, se tratan como un sistema y se denomina complejo

pulpo-dentinario.

Histoldgicamente, el complejo pulpo-dentinario esta formado por
células diferenciadas e indiferenciadas incluyendo poblaciones de odontoblastos,
pseudo-odontoblastos y las células madres de origen pulpar®. Los odontoblastos

se disponen en una monocapa en la periferia de la pulpa dentaria.

Podemos considerar la dentina como un tejido conectivo
mineralizado. Como a todos los tejidos conectivos, los constituyentes de la matriz

extracelular le dan sus caracteristicas funcionales. En la dentina, esta matriz
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extracelular contiene una base mineral, lo que le permite desempefar sus
requerimientos funcionales. El contenido mineral constituye alrededor del 70% en
peso (algo mayor que en el tejido 6seo), mientras la parte organica supone
aproximadamente un 20%. En base a volumen, donde quizas se aprecia mejor, el
componente mineral implica un 50%, mientras que el organico un 30%, siendo
agua el volumen restante. Los componentes no estan distribuidos uniformemente
en el tejido. La predentina es una capa que se localiza en la parte pulpar de la
dentina, entre el tejido mineralizado y tejido conectivo laxo de la pulpa. Es una
matriz organica no mineralizada compuesta principalmente por colageno. Su

espesor varia entre 10 y 30 micrémetros. *

La dentina es una estructura compleja, compuesta de tejido
calcificado de distintos tipos. La dentina primaria se sintetiza, de manera rapida,
durante el desarrollo del diente y constituye la mayor parte del volumen de la
dentina. La primera capa de dentina primaria, que se deposita periféricamente
justo por debajo del esmalte al comienzo de la formacién dentinaria, se denomina
dentina del manto, esta dentina no tiene ninguna estructura tubular y la matriz
organica es algo irregular en su estructura. El espesor de la dentina del manto
varia, entre 5-30 micras. El resto de la dentina primaria de denomina dentina
circumpulpar, y tiene una composicion ligeramente diferente, algo mas
mineralizada. Esta se divide en dentina intertubular y peritubular. La dentina
intertubular  es la principal secrecion de los odontoblastos durante la
dentinogénesis, y constituye el mayor volumen de la dentina primaria. La dentina
peritubular es una lamina de tejido, bien demarcado, de apariencia mas compacta,
y altamente mineralizado, alrededor de los tubulos dentinarios. Es mucho menos
voluminosa, con un espesor de 0.5-1 micrometro. Su formacion es un proceso

continuo y solo se produce cuando hay procesos odontoblasticos viables.

La dentina es un tejido altamente permeable, tanto a fluidos como a
moléculas, como a invasion bacteriana, debido al gran numero de tdbulos
dentinarios. Estos tubulos salen de la pulpa, desde la capa odontoblastica y

atraviesan toda la dentina. Estos tubulos, contienen el proceso odontoblastico que
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permanece después de la formacion de la matriz, como una extension del propio
odontoblasto. También contiene fluido dentinario, este actia como medio de
transporte de los componentes involucrados en el crecimiento de la dentina
peritubular. Este proceso se considera controlado por los odontoblastos, y como
tal un proceso fisioldgico, aunque puede estar acelerado por estimulos externos.
Un considerable volumen de la dentina esta ocupada por la luz de esos tubulos.
Su didametro varia de 1 a 3 micras. Estos tubulos tienen ramificaciones laterales en
el cuerpo de la dentina y ramificaciones terminales en la periferia. Se calcula que
en la dentina mas periférica hay una densidad de 25.000 tubulos por milimetro
cuadrado, en la zona central aproximadamente 25.000/mm2 y alrededor de
55.000/mm2 cerca de la pulpa. La calcificacion, y posible obliteracion, de estos
tubulos, reduce la permeabilidad, lo que puede tener una repercusion positiva en

la vitalidad pulpar?!.

Continuando la dentinogénesis, los odontoblastos siguen
depositando, alrededor de la pulpa, a un ritmo mucho menor, una dentina
fisioldogica denominada dentina secundaria. Esta dentina secundaria reduce el
tamafo de la pulpa y es segregada durante toda la vida del diente. Su estructura
es distinta de la dentina primaria, principalmente por la mayor curvatura de los

tubulos dentinarios.

Como respuesta a estimulos externos tales como irritantes quimicos,
caries, atricion, procedimientos restauradores o cualquier otro trauma, conducen a
la dentinogénesis de reparacién o regeneracién, formandose la dentina terciaria 2.
Dependiendo la gravedad de agresion y del tipo de célula que sintetice esta
dentina, la estructura de la misma variara, desde una dentina muy similar a la
primaria, con patrén tubular, hasta una dentina atubular, con una permeabilidad
muy reducida que evita la difusién de agentes nocivos.> De esta forma los
odontoblastos aumentan la secrecion de matriz extracelular y su mineralizacion,
generando dentina terciaria en el lugar de la lesién tisular, de la agresion. Si la

lesion es importante, la formacidn de dentina de reparacion necesitara de los
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pseudo-odontoblastos, son éstos los que van a reemplazar a los odontoblastos

originales debido dafo celular que se ha producido en ese punto.

Como ya hemos comentado, ha sido bien documentado en Ia
literatura especifica, que componentes reactivos liberados de las resinas
compuestas convencionales, como mondmeros sin polimerizar!? y productos de
oxidacion, pueden inducir respuestas tisulares inflamatorias o toxicidad. La
extension de las reacciones tisulares depende de la cantidad de agente irritante,
que esta relacionada con la cantidad remanente de uniones de doble enlace de

)33,34,35

carbonos (C=C , 'y con la cantidad de dentina remanente?®.

Estudios en cultivo de células han demostrado que los mondémeros
metacrilato y dimetacrilato, cominmente usados en la tecnologia polimérica,
pueden afectar al aumento de leucocitos en los sitios de inflamacion, por la
disminucién de la expresién de moléculas intercelulares de adhesién®® y por
induccién de la actividad y de la expresion de factores de crecimiento y de
citoquinas®. Ademas de esto, los mondmeros resinosos alteran la respuesta
inflamatoria de macréfagos y suprimen la actividad de las mitocondrias de los
mismos®*,

Ademas de los componentes reactivos liberados de las resinas
compuestas convencionales, como mondmeros sin reaccionar 2y productos de la
oxidaciéon, que como ya hemos dicho, pueden inducir toxicidad o reacciones
inflamatorias tisulares®, los componentes de los sistemas adhesivos pueden,
también, desencadenar una reaccion tisular desfavorable, impidiendo el proceso
de reparacion *.

En 1996, Vallikanthan et al. ** evaluaron la reaccién tisular frente a
la implantacidon de resina compuesta a base de metacrilato, en el tejido conjuntivo
subcutaneo de ratas Wistar, por medio de estudio histopatoldgico e imuno-
citoquimico. Después de los periodos de implantacion (de 2 dias a 8 semanas),
observaron que la implantacion de la resina estaba asociada con la llegada de
monocitos, aumento del nimero de macrofagos y expresiéon aumentada del

antigeno de clase II (antigeno Ia) de histocompatibilidad.
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Silva et al. (2009)* realizaron un estudio histopatoldgico para
evaluar la respuesta pulpar y periapical en dientes de perros, después de hacer
proteccion pulpar directa con adhesivo autograbante. Concluyeron que el uso de
materiales resinosos, en contacto con tejido pulpar, no permite el proceso de
reparacion, conduciendo al fracaso en el 100% de los casos.

En los Ultimos afos, han aparecido resinas a base de metacrilato con
modificaciones en su composicién y estructura, como Filtek™ Supreme XT. Esta
resina es un composite de nanoparticulas lanzado recientemente por 3M ESPE (St.
Paul, MN, USA) que contiene solamente particulas nanométricas y nanoclusters de
particulas inorganicas. Las particulas nanométricas estan compuestas de particulas
de silice monodispersas, no agregadas y no aglomeradas, mientras que los
nanoclusters son aglomerados esferoidales de nanoparticulas de silice y zirconia.
Las particulas nanométricas y nanoclusters son tratados con agentes de unién
(silanos) que permiten la adhesion quimica con la matriz organica. Por otra parte,
estas resinas presentan propiedades fisicas adecuadas, como por ejemplo, mejor
pulido*, pero también presentan efectos tdxicos en cultivo de células!?.

Por otro lado, los problemas que conllevan la contraccion de
polimerizacion y la liberacidon de productos quimicos de los sistemas en base a
metacrilatos ha conducido al desarrollo de materiales resinosos con mejoria
en la tecnologia de polimerizacion, en la composicién, en el desgaste, la
estética y en las propiedades de adhesion. Recientemente, se han realizado
estudios modificando la naturaleza de las resinas, a fin de reducir la
contraccidn de polimerizacion. De esta forma, la empresa 3M ha desarrollado
la resina Filtek™ Silorane (3M ESPE). EI nombre “Silorane” deriva de sus
componentes quimicos (siloxanos y oxiranes) que cuando se combinan
generan siloranes™. Esta nueva resina presenta una polimerizacidon cationica
por apertura de anillos. La red de los siloranos se crea debido a la
polimerizacion inducida por un catibn que genera un proceso de
polimerizaciéon por apertura de anillos de los oxiranos. Esto ocurre con una

contraccién muy baja, mostrando valores menores al 1%
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La resina Silorane presenta una naturaleza altamente hidrofébica,
tendiendo a absorber menos colorantes de la dieta y siendo menos sensible a
pigmentos exdgenos. Segln Eick et al. (2006) e Wei et al. (2011)* los siloranes
presentan estabilidad en los fluidos bioldgicos.

La tecnologia de Silorane da lugar a un material restaurador con
menor contraccidn de polimerizacion® #4647 = astrds  volumétrico mas
balanceado, mayor estabilidad en ambientes con luz*, altamente hidrofébico, e
insolubilidad en los fluidos bioldgicos™.

Usha et al. (2011)*® compararan diferentes técnicas de restauracién
sobre a microinfiltracion de resina con base de Silorane, empleando microscopia
confocal, y concluyeron que la técnica incremental minimiza adn mas la
microfiltracion

Las resinas con baja contraccién de polimerizacion que utilizan la
tecnologia siloxano-oxirano, como es el caso de Filtek™ Silorane (3M ESPE), han
necesitado desarrollar un adhesivo especifico (Silorane System Adhesive, 3M
ESPE), en particular debido a la elevada hidrofobicidad de la resina Silorane™.

Burke et al. (2011)*° evaluaron el desempefio clinico, a dos afios, de
restauraciones efectuadas en dientes posteriores con Filtek Silorane. Fueron
evaluadas 100 restauraciones (30 de clase I y 70 de clase II), efectuadas en 64
pacientes. Todas las restauraciones se encontraron intactas y sin lesiones
secundarias de caries. En total, el 97% de las restauraciones fueron clasificadas
como Optimas con respecto a la forma anatdmica, el 84% con respecto a la
integridad marginal, el 77% sin decoloracion marginal y el 93% presentaron color
adecuado. Ademads ningun paciente presentd sensibilidad postoperatoria,
evidenciando un buen comportamiento clinico después de dos ainos.

Ademas de eso, las resinas a base de silorane presentan menor
adherencia microbiana®, reducida microfiltracion®?, ausencia de liberacién de

|54

substancias en agua®?, adecuada adaptacién marginal®®, mayor resistencia a la

flexion y mayor resistencia a la fractura y ausencia de BIS-GMA (bisfenol A)*
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Hay pocos estudios valorando los efectos bioldgicos de los nuevos

sistemas restauradores basados en resinas de tipo Silorane?’:>>%%12

, Y los que hay
estan realizados basicamente in vitro, en cultivo de células.

Kostoryz et al., en 1999°7, realizaron un estudio in vitro, en cultivo de
células L929. En él no observaron efectos citotoxicos en los componentes
polimerizados en base a resina epoxi. Sin embargo, los resultados de algunos
trabajos con relacion a la  biocompatibilidad de la molécula oxirane son
contradictorios®®*, En 2004, Schweikl et al. evaluaron el potencial mutagénico de
diferentes moléculas de siloranes y oxiranes, en cultivo de fibroblastos de hamster
V79B, observando diferentes grados de actividad mutagénica cuando analizaban
oxiranes, sin embargo, cuando analizaban diferentes moléculas de siloranes, no
observaban induccidén de mutaciones genéticas.

Actualmente, varios de los nuevos composites de baja contraccién
pretenden reducir la cantidad de mondmeros sin polimerizar para minimizar la

.12 evaluaron la citotoxicidad de

respuesta bioldgica. En 2007, Brackett et a
diferentes resinas compuestas en contacto directo con fibroblastos de ratas BALB-
¢, empleando el test MTT. Concluyeron que los materiales con nuevas formas de
polimerizacion son prometedores, ya que reducen la liberacion de componentes

no polimerizados y la citotoxicidad.

Krifka et al. (2011)%° recientemente publicaron un estudio sobre el
estrés oxidativo y la citoxicidad generada por los composites dentales en cultivo
de células de pulpa humana. Los composites dentales son una fuente de
mondmeros residuales. En este trabajo la hipdtesis es que la generacién de
ROS(reactive oxygen species) producida por los extractos de composites dentales
pueden sobrepasar la capacidad de las células de mantener su homeostasis y
llevarlas a la muerte. Midieron por lo tanto, la generacion de ROS vy la
citotoxicidad. Para ello expusieron cultivos de células de pulpa humana a extractos
de resinas dentales con base metacrilato y a una resina con base silorane.
Hicieron dos grupos de cada material, polimerizando las muestras sin cubrir o

cubiertas con una pelicula de poliéster(evitando la formacion de capa inhibida).
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De forma generalizada, los materiales con base metacrilato
produjeron mayor citotoxicidad, que se vio reducida en los grupos en los que las
muestras se cubrieron con la pelicula de poliéster durante la polimerizacion. Por
el contrario la resina con base silorane no produjo efectos citotoxicos. La
generacidon de ROS en los materiales con base metacrilato, siguié el mismo patron
que los efectos citotdxicos. La generacion de ROS en los cultivos celulares
expuestos a la resina con base silorane fue muy baja.

Varios estudios recientes han evaluado las propiedades fisico-

61,32,37,62,35,34’ sin emba rgo,

quimicas y mecanicas de las resinas a base de Silorane
los estudios relativos a sus efectos bioldgicos, en su mayoria en cultivo de células

in vitro, son escasos.



JUSTIFICACION Y OBJETIVOS
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I1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Teniendo en cuenta, la importancia clinica, de los materiales
restauradores, y que hasta el momento en que se realiza este trabajo, no se han
encontrado estudios independientes publicados, evaluando respuesta tisular en
tejido conjuntivo subcutaneo, ni la compatibilidad tisular, in vivo, de estos nuevos
sistemas restauradores, nos planteamos la necesidad de validar Ia
biocompatibilidad de estos nuevos materiales. Por tanto los objetivos del presente
estudio son:

1. Evaluar la compatibilidad tisular de un sistema de resina en base

kTM

a silorane (Filtek'™ Silorane) y una resina de nanoparticulas en base a metacrilato

(Filtek™ Supreme XT), después de la implantacién en tejido subcutdneo de
ratones Camundongos Isogénicos BALB/c.

2. Hacer un estudio comprobatorio para evaluar, in vivo, la

compatibilidad tisular de un sistema de resina en base a silorane (Filtek™

kTM

Silorane) y una resina de nanoparticulas en base a metacrilato (Filtek'™ Supreme

XT), en cavidades profundas de dientes de perros.



MATERIAL Y METODO
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III. MATERIAL Y METODO

II1.1 - Tolerancia tisular. Estudio en Camundongos Isogénicos:

Respuesta en Tejido Conjuntivo Subcutaneo

Previamente el proyecto de investigacion fue aprobado por la
Comisién de Etica para el Uso de Animales — Campus de Ribeirdo Preto —
Universidad de Sao Paulo. Los criterios utilizados para llevar a cabo el experimento
y evaluar la reaccion tisular se basan en aquellos recomendados por la norma
(ISO 10993-6, 1994).

II1.1.1. Descripcion y distribucion de la muestra

Se utilizaron 135 ratones Camundongos Isogénicos de linaje BALB/c,
machos, de 6 a 8 semanas de edad, 15 a 20 gr. de peso, provenientes del Biotério
Central de la Facultad de Medicina de Ribeirao Preto — USP, los cuales fueron
divididos en 15 grupos con tres periodos experimentales. Cada animal recibié un
implante en la regién dorsal conteniendo uno de los materiales testados (grupos
experimentales) o un tubo vacio (grupos control).

La division de los grupos, los materiales empleados, el nUmero de

animales y los periodos experimentales se encuentran en la tabla 1.
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Tabla 1 — Distribucion de los grupos, materiales, nUmero de animales y periodos

experimentales, en el estudio de Camundongos Isogénicos

GRUPOS  DESCRIPCION NUMERO DE PERIODOS
ANIMALES

I Filtek™ Silorane 10 7 dias
II Filtek™ Silorane 10 21 dias
III Filtek™ Silorane 10 63 dias
IV Bonding de Filtek™ Silorane 10 7 dias
vV Bonding de Filtek™ Silorane 10 21 dias
VI Bonding de Filtek™ Silorane 10 63 dias
VII Primer de Filtek™ Silorane 10 7 dias
VIII Primer de Filtek™ Silorane 10 21 dias
IX Primer de Filtek™ Silorane 10 63 dias
X Filtek™ Supreme XT 10 7 dias
XI Filtek™ Supreme XT 10 21 dias
XII Filtek™ Supreme XT 10 63 dias
XIII Tubo vacio 5 7 dias
X1V Tubo vacio 5 21 dias
XV Tubo vacio 5 63 dias

III.1.2. Preparacion de los Tubos de Polietileno

Fueron utilizados tubos de polietileno de 1mm de diametro interno,

los cuales tienen una extremidad sellada con el auxilio de una pinza clinica

calentada y son cortados con 1cm de longitud (figura 1). Después de que fueran

esterilizados con Oxido de etileno, los tubos se rellenaron con los materiales que

iban a ser testados. La manipulacion de los materiales se llevd a cabo segun las

instrucciones del

fabricante (figura 2),

bajo condiciones de asepsia

inmediatamente antes del relleno de los tubos y su implantacion.

e
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Figura 1 - Tubos de Polietileno esterilizados, con algodon en el interior.

Figura 2 - Preparacion de la muestra en los tubos de polietileno. En el caso del
adhesivo de Silorane se inyectaba en el tubo se polimerizaba e inmediatamente se
colocaba en dorso del raton.
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III1.1.3. Procedimiento operatorio

Para la cirugia, los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral al 10%

(1ml/100g peso corporal del animal) inyectado por via intraperitoneal. (figura 3 ).

—e——

Figura 3 Hidrato de cloral al 10% utilizado para anestesiar los animales de experimentacion.
g p p

Luego se realiz6 la tricotomia de la
piel del dorso y la antisepsia de la
region con gluconato de

clorhexidinal%. (figura 4)

Ao

Figura 4 Tricotomia de piel de Camundongos Is6genicos.
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Figura 5 Incision de 1 cm.

El procedimiento quirdrgico consistid en una incisiéon de 1 cm, hecha con unas
tijeras quirdrgicas en la regién lumbar de la espalda del animal, seguido por
diseccién con tijeras romas.(figura 5). Después de colocar el tubo en el interior del
tejido, con la ayuda de una pinza clinica, la piel fue suturada (4-0 Vicryl —

Ethicon -Johnson & Johnson).

Figura 6a. Instrumento para colocar el tubo. Figura 6b Colocando el tubo en el Camundongo.



Figura 7 Sutura
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Los animales se mantuvieron en
el Bioterio de la Facultad de Odontologia
de Ribeirdao Preto — USP durante los
periodos experimentales, con comida vy
agua ad libittum durante el periodo
experimental. Fueron observados
periddicamente para comprobar que no
hubiera anormalidades locales,
sistémicas, ni de comportamiento.

Al final de cada periodo
experimental (7, 21 y 63 dias), 10
animales de cada grupo experimental y 5

animales de cada grupo control (7, 21 y

63 dias) fueron anestesiados de nuevo, para extraer cuidadosamente el implante

y la porcién de tejido subcutaneo y la piel adyacentes. Seguidamente los animales

fueron sacrificados por sobredosis de anestésico. El tejido extraido fue fijado en

formol al 10% y sometido al procesamiento histotécnico de rutina. (figura 8

a,b,c,d,ef,g,h)
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Figura 8a. Anestesia previa a la extraccion de la | Figura 8b Tricotomia para realizar la extraccion

de fragmento.
muestra.

Figura 8c. Incision para separar la piel. Figura 8d. Separacion de la muestra de

asegurandonos que incluye tejido suficiente

alrededor de la misma.




\
Figura 8e. Extraccion cuidadosa del tejido

subcutaneo vy la piel adyacente.

Figura 8g
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Figura 8f. Muestra de tejido subcutaneo y el
tubo de polietileno.

Figura 8h. Fijacion en formol al 10%

29
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III.1.4. Procesamiento histotécnico

Las muestras fueron sometidas a tratamiento histotécnico de rutina,
incluidas en parafina, y cortadas de forma seriada con un espesor de 5
micrometros, orientados paralelamente al eje longitudinal del tubo. Los cortes

fueron tefidos con hematoxilina y eosina.

III. 1.5. Analisis microscopico descriptivo

En cada espécimen fueron analizados los fenédmenos morfoldgicos
tisulares y celulares por medio de microscopia Optica. Se consideraron los
macrofagos y las células gigantes inflamatorias multinucleadas, asi como
fibroblastos y fibras coldgenas. Otro aspecto morfoldgico analizado fue la cantidad
de capas de células en el eje mayor del tejido reaccional, para correlacionarlo
posteriormente con las medidas morfoldgicas realizadas. Se describid la reaccidn
tisular observada a los materiales testados y a los grupos control en diferentes
periodos, sin especificar cada uno de los especimenes, pero caracterizando al

grupo considerado en su conjunto.(figura 9)

Figura 9. Esquema ilustrativo de los componentes de la valoracion de la reaccion
tisular frente a la implantacion de los tubos de polietileno de los diferentes grupos.
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II1.2. RESPUESTA TISULAR POSTERIOR A LA PROTECCION PuLPAR EN DIENTES DE

PERROS

Todo el estudio fue realizado de acuerdo con las directrices
institucionales sobre el empleo y cuidado de animales. El disefo del estudio y los
parametros histoldgicos de la reaccion del tejido pulpar y periapical, de acuerdo
con las normas de la Organizacién Internacional de normalizacién y evaluacion
bioldgica de materiales dentales. (International Organization for Standardization
(1SO) 7405:2008.)%

II1.2.1. Descripcion y distribucion de la muestra

Para la realizacion de este experimento fueron seleccionados los
segundos y terceros premolares superiores y segundos, terceros y cuartos
premolares inferiores de 5 perros de 12 a 18 meses de edad, de ambos géneros,
sin raza definida, pesando en promedio 15 kilos, provenientes del Biotério Central
del Campus de la Universidad de Sdo Paulo en Ribeirdo Preto. Después de la
seleccion de los animales, estos permanecieron en cuarentena, para la
administracion de antiparasitarios y vitaminas, de la vacuna antirrdbica vy
quintuple, de manera que adquirieran las condiciones fisicas ideales para la
realizacién de los experimentos. Los perros fueron mantenidos con acceso libre
para beber agua y con dieta estandar, de laboratorio, durante todo el periodo de
experimentacion.

Los 50 dientes fueron divididos en 6 grupos:

- Grupos I y IV (experimental) (n=10 dientes; 20 raices/grupo),
en el cual fue utilizado el sistema Filtek™ Silorane (3M Espe, St. Paul, USA), en los

periodos de 10 y 90 dias.
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- Grupos II y V (experimental): (n=10 dientes; 20 raices/grupo),
en el cual fue utilizado el sistema Filtek™ Supreme XT (3M Espe, St. Paul, USA),
en los periodos de 10 y 90 dias.

- Grupo III y VI (control): (n=5 dientes; 10 raices/grupo), en el
cual fue utilizado un cemento a base de déxido de zinc y Eugenol (IRM), en los

periodos de 10 y 90 dias.

III.2.2 Procedimiento operatorio

Inicialmente los animales fueron pre-anestesiados, por medio de una inyeccion
intravenosa de 1mg/kg de peso de Neozine (Aventis), 15 minutos antes del acto
operatorio. A continuacién, fue inducida la anestesia con Zoletil® 50 (Virbac de
Brasil) en dosis de 0.1ml/kg de peso, por via intravenosa, para facilitar el pasaje
de la sonda endotraqueal, necesaria para la realizaciéon de la anestesia por
inhalacién. (figura 10 a,b,c,d). Después de la intubacién con sonda endotraqueal,
el mantenimiento de la anestesia fue realizado con Isuflurano (Abott Laborat. Do
Brasil Ltda., Rio de Janeiro, RJ, Brasil), utilizando un aparato para anestesia por
inhalaciéon Takaoka KT-20 (Sao Paulo, SP, Brasil). (figura 11) a,b,c,d)
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Figura 10a,b,c,d. Induccion de anestesia por via intravenosa, antes de la intubacion.

Figura 11 aparato para anestesia por
inhalacion Takaoka KT-20 (S&o Paulo, SP,
Brasil)

Durante todo el acto operatorio, los
animales se mantuvieron con perfusion

de solucion isotonica de cloruro de sodio

al 0,9% (Glicolabor Industria
Farmacéutica Ltda., Ribeirdo Preto,
Brasil).

A continuacién fue realizado el examen
radiografico periapical de los dientes a
tratar, utilizando un dispositivo para
estandarizar la toma de cada radiografia
en perros, descrito por Cordeiro et al.
(1995)%*. Fueron utilizadas peliculas

radiograficas periapicales tamafio 2
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(Eastman Kodak Comp., Rochester, NY, EUA) y aparato de rayos X odontoldgico
Heliodent”' (Siemens, EUA), con 60 kVp y 10 mA con un tiempo de exposicion de 1
segundo. Las radiografias fueron reveladas por medio de un procesador
automatico y archivadas en carpetas plasticas.

Fue realizada la profilaxis dental con copas y piedra pomez (SS White
Artigos Dentarios Ltda., Rio de Janeiro, Brasil), sequida por anestesia infiltrativa
(Scandicaina, Septodont Distribuidora DFL Ind. Com. Ltda., Rio de Janeiro). Todo
el instrumental utilizado en los procedimientos operatorios fue esterilizado en
autoclave a 121°C, durante 20 minutos. Fue realizado el aislamiento absoluto del
campo operatorio con dique de goma y la antisepsia con perdxido de hidrogeno al
3%, seguido de la aplicacion de gluconato de clorhexidina al 1.0%.

Para hacer las protecciones pulpares indirectas se prepararon,
cavidades clase V en la cara vestibular de cada diente, con auxilio de una fresa de
bola de diamante n° 1015 (KG Sorensen, Sao Paulo) esterilizada y con la ayuda

de una pieza de mano de alta rotacién bajo irrigacién abundante, la profundidad

Figura 12%b,c,d. Anestesia infiltrativa de refuerzo, aislamiento y disefio de cavidades.
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de las cavidades fue realizada de manera uniforme hasta que restase una
espesura de 0.5 a 1Imm de dentina remanente. Cada 4 preparaciones cavitarias se
empled una fresa de diamante nueva para asegurar la eficacia de corte y evitar el
sobrecalentamiento. Para evitar el calor excesivo, durante todo el proceso de
preparacion cavitaria, se realizaron movimientos intermitentes de las fresas. Las
cavidades fueron irrigadas abundantemente con suero fisioldgico estéril (Cloruro
de sodio a 0,9%, Glicolabor Ind. Farm. Ltda., Sao Paulo, Brasil), para eliminar
restos de esmalte y dentina. A pesar del cuidadoso protocolo seguido en las
preparaciones cavitarias, en tres especimenes del grupo IV y en cuatro

especimenes del grupo V hubo exposicidn pulpar.

Figura 13 a, b, ¢, Cavidad de clase V. Colocacion del adhesivo, Obturacién con Filtek™ Silorane.

Las cavidades fueron restauradas con los materiales
correspondientes a cada uno de los grupos (I a VI), empleados de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Para evaluar todas las variables del estudio en el
mismo animal y en diferentes cuadrantes, cada hemiarcada fue distribuida

aleatoriamente para los diferentes protocolos experimentales.
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Cada hemiarcada fue radiografiada y los animales fueron mantenidos
en observacidon durante todo el periodo experimental.

Transcurridos los periodos experimentales recomendados, de 10 y 90
dias de los procedimientos operatorios, los dientes de cada grupo fueron
sometidos a un examen radiografico estandarizado y los animales fueron

sometidos a eutanasia por sobredosis anestésica.

III.2.3 Procesamiento histotécnico

Los maxilares y mandibulas fueron disecados con auxilio de un
bisturi, reducidos en su volumen y las piezas fueron lavadas en agua corriente.
Cada diente tratado fue removido junto con el hueso y el tejido blando adyacente,
en un unico bloque, utilizando un disco de diamante, bajo constante refrigeracion
con agua, y posteriormente fueron fijados en una solucién a base de formol al
10% por 48 horas. Transcurrido este periodo, fue realizada la desmineralizacién
utilizando una solucion a base de EDTA. El proceso de desmineralizacién fue
activado con la ayuda de un horno de microondas (Sharp Carousel) a temperatura
de 30°C, en potencia media/maxima, para evitar alteraciones tisulares. Las piezas
fueron irradiadas dentro de un recipiente de vidrio conteniendo agua y hielo, cada
10 minutos, por un periodo de 4 horas/dia, con intervalos de 5 minutos entre las
irradiaciones. A cada 6 irradiaciones las piezas fueron lavadas con una solucién a
base de cacodilato de sodio 98% tamponado en pH 7,4. La completa
desmineralizacion de las muestras fue evidenciada por medio de radiografias de
cada pieza y obtenida en aproximadamente 40 dias. Concluida la
desmineralizacion, las piezas fueron lavadas en agua corriente por 24 horas,
deshidratadas en concentraciones crecientes de alcohol, diafanizadas en xilol e
incluidas en parafina de acuerdo con la rutina histoldgica.

Por medio del micrétomo, los bloques que contenian los dientes
individualizados fueron reducidos a cortes seriados longitudinales con 5

micrometros de grosor. Para el analisis histopatoldgico, la tincidon de las laminas
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fue obtenida por medio de Hematoxilina y Eosina (HE), tricdmico de Mallory y por

el método de Brown & Brenn.

III.2.4. Analisis microscopico

El analisis microscdpico fue realizado subjetivamente, por medio de
microscopia Optica (Microscopio AXIO IMAGER.M1, acoplado a una cdmara
AXIOCAM MRc5 - Zeiss, Gottingen, Germany), sin conocimiento previo de cual
espécimen correspondia al grupo experimental o al grupo control. Fueron
utilizados, para la evaluaciéon de las laminas, los criterios establecidos por la ISO
7405:2008, asi como otros parametros utilizados por nuestro grupo de
investigacion %>, Para cada serie fue registrada la descripcién completa de todas
las caracteristicas de dentina, pulpa y tejidos periapicales de acuerdo con los
siguientes aspectos:

- Capa odontoblastica: 1. presente; 2. ausente.

- Respuesta pulpar inflamatoria: 1. ausente; 2 leve; 3. moderada; 4. severa.

- Respuesta periapical inflamatoria: 1. ausente; 2 leve; 3. moderada; 4. severa.

- Reabsorcion de los tejidos mineralizados: 1. ausente; 2. leve; 3. moderado; 4.
severa.

- Bacterias: 1. ausentes; 2. presentes.

II1.3. Analisis estadistico

Los datos fueron analizados por medio del programa estadistico
Graph Pad Prism 5.0 (Graph Pad Software In., San Diego, Califérnia, EUA).
Utilizando la prueba de Kruskal-Wallis y el post-test de Dunn. El nivel de

significancia adoptado fue de 5%.



RESULTADOS
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IV. RESULTADOS

A continuacion exponemos los resultados de ambas partes del estudio, tras el

analisis microscopico:

IV.1. Tolerancia tisular. Estudio en Camundongos Isogénicos:

Respuesta en Tejido Conjuntivo Subcutaneo

Grupo 1- Filtek™ Silorane -7dias

El tejido reaccional estaba constituido predominantemente por
células fibroblasticas jovenes, ovoides y fusiformes, con fibras de colageno
delicadas y discretamente organizadas. Entre los fibroblastos se encontraron
macrofagos, aun de morfologia monocitaria, neutrdfilos y algunos eosindfilos. Se
encontrd gran cantidad de vasos sanguineos neoformados. Fueron detectadas
células gigantes multinucleadas inflamatorias de tipo cuerpo extrafio,
especialmente en el tejido en contacto con el material. El espesor del tejido

reaccional fue de 10 a 20 capas celulares en estas muestras.

Grupo 2 - Filtek™ Silorane -21dias

El tejido reaccional se presentd ligeramente mas fibrosado que en el
grupo de siete dias, con fibras colagenas mejor definidas y organizadas en forma
capsular. También se observaron muchos fibroblastos jovenes y macréfagos. El
componente vascular todavia estaba presente. Se encontraron distribuidos de
forma difusa leucocitos polimorfonucleares neutrofilos y eosindfilos. El espesor del

tejido reaccional fue de 10 a 20 capas celulares en estas muestras.

Grupo 3- Filtek™ Silorane -63 dias
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El tejido reaccional se presentd delgado y bien organizado con una
capsula fibrosa bien definida por fibras colagenas. El componente vascular
disminuyd, persistiendo algunos vasos como parte de la estructura tisular. Se
encontrd muy poco infiltrado de polimorfonucleares neutrofilos y eosindfilos.
Fueron detectadas pocas células gigantes multinucleadas inflamatorias de tipo
cuerpo extrafo, con pocos nucleos, en el tejido reaccional en contacto con el

material. El espesor del tejido fue de 5 a 10 capas celulares en estas muestras.

Grupo 4- Adhesivo Filtek™ Silorane -7 dias

El tejido reaccional estaba constituido predominantemente por gran
nimero de  fibroblastos jovenes y macréfagos, todavia con morfologia
monocitaria. Se observaron neutrofilos y eosindfilos distribuidos de manera difusa.
Las fibras coladgenas eran finas aunque organizadas de forma rudimentaria en una
capsula fibrosa. Fueron encontradas pocas células gigantes multinucleadas
inflamatorias de tipo cuerpo extrafo, pequenas, presentando de 4 a 5 nucleos

cada una. El espesor del tejido reaccional era de 15 a 20 capas.

Grupo 5 Adhesivo Filtek™ Silorane -21 dias

El tejido reaccional estaba constituido por macréfagos en la
superficie del material y a continuacién por una franja fina de macroéfagos vy fibra
coldgenas bien organizadas como una capsula fibrosa. Se observaron algunos
leucocitos polimorfonucleares, neutrofilos y eosindfilos, difusamente distribuidos.
El grosor del tejido reaccional fue de 10 a 15 capas celulares en esta muestra. En
dos especimenes se encontrd un granuloma de tipo cuerpo extrafio alrededor de

un fragmento extravasado en el tejido circundante.

Grupo 6 - Adhesivo Filtek™ Silorane -63 dias
El tejido reaccional no presentd leucocitos polimorfonucleares,
neutrofilos y eosindfilos. En contacto con el material se observan macréfagos en

una unica capa y a continuacion fibroblastos maduros y una organizacién capsular
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con densos haces de fibras colagenas. El grosor del tejido reaccional fue de 5 a 10

capas celulares en esta muestra.

Grupo 7- Primer Filtek™ Silorane 7 dias

El tejido reaccional mas proximo al material se encontraba infiltrado
difusamente por muchos neutrofilos y algunos eosindfilos; entre ellos muchos
macréfagos aun con morfologia monocitaria. También se observaron células
gigantes multinucleadas inflamatorias de tipo cuerpo extrafio, pequefas, con solo
4 0 5 nucleos, casi siempre en la interfase con el material. Mas en la periferia, los
fibroblastos jovenes mostraban organizacién capsular bien definida con fibras
colagenas finas. El grosor del tejido reaccional fue de 20 a 30 capas.

kTM

Grupo 8 - Primer Filtek'™ Silorane 21 dias

El tejido reaccional mas proximo al material presentaba fibroblastos
jovenes y macrdéfagos principalmente en contacto con el material. Las fibras
colagenas estaban bien organizadas y definidas en forma capsular. Las células
gigantes multinucleadas inflamatorias de tipo cuerpo extrafo, presentaron de
media, solo 4 o 5 nucleos. Infiltrados difusamente se observaron algunos

neutrdfilos y eosindfilos. El grosor del tejido reaccional fue de 10 a 15 capas.

Grupo 9 - Primer Filtek™ Silorane 63 dias

El tejido reaccional presentaba haces de fibras colagenas, estaban
bien organizadas y definidas en forma capsular y entre las fibras se encontraban
gran numero de fibroblastos jovenes y maduros. Los macréfagos se disponian
principalmente en contacto con el material. Los leucocitos polimorfonucleares tipo
neutréfilos eran raros y dispuestos de forma aleatoria. Las células gigantes
multinucleadas inflamatorias de tipo cuerpo extrafio, eran pequefas y residuales.

El grosor del tejido reaccional fue de 5 a 10 capas.

Grupo 10 - Filtek™ Supreme XT 7 dias
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El tejido reaccional mas proximo al material presentaba
predominantemente macrofagos, con algunas células gigantes multinucleadas
inflamatorias de tipo cuerpo extrafo, también se observaba infiltrado difuso de
algunos neutrdfilos y  eosindfilos. La organizacion en forma capsular estaba
presente con fibras colagenas cortas e irregulares. El grosor del tejido reaccional

fue de 15 a 20 capas.

Grupo 11 - Filtek™ Supreme XT 21 dias

El tejido reaccional mas proximo al material presentaba fibroblastos
joévenes y macrofagos, las fibras colagenas estaban desorganizadas aunque con
esquema capsular. Algunas células gigantes multinucleadas inflamatorias de tipo
cuerpo extrafio, estaban presentes en contacto con el material. Distribuidos
aleatoriamente se observaron algunos leucocitos polimorfonucleares. El grosor del

tejido reaccional fue de 10 a 20 capas.

Grupo 12 - Filtek™ Supreme XT- 63 dias

El tejido reaccional presentaba una o dos capas de macréfagos que
se disponian en contacto con el material, intercaladas con células gigantes
multinucleadas inflamatorias de tipo cuerpo extrafio, pequefias, con solo 4 o 5
nucleos. Los leucocitos polimorfonucleares tipo neutrofilos y eosindfilos eran
raros. Alrededor, se encontraban macréfagos y fibroblastos jovenes y maduros
entre haces de fibras colagenas organizadas y definidas en forma capsular. El

grosor del tejido reaccional fue de 10 a 15 capas.

Grupo 13 - Tubo vacio - 7 dias

El tejido reaccional estaba constituido por células fibroblasticas
jovenes ovoides o fusiformes, con fibras colagenas finas y discretamente
organizadas. Entre las fibras se observaron macréfagos aun con morfologia
monocitaria, neutrofilos y algunos eosindfilos. Habia gran nimero de vasos

sanguineos neoformados. Las células gigantes multinucleadas inflamatorias de
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tipo cuerpo extrafo, se presentaban especialmente en contacto con la luz del

tubo. El grosor del tejido reaccional fue de 15 a 25 capas.

Grupo 14 - Tubo vacio - 21 dias

El tejido reaccional se presentd ligeramente mas fibrosado que el del
grupo 7 dias, con haces de fibras colagenas mejor definidas y organizadas de
forma capsular con fibroblastos jovenes y macréfagos. EI componente vascular
aun estaba presente. Los leucocitos polimorfonucleares tipo neutrofilos vy
eosindfilos se observaban distribuidos de forma difusa. El grosor del tejido

reaccional fue de 10 a 20 capas.

Grupo 15 - Tubo vacio - 63 dias

El tejido reaccional se observaba bien organizado y definido en forma
capsular formada por finos haces de fibras colagenas, el componente vascular aun
estaba presente con algunos vasos. El infiltrado de polimorfonucleares tipo
neutréfilos y eosindfilos era muy escaso. Muy pocas células gigantes
multinucleadas inflamatorias de tipo cuerpo extrano, pequefias y con pocos
nucleos, se observaron en la interface con el material. El grosor del tejido

reaccional fue de 10 a 15 capas.
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Figura 14: Grupo 1 Filtek Silorane -7 dias
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En los dos especimenes, a los 7 dias, observamos que la reaccion tisular a la
luz del tubo vacio de polietileno se caracterizaba por una estrecha franja de
tejido con fibras de colageno bien definidas, entre las cuales encontramos
fibroblastos y macrofagos, rico componente vascular e infiltracion leve de
leucocitos polimorfonucleares. (Ay C = 10X, Cy D = 20X).
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Grupo 2- La reaccion tisular, a los 21 dias, mostraban fibras colagenas bien
organizadas formando un tejido capsular com gran cantidad de macrdfagos. El
infiltrado era difuso y escasos de leucocitos polimorfonucleares (A=4X;B=10X;
C=20X; D=40)
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Figura 16: Grupo 3- Filtek Silorane 63 dias-

Grupo 3- La reaccion tisular en este periodo experimental revelaba fibras colagenas bien
definidas, fibroblastos y macréfagos entre ellas, ademas de una discreta presencia de
leucocitos polimorfonucleares de tipo neutrdfilos y eventuales eosinofilos. (A = 4X; B =
10X; C = 20X; D = 40X)
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Figura 17:. Grupo 4 - Bonding de Filtek Silorane 7 dias-

Grupo 4 - En la superficie del material a la luz del tubo fueron observados
macrofagos formando una capa bien definida. Adyacente, fibroblastos jovenes en la
periferia formaban paquetes de fibras colagenas delicadas y organizadas en una
capsula fibrosa. En la periferia se observan vasos sanguineos y nervios(A = 4X; B =
10X; C = 20X; D = 40X)
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Figura 18: Grupo 5 - Bonding de Filtek Silorane 21 dias-

.

macrofagos y  fibroblastos jovenes. Habia residuales leucocitos polimorfonucleares,
predominantemente neutrdfilos, y eosindfilos. A = 4X; B = 10X; C = 20X; D = 40X) -
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Figura 19: Grupo 6 - Bonding de Filtek Silorane 63 dias

Grupo 6 - La reaccion tisular a los 63 dias estaba predominantemente constituida
por fibroblastos y fibras colagenas con algunos macréfagos y sin presencia de
leucocitos polimorfonucleares. (A = 4X; B = 10X; C = 20X; D = 40X)
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Figura 20: Grupo 7 - Primer de Filtek Silorane 7 dias

Grupo 7 -En el tejido en contacto con el material se observaron algunos macréfagos, y
pocas células gigantes multinucleadas inflamatorias de tipo cuerpo extrano. Los
neutrofilos y algunos eosinofilos estan presentes en gran numero especialmente en
capas de tejido reaccional en contacto con el material testado. (A = 4X; B = 10X; C =
20X; D = 40X)
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Figura 21: Grupo 8 — Primer de Filtek Silorane 21 dias

Grupo 8 - La reaccion tisular revelo fibras colagenas organizadas con formacion
capsular . Entre las fibras aparecen fibroblastos y macréfagos, el espesor del tejido
a los 21 dias era mas fina y estaba infiltrada por algunos leucocitos
polimorfonucleares. Algunas células gigantes multinucleadas inflamatorias de tipo
cuerpo extrano fueron observadas en la superficie del tejido. (A = 4X; B = 10X; C =
20X; D = 40X)
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Figura 22: Grupo 9 - Primer de Filtek Silorane 63 dias

Grupo 9- A los 63 dias la reaccion tisular se muestré fina con fibras de colageno bien
definidas. Los fibroblastos jovenes y macrofagos se encontraban entre las fibras y el
material.
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Figura 23: Grupo 10 - Primer de Filtek Supreme XT 7 dias

Grupo 10 - A los 7 dias el tejido reaccional mostraba una organizacion capsular, fibras

colagenas irregularmente posicionados, fibroblastos macréfagos, muchos leucocitos

polimorfonucleares tipo neutrdfilos y algunos eosindfilos.(A = 4X; B = 10X; C = 20X; D
= 40X)



DOCTORADO | 54

Esther Ruiz de C. Regojo

Figura 24: Grupo 11 - Primer de Filtek Supreme XT 21 dias

Grupo 11 - El tejido en contacto con el material, presentaba abundante fibras
colagenas, con organizacion capsular bien definida y fina. Con  macréfagos y
fibroblastos.
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Figura 25 Grupo 12 - Primer de Filtek Supreme XT 63 dias

Grupo 12 - Los macrofagos estan organizados formando una Unica capa de célula en la
interface del tejido con el material a los 63 dias. Adyacente encontramos fibroblastos y
macrofagos. (A e B = 10X; Ce D = 20X)
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Figura 26 Grupo 13- Tubo vacio
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Grupo 13 - A los 7 dias El tejido que envuelve el tubo de polietileno vacio presento una
franja de tejidos com fibras colagenas bien definidas de fibroblastos y macrofagos, riso
componenete vascular y discreta infiltracion de leucocitos polimorfonucleares (A = 4X; B
= 10X; C = 20X; D = 40X)
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Figura 27: Grupo 14 - Tubo vacio

Grupo 14 La reacion tisular a los 21 dias mostro fibras colagenas organizadas formando
um tejido capsular com gran cantidad de macrofagos em infiltrado difuso y algunos
leucocitos polimorfonucleares.

(A =4X; B = 10X; C = 20X; D = 40X)



DOCTORADO | 58

Esther Ruiz de C. Regojo

IV.2. Respuesta Tisular posterior a la Proteccion Pulpar en Dientes de

perros

Grupos I y II - Filtek™ Silorane y Filtek™ Supreme XT (10 dias)

Los grupos I y II presentaron resultados semejantes y por eso
fueron descritos conjuntamente.

En las 40 raices de los grupos I y II, el tejido pulpar estaba normal,
habiendo sobre el tejido dentario una capa odontoblastica con areas de
vacuolizacion.

En la regién superficial de la pulpa, el tejido conjuntivo estaba
integro, con una suave congestion vascular y con fibroblastos estrellados.

La regidon apical era normal, estando el cemento regular, con
presencia de cementoblastos en toda su superficie.

El ligamento periodontal presentd espesor normal, con una intensa
presencia de fibras y con ausencia de células inflamatorias.

Sin presencia de microorganismos.

Grupo IIT — Cemento de Oxido de Zinc y Eugenol (10 dias)

En las 10 raices de este grupo se pudo observar un cuadro
histopatoldgico semejante al descrito en los grupos I y II, excepto por la ligera
presencia de células inflamatorias mononucleadas, en el interior de la pulpa,
proxima a la dentina remanente.

La region apical y periapical se mostraron normales, semejantes a
los grupos anteriores.

Sin presencia de microorganismos.

Grupo IV y V — Filtek™ Silorane y Filtek™ Supreme XT (90 dias)

Los grupos IV y V presentaron resultados semejantes y por eso
fueron descritos conjuntamente. Fueron evaluados en este periodo 17 raices en el
grupo IV y 16 raices en el grupo V, en funcidn de la presencia accidental de

pequenas exposiciones pulpares, durante la preparacion cavitaria.
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En todos los especimenes de estos 2 grupos el tejido pulpar estaba
integro y mostraba una capa de odontoblastos normal sobre la dentina remanente
y a lo largo de las paredes del canal radicular.

El tejido conjuntivo en toda la extension de la pulpa se mantenia
integro y denso, con un sistema vascular normal.

La region apical y periapical fueron normales en estructura vy
espesor.

No hubo presencia de células inflamatorias.

Sin presencia de microorganismos.

Grupo VI — Oxido de Zinc y Eugenol (90 dias)

A los 90 dias, el resultado histopatoldgico después de la proteccién
pulpar indirecta con éxido de zinc y Eugenol en las 10 raices fue semejante al
observado en el periodo de 10 dias, excepto por la presencia residual de células

inflamatorias en el tejido pulpar adyacente a la dentina remanente.

Analisis estadistico

La comparacién de los resultados mostrd una diferencia significativa

solo con relacion a la respuesta inflamatoria pulpar y periapical en el periodo de

kTM kTM

evaluacion de 10 dias, donde las resinas Filtek'™ Silorane y Filtek'™ Supreme XT se
comportaron de forma estadisticamente similar, pero diferentes al Oxido de Zinc y
Eugenol (p<0,05).

En la tabla 1, se encuentran resumidos la distribucion de los
especimenes, de acuerdo con los valores atribuidos a los parametros
histopatoldgicos, de los diferentes grupos, asi como los resultados del andlisis

estadistico.
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Tabla 1- Distribucion de los especimenes de acuerdo con los valores atribuidos con relacion a la
capa odontoblastica, respuesta inflamatoria pulpar y periapical, reabsorcion de los tejidos
mineralizados y presencia de bacterias, en los especimenes de los grupos I (Filtek™
dias), II (Filtek™ SupremeXT; 10 dias), III (Oxido Zinc y Eugenol; 10 dias), IV (Filtek™ Silorane;

90 dias), V (Filtek™ Supreme XT; 90 dias) y VI (Oxido Zinc y Eugenol; 90 dias)

Silorane; 10

) Grupo Grupo Grupo Grupo Grup Grup
Parametro o o
I II III v
\") VI
Capa Integra (valor 1) 12 12 6 10 10 6
Odontoblas Ausente  (valor 0 0 0 0 0 0
tica 2)
Andlisis a a A A a A
estadistica
Respuesta Ausente  (valor 12 12 0 10 10 6
inflamatoria 1) 0 0 6 0 0 0
pulpar y Leve (valor 2) 0 0 0 0 0 0
periapical Moderada (valor 0 0 0 0 0 0
3)
Severa (valor 4)
Andlisis a a b A a A
estadistica
Reabsorcio Ausente  (valor 12 12 6 10 10 6
n de los 1) 0 0 0 0 0 0
tejidos Leve (valor 2) 0 0 0 0 0 0
mineralizad Moderada (valor 0 0 0 0 0 0
0s 3)
Severa (valor 4)
Andlisis a a a a a A
estadistica
Bacterias Ausente  (valor 12 12 6 10 10 6
1) 0 0 0 0 0 0
Presente (valor
2)
Andlisis a a a a a A
estadistica

*|etras iguales representan resultados estadisticos semejantes.
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Exposicion pulpar

A los 90 dias, en 3 especimenes del grupo IV y en 4 especimenes del
grupo V donde el tejido pulpar fue expuesto accidentalmente, la capa
odontoblastica estaba ausente y la pulpa, cuando presente, se encontraba
necrosada a lo largo del canal radicular.

En el apice radicular, la superficie del cemento estaba
acentuadamente irregular debido a reabsorcidn cementaria, con ausencia de
cementoblastos en su superficie.

El ligamento periodontal estaba aumentado, observandose una
intensa disociacion de fibras, edema y presencia acentuada de células
inflamatorias mononucleadas y polimorfonucleadas.

No hubo microorganismos en ningin espécimen.

No hubo alteraciones en la integridad de la lamina dura, ni presencia de areas de
rarefaccion ésea periapical, ni presencia de reabsorcion radicular interna o externa

en ninguno de los especimenes en los dos periodos experimentales.
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Figura 28. Imagenes representativas del grupo 1 y II Filtek ™ Silorane del sistema (10 dias) y Filtek
™ XT Supremo (10 dias). A, B y C: Tejido normal de la pulpa (P) y la capa de odontoblastos (flecha)
Con areas de vacuolizacion. HE-Zeiss. El aumento en 10 x 20 x A y el aumento en By C. D y E: region
apical normal, cemento Con regular (C), Con espesura normales del ligamento periodontal (L), las fibras
de colageno (flechas) y el hueso alveolar (O) normal. HE-Zeiss. El aumento en 10 x D x 20 y un
aumento en E. F: imagen radiografica inmediatamente después de procedimientos quirdrgicos. G:
Apariencia radiografica 90 dias después de procedimientos quirdrgicos, sin ninglin cambio.
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Figura 29. Grupo IV Filtek ™ Silorane sistema (90 dias). A, B, Cy D: la dentina (D) y la
pulpa (P) normal. HE-Zeiss. El aumento de 10 x. B: tejido de la pulpa (P) con una
poblacion marcada de los fibroblastos, vasos sanguineos y la capa de odontoblastos
(flechas). E: region apical y periapical. Ligamento periodontal normal (L), cemento (C) y
el hueso alveolar (O). F: Un mayor aumento de la figura E, mostrando una fuerte
presencia de fibras (flecha), las células y los vasos sanguineos. Superficie de cemento y
el hueso (O) con varios cementoblastos y osteoblastos, respectivamente (cabeza de
flecha). G: Apariencia radiografica inmediatamente después de procedimientos
quirurgicos. H: apariencia radiografica 90 dias después de procedimientos quirdrgicos, sin
cambios.
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Figura 30. Grupo V Filtek ™ Supreme XT (90 dias). A, B y C: dentina, pulpa (P) y la
capa de odontoblastos (flechas) normal. HE-Zeiss. El aumento de 10 x . D: mayor
aumento de la figura C, que muestra la pulpa normal (P) y sin alteraciones en la capa de
odontoblastos (flecha) HE-Zeiss. El aumento de 20 x . E: regidén apical y periapical.
Ligamento periodontal (L), el cemento y el hueso alveolar (O) normal. F: Un mayor
aumento de la figura E que muestra las fibras de colageno entrelazados (flechas) en el
ligamento periodontal normal y el cemento (C) y el hueso alveolar (O). HE-Zeiss. El
aumento de 20 x. G: Apariencia radiografica inmediatamente después de procedimientos
quirurgicos. H: apariencia radiografica 90 dias después de procedimientos quirdrgicos, sin
ningun cambio.
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Figura 31. Grupo VI Oxido de zinc y eugenol (90 dias). A, B, C y D: la dentina (D), pulpa
(P) y la capa de odontoblastos (flecha) normal. HE-Zeiss. El aumento de 10 x. E: imagen
radiografica inmediatamente después de procedimientos quirlrgicos. F: imagen
radiografica 90 dias después de procedimientos quirdrgicos, sin ningin cambio.
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DiscusiON
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V. DISCUSION

La forma ideal de evaluacién de la biocompatibilidad de diferentes
materiales de uso odontoldgico seria el andlisis de las respuestas de los tejidos
apicales y periapicales por medio de estudios histopatoldgicos realizados en
humanos®’. Considerando que esa practica es totalmente implanteable, se
convierte en necesaria la utilizacidon de modelos animales que permitan el analisis

microscdpico de la respuesta tisular, con los diferentes materiales estudiados®®.

Teniendo conocimiento de los estudios realizados con la nueva

k™ Silorane) en cultivo de células humanas, se

resinas en base a silorane (Filte
planteo hacer un test secundario (ensayo de implantacion en tejido subcutaneo de
ratones) y un test comprobatorio (proteccidn pulpar en dientes de perro) , para

valorar la respuesta tisular a este composite.

V.1. DEL ESTUDIO DE LA COMPATIBILIDAD TISULAR IN VIVO EN
CAMUNDONGOS ISOGENICOS

V.1.1. DEL MODELO EXPERIMENTAL

Los métodos de ensayo de implantacién en tejido subcutaneo, son
usados para evaluar la respuesta bioldgica del tejido subcutaneo al material
implantado, y pueden evaluar los efectos de toxicidad sub-crénica (de corta
duracién, hasta 12 semanas) o los efectos crénicos (a largo plazo, mas de 12
semanas). El mayor periodo de experimentacion de este trabajo fue 63 dias, es
decir, un periodo de inferior a 12 semanas, por lo que éste fue un experimento
que evalud los efectos de toxicidad sub-cronica. Esta prueba podria ser utilizada
en animales con menor esperanza de vida como son ratones, ratas, conejos o

conejillo de indias (ISO 10993-6, 1994). Hemos optado por el uso de ratones,
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porque, ademas de que el tamafio del implante es compatible con el animal, es el
animal que mas se utiliza en la investigacion cientifica en el mundo, por ser
mamifero, por reproducirse rapidamente, por tener los mismos sistemas y
organos de seres humanos, por ser pequefios, de bajo coste, faciles de alimentar,
almacenar y procesar®

Los ratones utilizados en este estudio fueron de tipo isogénico , que
al ser generados en laboratorio son genéticamente similares, y tienen patrones
de respuesta homogénea frente al mismo estimulo, lo que permite a cada animal
recibir solamente un implante, eliminando el inconveniente de probar todos los

materiales en el mismo animal”

y la posibilidad de que al implantar varios
materiales diferentes en el mismo animal, la respuesta sistémica a un material
pueda interferir con los resultados de otro. Esto es interesante porque reduce el
tiempo quirdrgico, disminuyendo el riesgo quirdrgico. Siendo pequefios, los
animales del mismo grupo pueden mantenerse en la misma caja. Segun (ISO
10993-6, 1994)"! la regidon dorsal se ha elegido porque el riesgo de que el animal

arranque el implante es menor y este area no esta sujeta a friccion o esfuerzo.

V.1.2. De la opcion de implantes en tejido subcutaneo

Los implantes en tejido subcutdneo se utilizan para evaluar la
respuesta bioldgica del tejido frente al material implantado, a nivel macro y
microscépica (ISO 10993-6, 1994) y puede ser utilizado como fuente de
informacién preliminar sobre la compatibilidad de los materiales con la actividad
bioldgica de los tejidos alrededor de ellos’ 7747767778

Se pueden realizar varias pruebas para verificar la compatibilidad
bioldgica de un material. Los test iniciales o primarios son los que dan una idea
general de la toxicidad de los materiales e incluyen las pruebas de toxicidad
sistémica aguda, las pruebas de inhalacién , las pruebas de mutagenicidad, la
prueba letal dominante y pruebas de citotoxicidad in vitro. Los test secundarios,
son las pruebas que evalian la toxicidad local, e incluyen las pruebas en las que el

material permanece mas tiempo en contacto con los tejidos, in vivo, tales como
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pruebas de sensibilidad y de irritacién de las membranas y los implantes en tejido
conectivo subcutaneo y hueso. Los test comprobatorios, son los que evalian la
respuesta del tejido pulpar, de los tejidos apicales y los tejidos periapicales frente
al material %°.

Olsson et al. (1981)” y Ozbas et al. (2003)* afirmaron que el
implante de materiales en el tejido conjuntivo subcutdneo es una prueba
secundaria adecuada para evaluar la compatibilidad de materiales con |Ia
actividad bioldgica de los tejidos a su alrededor, siendo recomendados antes de
los test comprobatorios. Segun estos autores, las reacciones toxicas e
inflamatorias tienen las mismas caracteristicas en todos los tejidos conjuntivos, no
importando dénde estén ubicado.

La reaccion tisular causada por materiales odontoldgicos por medio
de test en los que se realizaron implantes en el tejido subcutaneo de ratones fue
evaluada por Bilginer et al. (1997)%!, Shimizu et al. (2004)'?y Silva (2007).%

V.1.3. De la opcion de uso de tubos de polietileno

En el presente estudio, los materiales implantados en tejido
conjuntivo se colocaron en tubos de polietileno, como ha sido preconizado por
diferentes autores *.

De acuerdo con Torneck (1966)%* y Ozbas et al. (2003)>, el
polietileno no causa irritacion de los tejidos circundantes, por lo que la reaccion en
la apertura del tubo esta relacionada con la toxicidad del material contenido en su
luz. En el presente estudio la reaccidn tisular a los tubos de polietileno vacios fue
similar a la mostrada por Torneck (1966)*.

La introduccién de los materiales experimentales en tubos esta
ampliamente reconocida como un método valido para el implante de materiales
odontoldgicos, ya que simula las condiciones clinicas y mantiene el material
estable asegurando la estandarizacién®. Ademds permite la utilizacion de
materiales recién manipulados® y el control de la cantidad de material que
quedard en contacto con los tejidos86. De acuerdo con Batista et al. (2007)%, la

intensidad de la respuesta inflamatoria, ademas de estar en relacion con el tipo de
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material y con el periodo de tiempo post-implante, esta en dependencia con la

cantidad de material, siendo de mayor intensidad donde hubiera mas material.

V.1.4. De los materiales utilizados

Con relacion a los materiales validados, fue seleccionado un material
de restauracion recientemente lanzado al comercio especializado (Filtek™
Silorane), aplicado de manera rutinaria en cavidades, pudiendo ser éstas
profundas, y necesitando por tanto ser comprobada su biocompatibilidad. Como la
literatura presenta trabajos validando las propiedades fisico-quimicas de esos
materiales pero no comprobando su biocompatibilidad, se optd por realizar este
estudio bioldgico de tolerancia tisular en  subcutaneo de Camundongos
Isogénicos.

V.1.5. De los parametros de respuesta tisular evaluados

En la literatura, se observa que los parametros evaluados por los

diferentes autores 47,48,49,50,51,52,53,55,62

son practicamente los mismos e incluyen el
tipo y la cantidad de células inflamatorias, la fibrosis, el area y el engrosamiento
del tejido reaccional, la necrosis y fendmenos vasculares. Entretanto, no existe
consenso en relacién a la forma de realizar la evaluacidn de la respuesta bioldgica
de los tejidos al material implantado.

Bilginer et al. (1997)*° evallan cualitativamente el grado de
inflamacién como leve, moderado o severo, segun el tipo celular (leucocitos
polimorfo-nucleares, linfocitos, macréfagos y células plasmaticas) y la cantidad de
células inflamatorias; el tipo de inflamacién como aguda (predominio de leucocitos
polimorfonucleares y pocos linfocitos, macréfagos y células plasmaticas) o cronica,
y la presencia de la capsula fibrosa.

Los criterios de evaluacion de la Federacion Dental Internacional
(1980), que son exclusivamente cualitativos, sin atribuir puntuaciones, fueron

utilizados por Kim et al. (2004)* y Zafalon et al. (2007)> en sus experimentos. La



DOCTORADO | 71

Esther Ruiz de C. Regojo

reaccion tisular fue evaluada como ausente o leve, si el espesor del tejido
reaccional es igual o ligeramente mayor al espesor del mismo a lo largo de la
pared del tubo y con pocas o ninguna célula inflamatoria. Fue evaluada como
moderada, si hay presencia de macrofagos y / o células plasmaticas, grave si se
produjo un aumento en la zona de reaccién con la presencia de macréfagos y
células plasmaticas, focos ocasionales de neutrdfilos y / o linfocitos. Evaluaron
también la presencia de células gigantes de tipo cuerpo extrafo, capsula fibrosa,
tejido 6seo neoformado, tejido necrotico, la resorcion d6sea y el material
disperso.

Ya Zmener (2004)*, llevd a cabo una evaluacién cualitativa, que
clasifica en cuatro categorias de reaccidon inflamatoria. Ninguna reaccion:
presencia de capsula fibrosa y ausencia de células inflamatorias. Reaccién leve:
presencia de capsula fibrosa y pocos linfocitos y células plasmaticas. Reaccidn
moderada: formacién de capsula fibrosa con presencia de macréfagos, leucocitos
polimorfonucleares, linfocitos y células plasmaticas. Reaccién severa: grandes
acumulaciones de leucocitos polimorfonucleares, linfocitos, células plasmaticas,
macrofagos, células gigantes de tipo cuerpo extrano, y capilares congestionados.

En el trabajo de Batista et al. (2007)%, la reaccién tisular y la
intensidad de la inflamacién fueron morfoldgicamente evaluadas por el tipo de
célula presente en el infiltrado inflamatorio, por la proliferacion de fibroblastos y
angioblastos, por la presencia de capsula fibrosa que rodea el implante y los
fendmenos vasculares. La reaccion inflamatoria fue clasificada como ausente,
leve, moderada o grave y se asignaron puntuaciones de 0 a 3.

Los criterios utilizados tanto para la ejecucidon y como para la
evaluaciéon de la reaccidon tisular en este estudio, se basan en aquellos
recomendados por la norma ISO 10993-6 (1994), segun cual la extension de la
respuesta debe ser determinada por la medicion de la distancia de la interfaz
implante/tejido en las zonas no afectadas, es decir, zonas de tejido con
caracteristicas y vascularizaciéon normales. Los parametros de la respuesta
bioldgica evaluados deben ser: inflamacion, grado de fibrosis, degeneracién

(cambios morfoldgicos en los tejidos), el tipo, el nimero y la distribucidon de las
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células inflamatorias, presencia de necrosis, presencia de desechos y granulomas.
Shimizu et al. (2004)> también basan el analisis de las respuestas bioldgicas de
su estudio en los parametros de evaluacion recomendados por la norma ISO
10993-6 (1994).

El infiltrado inflamatorio se evalia segin la concentracién de
polimorfonucleares tipo neutrdfilos, en el tejido reaccional alrededor del material.
La presencia de un gran numero de neutrdfilos significa que el proceso
inflamatorio estd en una etapa inicial, o que el ataque se produce de forma
repetida y constante, o que hubo contaminacién por bacterias. También se
observd la aparicién de extravasamiento de material mas alla de la apertura del
tubo implantado, absceso y calcificacion distrofica en los tejidos que rodean el
material testado. Se describid la reaccidn tisular en relacién a los materiales
testados y los grupos de control, en los diferentes periodos, sin especificar cada
uno de los especimenes, pero que caracterizan el grupo considerado en su

conjunto.

V.1.6. De los resultados
Filtek™ Supreme XT

Los materiales odontoldgicos utilizados en procedimientos
restauradores pueden entrar en intimo contacto con los tejidos blandos durante la
realizacion de las restauraciones, pudiendo conducir a inflamacion local
(Nadarajah et al., 1996)%. Teniendo en cuenta que en muchas ocasiones las
restauraciones estan en dentina profunda, estos materiales también pueden
afectar al complejo dentino-pulpar, ya que los tibulos dentinarios suponen un 20-
39% de la dentina y el fluido dentinario representa alrededor del 22% del
volumen total de la dentina®®. Otro factor importante es el hecho de que la
dentina cerca de la unidn amelo-dentinaria presenta una permeabilidad del 1%,
en la parte media un 7,6% mientras que cerca de la pulpa la permeabilidad es del
22%.°! Asi, el paso de sustancias a través de la dentina puede llegar hasta la

pulpa, pudiendo causarle cambios patoldgicos, dependiendo del tamafio de la
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molécula, de los componentes del producto utilizado, de la superficie disponible
para la difusién, la permeabilidad de los tibulos dentinarios, y el grosor de la
dentina remanente. Gerzina e Hume (1996)* observaron que la capa hibrida,
obtenida después de la utilizaciéon de los adhesivos dentinarios en base a
metacrilato, no puede ser considerada una barrera impermeable, ya que ésta no
previene la difusion de mondmeros hacia el tejido pulpar. Diversos estudios, en

34, 93, 94, 95,96, 97 " mostraron los

dientes de ratones, primates, perros y humanos
efectos adversos después de la utilizacion de los sistemas adhesivos en base a

metacrilato cerca de pulpa.

Algunos estudios previos, también han evaluado la respuesta
inflamatoria frente a la implantacion subcutanea de resinas compuestas en base a
metacrilato**?, evidenciando una respuesta inflamatoria granulomatosa
persistente, infiltrado linfocitario, fibroblastos, presencia de monocitos, aumento
del nimero de macrdfagos y mayor expresion de antigeno de histocompatibilidad,

sugiriendo respuesta inflamatoria persistente.

En los Ultimos afios se han desarrollado resinas en base a
metacrilato con modificaciones en su composicion y estructura. Filtek™ Supreme XT
es una de ellas. Siendo una resina de nanoparticulas, presenta una combinacion
de dos tipos de nanorelleno (5-75nm): contiene particulas redondeadas con
tamafios menores a 10nm (0.01um), que se disponen de forma individual y
también agrupadas en "nanoclusters" de aproximadamente 75nm. Estos
aglomerados o "nanoclusters" actian como una unidad, permitiendo mayor carga
de relleno y mayor resistencia.” Aunque estas resinas tienen mejores propiedad
fisicas, incluyendo mejor pulido®® , todavia presentan citotoxicidad en cultivo de

células, conforme observado por Brackett et al. (2007)2.

Aunque la caracterizaciéon de la respuesta tisular inflamatoria sea de
fundamental importancia para dar respaldo al uso clinico de nuevos materiales®,

hasta el momento no hemos encontrado estudios publicados evaluando la

kTM

respuesta tisular a la resina Filtek™ Supreme XT.
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En nuestro estudio, la resina Filtek™ Supreme XT presentd una
compatibilidad adecuada con el tejido conjuntivo subcutaneo de camundongos
visto que, a los 63 dias, la respuesta inflamatoria fue semejante a la hallada en el
grupo control (tubo vacio), con un pequeino numero de neutréfilos, presencia de
macréfagos y de capsula fibrosa. Posiblemente esto sea debido al hecho de que la
resina Filtek™ Supreme XT esta compuesta por nanoparticulas y “nanoclusters” que
reducen el espacio intersticial y, consecuentemente, la cantidad de matriz organica
capaz de liberar metacrilatos, causando, por lo tanto, menor irritacion tisular que

las resinas en base a metacrilato convencionales 3%*%°,

Sistema Filtek™ Silorane

A pesar de las innovaciones de los ultimos afios, y la muy buena aceptacién de las
resinas en base a metacrilatos, clinicamente la contraccién de polimerizacion es
considerada, todavia, la principal desventaja de esos materiales'®’. La causa méas
frecuente del fracaso de las restauraciones con resinas compuestas es la caries
secundaria, lo que segln algunos autores!® guarda relacién directa con la
contraccion que sufre el composite (1.35 al 7%) durante el proceso de
fotopolimerizacion. La tensidn generada durante el proceso de polimerizacion
afecta a la zona de interfase diente-material restaurador, siendo capaz de
provocar microcraks o fallos de la unién (desadaptaciones). Por esa razén, nuevos
materiales sin metacrilato, que presentan un reducido stress interno como
resultado de la muy baja contraccién de polimerizacidon, suponen grandes
perspectivas para el futuro.%?

Entre los nuevos materiales sin metacrilato se encuentra Filtek™
Silorane, sistema de resina recientemente introducido en el mercado, basado en
un sistema monomeérico innovador, obtenido a partir de la reaccién de moléculas
de oxirane y siloxane. Esa nueva resina combina caracteristicas importantes:
reducida contraccion de polimerizacién, debido a los anillos oxirano, y elevada

hidrofobicidad, debido a la presencia de los siloranos. %3
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Los Siloranos son materiales estables e insolubles en diferentes
fluidos biolégicos®®, cuya polimerizacién no es sensible al oxigeno®. Presentan
poca absorcion de agua y reducido coeficiente de difusion, cuando se comparan
con las resinas en base a metacrilato convencional'®.

Segun Ilie e Hickel (2009)!%, las propiedades mecanicas de las
resinas en base a Silorano, medidas en macro, micro y nano escalas, son
comparables a las resinas en base a metacrilato.

Sin embargo, hasta el momento, pocos trabajos han evaluado las
propiedades bioldgicas de las resinas en base a Silorano.

En 2007, Brackett et al.!? evaluaron, in vitro la citotoxicidad de la
resina Hermes, precursora del Filtek™ Silorane, en cultivo de fibroblastos 3T3 de
Camundongos BALB/c. Después de 8 semanas, la resina Hermes presentd la
menor citotoxicidad, equivalente al Tefldn (control), cuando se comparaba con las
resinas en base a metacrilato.

Sin embargo no hay, hasta el momento, trabajos publicados en la
literatura especifica evaluando la respuesta tisular frente al uso de Silorane. En el
presente estudio in vivo, observamos que esta resina, asi como sus componentes
(primer y adhesivo separadamente), inducian respuestas de pequefia intensidad
en el tejido conjuntivo de Camundongos Isogénicos. Esas respuestas también
fueron semejantes a las desencadenadas por el control (tubo vacio), en los
diferentes periodos de evaluacion, evidenciando su reducida capacidad de inducir

reacciones tisulares desfavorables.
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V.2. VALORACION DE LA RESPUESTA TISULAR POSTERIOR A
PROTECCION PULPAR EN DIENTES DE PERROS.

V.2.1. Del modelo experimental

El modelo animal seleccionado para experimentaciéon, debe cumplir ciertos
requisitos para que los resultados obtenidos puedan ser, parcialmente
extrapolados, para el hombre. Debe haber semejanza entre el animal y el hombre
con relacién al patrén masticatorio, resistencia a infeccién, tamafio y morfologia
dental. Ademas de eso, el patrén de crecimiento debe permitir la obtencidon de
respuestas en pequefios intervalos de tiempo'®,

La elecciéon de perros como modelo experimental, del presente
estudio, se baso en varios estudios anteriores, que afirmaron que este animal es
el que mas se asemeja al hombre en cuanto a sus estructuras dentales, asi como
en los procesos de reparacién apical y periapical'?”/108:10%110111 'Eqtos animales son
de facil manutencién y manejo, ademas de ser econdmicamente viables >%112113,
Mas alld de eso, el perro resiste la anestesia general durante largos periodos de
tiempo y, por eso, ha sido el modelo animal mas utilizado en los estudios de

investigacion bioldgica 2>11411>116,117,33,118

V.2.2. De la seleccion de los dientes

La seleccion de los segundos, terceros y cuartos premolares
inferiores y de segundos y terceros premolares superiores, se basd en el hecho
de que esos dientes presentan semejanza anatdmica entre si, presentan volumen
pulpar semejante y facilidad en la toma de radiografias. En el arco superior, el
cuarto pre-molar no fue utilizado por el hecho de que posee tres raices y por tener

volumen pulpar mayor que sus homoénimos. No fueron utilizados los primeros
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premolares por ser unirradiculares y también porque, al no ser substituidos, son

considerados como pertenecientes a la denticion decidua.

V.2.3. De los materiales utilizados

Con relacion a los materiales evaluados, fueron seleccionados dos
materiales actuales, un material de restauracion recientemente lanzado al

k™ Silorane), con la idea de mejorar la contraccién de

comercio especializado (Filte
polimerizacién con base de oxirane; y una resina con base de metacrilato (Filtek™
Supreme) pero también con la Ultima tecnologia empleada para disminuir los
mondmeros residuales, y como control un material clasico el oxido de zinc
eugenol que se aplicd durante mucho tiempo de manera rutinaria en cavidades
profundas. Las nuevas resinas compuestas tanto las de base de oxirane como la
de base de metacrilato, estan indicadas para restauraciones en pacientes,
pudiendo ser éstas profundas, y necesitando por tanto ser comprobada su
biocompatibilidad. Como la literatura presenta trabajos validando las propiedades
fisico-quimicas de esos materiales pero no comprobando su biocompatibilidad, se
optd por realizar un estudio bioldgico de tolerancia tisular en subcutaneo de
Camundongos Isogénicos y uno comprobatorio de valoracion de la respuesta

tisular a la proteccién pulpar en dientes de perros.

V.2.4. Del procedimiento operatorio

En el procedimiento operatorio se siguid un protocolo estricto para conseguir
realizar el tratamiento lo mas estandarizadamente posible, se tomaron especial
cuidado en la desinfeccion y el aislamiento del instrumental y el campo
quirurgico. Asi la cavidad realizada con la fresa de bola de diamante n° 1015 (KG
Sorensen, Sao Paulo) permitia controlar que el grosor de tejido remanente fuese
de 0.5 a 1mm, se puso especial cuidado en la refrigeracion para evitar iatrogenia
por sobrecalentamiento y sin embargo accidentalmente siete diente de dos

grupos hubo exposicion pulpar, debe tomarse en cuenta que se realizaron
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cavidades de clase V puesto que son las cavidades viables en este tipo de
experimento con perros. La exposicion pulpar no era visible durante la preparacion
cavitaria pero al colocar el adhesivo autograbante en caso del Filtek™ Silorane o el
grabado con fosfdrico al 37% en el caso de Filtek™ Supreme se hizo evidente la
proximidad. Para la colocacién del material se siguieron las instrucciones del

fabricante.

V.2.5. De los resultados

La evaluacion de la compatibilidad tisular frente a los diferentes
materiales odontoldgicos es importante, teniendo en cuenta que la dentina y la
pulpa son considerados como un érgano Unico (complejo dentino-pulpar), debido
a la intima relacion entre el contenido celular de los tubulos dentinarios y el tejido
pulpar'®®. Considerando, que en muchas ocasiones las restauraciones estan en
dentina profunda, estos materiales también pueden afectar al complejo dentino-
pulpar, ya que los tubulos dentinarios suponen un 20-39% de la dentina y el
fluido dentinario representa alrededor del 22% del volumen total de la
dentina’>*%,

También hay que considerar que la dentina presenta un promedio de
10.000 a 25.000 tubulos en la periferia, de 30.000 a 35.000 en la porcion media y
de 65.000 a 75.000 tubulos por mm? en las proximidades de la pulpa. Cerca de la
pulpa, ademas de ser mas numerosos, el diametro de los tdbulos es mayor,
variando entre 2.5 y 3.0 micrémetros, mientras que en la periferia alcanzan un
didmetro menor de 1.0 micrémetro!?”3). Otro factor importante es el hecho de
que la dentina cerca de la unién amelo-dentinaria presenta una permeabilidad del
1%, en la parte media de un 7,6% mientras que cerca de la pulpa la
permeabilidad es del 22%*%%!%),

Asi, el paso de sustancias a través de la dentina puede llegar hasta la
pulpa, dependiendo del tamafio de la molécula, de los componentes del producto
utilizado, de la superficie disponible para la difusion, de la permeabilidad de los
tubulos dentinarios, y del grosor de la dentina remanente, pudiendo causar

cambios patoldgicos en la misma. Por lo dicho anteriormente, el presente estudio
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optd por preparar cavidades profundas, con la finalidad de evaluar la
compatibilidad tisular de los sistemas de resinas Filtek™ Supreme XT y Filtek™
Silorane, en estas condiciones.

La reaccién pulpar a la preparacién cavitaria puede variar desde una
respuesta inflamatoria discreta, asociada a una leve desorganizacion tisular, hasta
una necrosis pulpar parcial o0 a un completo colapso pulpar. Varios factores como,
el secado de la dentina expuesta, el calor generado por el corte continuo durante
la preparacion cavitaria o una refrigeracién inadecuada, entre otros, han sido

124,125,126,127,128 En el

considerados como responsables de los dafos pulpares
presente estudio, la preparacion cavitaria fue realizada con pieza de mano de alta
rotacién bajo irrigacién abundante y constante, con movimientos intermitentes.
Cada 4 preparaciones cavitarias se empled una fresa de diamante nueva, para
asegurar la eficacia de corte y evitar el sobrecalentamiento. Para mejorar la
refrigeracion y para evitar el calor excesivo, durante todo el proceso de
preparacion cavitaria, se realizaron movimientos intermitentes de las fresas. Estos
cuidados posiblemente minimizan las agresiones térmicas al tejido pulpar, pues no
fueron observadas alteraciones patoldgicas significativas en la pulpa, en el periodo
de 10 dias, en ninguno de los grupos.

El espesor de la dentina remanente es un factor de fundamental
relevancia, pues la difusion del material hacia el interior de la pulpa esta
favorecida en cavidades mas profundas®1%°,

Seglin Stanley (1994)%, muchos de los materiales utilizados para
restauracion son irritantes para la pulpa, especialmente cuando el remanente de la
dentina es inferior a 0.5mm. Segln Murray et al. (2002)!*, para que ocurra el
depdsito de dentina terciaria la espesura de la dentina remanente debe estar entre
0.5 y 0.25mm. Ya para Pameijer et al. (1991)!*, cuando la dentina remanente
tiene un espesor igual o superior a 1 mm puede proteger el tejido pulpar de los
efectos citotdxicos de los materiales. La importancia de la presencia de dentina
remanente puede ser observada en el presente estudio, donde los materiales

evaluados presentaron comportamientos diferentes, cuando fueron colocados
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sobre la dentina y cuando fueron colocados, accidentalmente, sobre el tejido
pulpar expuesto.

Los resultados del andlisis histopatoldgico, en el presente estudio,
evidenciaron que, a los 90 dias, no hubo diferencia estadisticamente significativa
entre los grupos IV (Filtek™ Silorane), V (Filtek™ Supreme XT) y VI (Oxido de zinc
y Eugenol) en los cuales, cuando el material fue colocado sobre el tejido
dentinario, presentaron tejido pulpar normal y ausencia de alteraciones apicales y

periapicales. Por otro lado, en los especimenes de los grupos IV (Filtek™

Silorane)
y V (Filtek™ Supreme XT), en los cuales hubo exposicién del tejido pulpar, la
pulpa presentd alteracidn severa, con necrosis pulpar. Asi, los resultados
evidencian que estos materiales, cuando se encuentran en contacto directo con la
pulpa, desencadenan reacciones desfavorables severas y, para que ocurran
respuestas pulpares satisfactorias, debe haber un espesor de dentina remanente
suficiente para proteger la pulpa de los posibles efectos irritantes de estos

materiales. Estamos de acuerdo con Pereira et al.'3?

, cuando afirman que los
sistemas resinosos son biocompatibles solo cuando son colocados directamente
sobre la dentina.

Ha sido demostrado que, incluso con ausencia de contaminacién
bacteriana, la proteccién pulpar directa con diferentes sistemas adhesivos resulta

en reaccion inflamatorig!33b:134135136,137,138

, con predominio de infiltrado cronico,
presencia de macréfagos y células gigantes alrededor de los glébulos de resina en
el interior del tejido pulpar'*®, alteraciones celulares morfoldgicas y hialinizacién de
las células pulpares®®, ausencia de la capa odontoblastica, presencia de necrosis
pulpar’® y ausencia de formacién de la barrera de tejido dentinario!*'*2. Los
resultados obtenidos en este estudio demostraron que, en los especimenes donde
el tejido pulpar fue expuesto accidentalmente y recubierto con las resinas Filtek™
Supreme XT y Filtek™ Silorane, mismo con ausencia de microorganismos, ocurrid
necrosis pulpar, espesamiento del ligamento periodontal, edema y intenso
infiltrado de células inflamatorias mononucleadas y poliformonucleadas vy

reabsorcion cementaria y 6sea. De acuerdo con estos resultados, se puede deducir
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que estos materiales no pueden ser colocados en contacto directo con la pulpa

expuesta.

Cemento de Oxido de Zinc y Eugenol
En el presente estudio, en los grupos en que fue utilizado el cemento
de Oxido de zinc y eugenol en contacto con el tejido dentinario no ocurrieron

alteraciones pulpares, excepto con relacion a la respuesta inflamatoria pulpar y

kTM kTM

periapical en el periodo de 10 dias, donde las resinas Filtek'" Silorane y Filte
Supreme XT se comportaron de forma estadisticamente semejante entre si, pero
diferente de el 6xido de zinc y eugenol (p<0,05). Estos resultados estan de
acuerdo con Murray et al. (2001)% que relataron que el cemento de éxido de zinc
y eugenol, en protecciones pulpares indirectas, no desencadend reacciones

pulpares intensas.

Filtek™ Supreme XT

Gerzina y Hume (1996)'*® observaron que la capa hibrida, obtenida
después de la utilizacion de los adhesivos dentinarios a base de metacrilato, no
puede ser considerada una barrera impermeable, ya que ésta no previene la

difusion de mondmeros hacia el tejido pulpar. Diversos estudios, en dientes de

ratones, primates, perros y humanos®®*!, mostraron los efectos adversos

después de la utilizacién de los sistemas adhesivos a base de metacrilato sobre de
la pulpa.

En los Ultimos afios se han desarrollado resinas en base a
metacrilato con modificaciones en su composicion y estructura. Filtek™ Supreme
XT es una de ellas, siendo una resina de nanoparticulas. Aunque estas resinas
tienen mejores propiedades fisicas, todavia presentan citotoxicidad en cultivo de
células, conforme lo observado por Brackett et al. (2007)*. La resina Filtek™

Supreme XT presenta también elevada liberacion de mondémeros*®

y elevada
citotoxicidad en fibroblastos L929'%. Sin embargo aunque la caracterizacién de la

respuesta tisular inflamatoria sea de fundamental importancia para dar respaldo al
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uso clinico de nuevos materiales, hasta el momento no hemos encontrado
estudios histopatoldgicos publicados evaluando la respuesta del tejido pulpar

kTM

después de la utilizacion de la resina Filtek'™ Supreme XT.

kTM

En nuestro estudio, la resina Filte Supreme XT presentd una

compatibilidad adecuada con el tejido pulpar, cuando fue empleada sobre tejido

dentinario. Posiblemente esto sea debido al hecho de que la resina Filtek™

Supreme XT estd compuesta por nanoparticulas y “nanoclusters” 1%

, que reducen
el espacio intersticial y, consecuentemente, la cantidad de matriz organica capaz

de liberar metacrilatos, causando, por lo tanto, menor irritacion tisular.

Sistema Filtek™ Silorane

La resina Filtek™

Silorane es un material libre de metacrilato, basado
en un sistema monomérico innovador, obtenido a partir de la reaccion de
moléculas oxirane y siloxane. Esa nueva resina combina importantes
caracteristicas, como la baja contraccion de polimerizacion y elevada
hidrofobicidad, debido a la presencia de siloranos™. Los siloranos son materiales
estables, insolubles en diferentes fluidos biolégicos** y que presentan pequefia
absorcidon de agua y bajo coeficiente de difusion, cuando son comparadas con las
resinas a base de metacrilato convencional™.

Segun Ilie y Hickel (2009), las propiedades mecanicas de las resinas
en base a Silorano, medidas en macro, micro y nano escalas, son comparables a
las resinas en base a metacrilato.

Estudios empleando cultivos de células han evaluado las propiedades
bioldgicas de las resinas a base de silorano, mostrando ausencia de efectos
citotoxicos y reduciendo el potencial mutagénico. En 2007, Brackett et al.!?
evaluaron, in vitro la citotoxicidad de la resina Hermes, libre de metacrilato y
precursora del Filtek™ Silorane, en cultivo de fibroblastos 3T3 de ratas BALB/c.,
Después de 8 semanas, la resina Hermes, cuando se comparaba con las resinas
en base a metacrilato, presentd la menor citotoxicidad, equivalente al Teflon

(control).
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Sin embargo no hay, hasta el momento, trabajos publicados en la
literatura especifica evaluando la respuesta tisular frente al uso de Silorane. En el

presente estudio in vivo, observamos que la resina Filtek™

Silorane, cuando se
emplea sobre tejido dentinario, también presentd una compatibilidad adecuada
con el tejido pulpar en los diferentes periodos de evaluacién. Estamos de acuerdo
con Brackett et al. (2007)!? cuando afirman que los materiales con nuevas formas
de polimerizacién son prometedores en cuanto a la reduccién de la liberaciéon de
componentes no polimerizados y, consecuentemente, en la reduccion de su

citotoxicidad.

V. II1. DEL RESULTADO VINCULADO

Los resultados encontrados en nuestro trabajo, pueden ser de gran
aplicacion. La verificacion de la compatibilidad bioldgica del material mediante un
test secundario en ratones y uno de confirmacion en dientes de perros evidencian
que las resinas en base a Silorano, ademas de presentar una reducida contraccion
de polimerizacion, mejorando su desempeifo clinico, presentan compatibilidad
tisular in vivo.

Los composites en base a Silorane se presentan como una
alternativa valida a los composites con base de metacrilato, sin embargo tienen la
desventaja de solo pueden utilizarse con un adhesivo especifico del sistema, lo
gue puede ser una dificultad en el trabajo de la clinica diaria.

Estudios adicionales en otros niveles de investigacién, incluyendo
estudios clinicos, serian convenientes con el fin de afadir soporte al uso clinico de
las resinas en base a Silorane y de las resinas nanoparticuladas a base de

metacrilato.
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VI. CONCLUSIONES

Conforme a los resultados obtenidos en este trabajo hemos llegado a las
siguientes conclusiones:
1. El sistema de resinas en base a Silorane (FiltekTM Silorane) y la
resina de nanoparticulas en base a metacrilato (FiltekTM Supreme
XT), evaluados en tejido subcutaneo de Camundongos Isogénicos
presentan una compatibilidad tisular adecuada.
2. El analisis microscépico de las pruebas realizadas en perros
cuando son empleados directamente en dentina presentan una

compatibilidad tisular satisfactoria.

Por tanto junto a sus otras caracteristicas ya demostradas en otros estudios como
son la menor contraccién de polimerizacidon, una adecuada manipulacion, y
tomando en cuenta otros estudios clinicos, podemos decir que son materiales
idéneos para usar en sectores posteriores en el trabajo clinico diario. Sin
embargo, serian convenientes estudios adicionales en otros niveles de

investigacion, con el fin de afadir soporte al uso clinico de este tipo de resinas.
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