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Respuesta inflamatoria de Bioceramic a la implantacion
de tubos de dentina en tejido subcutaneo de ratas

Inflammatory response of Bioceramic material to dentin tube
implantation in rats’ subcutaneous tissue

Norberto J Broon,* Paola Anahi Martinez Martl’nez,,§ Gloria Leticia Ramirez Muhiz," Carlos Tinajero Morales,"
Leon Héctor Lagunas Angeles,** Clovis M Bramante$$

RESUMEN

El propésito fue evaluar la respuesta inflamatoria a la implantacion
del material Bioceramic en tejido subcutaneo de ratas. Se utiliza-
ron nueve ratas machos Wistar (Rattus norvegicus) a las que les
implantaron cuatro tubos de dentina rellenos con cemento sellador
Bioceramic y un tubo vacio como grupo control. Se analizaron en
tres periodos de tiempo (96 horas, 10 y 21 dias). Los animales fue-
ron sacrificados por sobredosis y las muestras obtenidas se proce-
saron mediante tincién con hematoxilina y eosina para ser analiza-
das microscopicamente. Los resultados mostraron a las 96 horas
inflamacién moderada en 75% y severa en 25%. 10 dias después
disminuyd la inflamacion de moderada (67%) a severa (25%). En
el periodo final de 21 dias se observo inflamacion moderada a leve
(50%). Se concluye que existio inflamacién de moderada a seve-
ra en los periodos iniciales, disminuy6 a leve en el ultimo periodo.
Bioceramic presenta una aceptable respuesta bioldgica en tejido
subcutaneo de ratas.

ABSTRACT

The aim of the present article was to assess inflammatory response
caused by implantation of Bioceramic material in rats’ subcutaneous
tissue. Nine male Wistar rats were used (Rattus Norvegicus) to
which four dentin tubes filled with Bioceramic sealing cement
material and one empty tube (control group) were implanted.
Results were analyzed in three time periods (96 hours, 10 and 21
days). Animals were sacrificed by anesthetic overdose. Obtained
samples were processed by hematoxylin and eosin staining in
order to be analyzed with microscope. Results after 96 hours
revealed moderate inflammation in 75% of all cases and severe
inflammation in 25% of all cases. Ten days later, inflammation
decreased from moderate (67%) to mild (25%). At the final period
of 21 days, moderate to mild inflammation was observed (50%).
It was concluded that there was presence of moderate to severe
inflammation at initial periods which decreased to mild inflammation
at the final period. «Bioceramic» brand material exhibits acceptable
biological response in rats’ subcutaneous tissues.
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INTRODUCCION

La introduccién de materiales bioceramicos en
odontologia ha desencadenado nuevas interacciones
de estudios de materiales de referencias originales;
los biomateriales en endodoncia tienen un papel im-
portante ya que entran en contacto directo con el li-
gamento periodontal y el hueso alveolar a través del
foramen apical, fracturas radiculares, perforaciones
radiculares u obturaciones retrogradas. Se compone
de silicatos de calcio, 6xido de zirconio, fosfato mono-
basico de calcio, hidréxido de calcio, agentes de relle-
no y espesantes.'?

El cemento Bioceramic es un material bioceramico
premezclado que se disefid como cemento de silica-
to." Posee buena radiopacidad, pH de 12.9,2 estabili-
dad dimensional, minima contraccion, tiempo de tra-
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bajo de cuatro horas y no es reabsorbible en el interior
del conducto radicular.* Su presentacion es en forma
de polvo/liquido, pasta/pasta y mas recientemente
premezclado en jeringa. En algunos trabajos se inves-
tigaron sus propiedades bioldgicas, fisico-quimicas,
citotoxicidad, pH, radiopacidad, liberacion de iones de
calcio de los cementos bioceramicos.>'?

Zhang et al. (2009) demostraron que el cemento
iRoot SP conocido como Bioceramic elimina todas las
bacterias dentro de los dos minutos de contacto. Los
autores consideran que el efecto antibacteriano poten-
te puede ser por una combinacion de su alto pH, na-
turaleza hidrdfila y su difusion activa de hidréxido de
calcio.® Candeiro et al. (2012) demostraron que Bioce-
ramic presenta radiopacidad menor que AH-Plus, po-
see un pH alto y mayor liberacion de iones de calcio;™
sin embargo, ambos selladores cumplen la norma ISO
6876/2001. Han y Okiji (2013) compararon el ProRoot-
MTA blanco, Biodentine y Bioceramic, con respecto a
la capacidad de producir apatita y liberar iones de cal-
cio. Biodentine y ProRoo-MTA blanco liberaron mas io-
nes de calcio que Bioceramic.'' Zhang & Peng (2010)
cultivaron fibroblastos de raton y les colocaron los tres
cementos selladores Bioceramic, ProRoot-MTA y AH-
Plus. El AH-Plus se mostré mas toxico para los fibro-
blastos en comparacion con ProRoot MTA blanco y
Bioceramic, con toxicidad intermedia.”

En cultivo celular Zoufanet al. (2011) demostra-
ron que el GuttaFlow y Bioceramic poseen citotoxici-
dad menor que AH Plus y Tubli-Seal.® Loushine et al.
(2011) demostraron que AH-Plus y Bioceramic pre-
sentaron citotoxicidad severa a las 24 horas. Sin em-
bargo, con AH-Plus disminuy6 gradualmente mientras
que Bioceramic permanecié moderadamente toxico
en un periodo de seis semanas.®

En la literatura existen pocos trabajos que evaluen
la biocompatibilidad de los cementos bioceramicos en
tejido conjuntivo. Por lo tanto, el propdsito del trabajo
es evaluar la respuesta inflamatoria de Bioceramic en
tejido subcutaneo de ratas.

MATERIAL Y METODOS

Se utilizaron nueve ratas machos Wistar (Rattus
norvegicus) con un peso de entre 200-300 gramos,
distribuidas en tres grupos de tres ratas cada uno. A
cada animal se le implantaron tres tubos de dentina
de 5 mm de longitud 0.5 de diametro, obtenidos de
raices distales y palatinas de molares los cuales fue-
ran rellenados con Bioceramic (Endosequence BC
Sealer) de acuerdo con las indicaciones del fabricante
para su preparacion, el tubo vacio se utilizé como gru-
po control.

Los tubos de dentina fueron desinfectados en glu-
taraldehido al 2.2% por 12 horas y esterilizados en
autoclave antes del procedimiento quirdrgico. Se re-
llenaron los tubos con Bioceramic y se dividieron en
tres grupos de acuerdo al periodo de tiempo analizado
(96 horas, 10 y 21 dias). Los animales fueron aneste-
siados con una dosis de 0.001 mg/kg de peso de clor-
hidrato de ketamina (Cheminova, México-D.F.) por via
intraperitoneal retirandose el pelaje del dorso y previa
antisepsia con isodine (Dermodine, Morelos, México).
Se realizaron tres incisiones de aproximadamente 5
mm con hoja de bisturi nimero 15 (Denti-Lab, Cdo.
de México-México) en la parte dorsal anterior y pos-
terior. Se realiz¢ la divulsion y se implantaron longi-
tudinalmente los tubos rellenos de Bioceramic y los
vacios en los animales. Se suturé con hilo de nylon
6.0 (Ethicon, México-D.F.). Los animales fueron sacri-
ficados a las 96 horas, 10 y 21 dias con sobredosis
de anestesia (clorhidrato de ketamina, Cheminova,
México-D.F.), obteniéndose tejido para su estudio con
una biopsia excisional alrededor del area del implante
y se fijaron en formol al 10%. Se retir6 el tubo con una
incision sobre su eje longitudinal y se desalojo sin to-
car los extremos del tejido. Se obtuvieron 48 muestras
para el procesado histotécnico correspondiente. Las
secciones fueron seriadas de 5 um de espesor que se
tineron con hematoxilina y eosina para observarlas en
el microscopio de luz éptica a 40X. En la evaluacion
de la respuesta inflamatoria se observo la presencia
de células inflamatorias como polimorfonucleares
neutrofilos, linfocitos, macréfagos, eosindfilos, células
plasmaticas y gigantes préximas a la apertura del tubo
atribuyéndose los escores: 0-ausencia, 1-leve, 2-mo-
derada y 3-severa. Las muestras fueron interpretadas
por un especialista en patologia y se sometieron al
andlisis estadistico.

RESULTADOS

Fue analizado un total de 48 muestras. 32 con ce-
mento Bioceramic y 16 de los tubos vacios.

En la respuesta tisular con Bioceramic a las 96 ho-
ras se observaron neutrofilos, macréfagos, células
plasmaticas y congestion vascular de forma modera-
da (Figura 1).

A los 10 dias se observd presencia de linfocitos,
células plasmaticas, escasos eosindfilos y fibroblastos
(Figura 2) y a los 21 dias se observaron fibroblastos,
colageno y escasas células inflamatorias, en su mayo-
ria linfocitos (Figura 3).

Se afirma que existe una tendencia a la disminucion
de la inflamacién a mayor tiempo del material implan-
tado, en virtud de que a las 96 horas y 10 dias predo-
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mina la inflamacién moderada y severa, mientras que
a los 21 dias existi6 inflamacién leve y moderada. El
grupo control no presentd dafo tisular asociado a la
presencia del tubo de dentina, considerandose como
normal la respuesta inflamatoria.

El andlisis estadistico con chi cuadrada (y?) permi-
tié determinar que existi¢ diferencia significativa entre
los tres periodos de tiempo (2= 14.31: 4 gl, p < 0.05)
lo que permite afirmar que la inflamacién tiende a dis-
minuir significativamente conforme pasa el tiempo.
La presencia del tubo de dentina no causo reaccion
alguna que pudiera atribuirse a su presencia. En el
analisis estadistico con chi cuadrada (y?) no existio di-
ferencia significativa (y>= 0.356; 2 gl; p > 0.05) entre
los tres tiempos de medicién. La inflamacion leve y

Figura 1. Cemento Bioceramic (96 horas) con células plas-
maticas, neutrdfilos y macréfagos. Infiltrado inflamatorio mo-
derado (H&E) (40X).

Figura 2. Cemento Bioceramic (10 dias), se observan esca-
sos fibroblastos. Infiltrado inflamatorio moderado (H&E) (40X).

moderada se presentd con la misma frecuencia en los
tres tiempos de evaluacion (Figura 4).

DISCUSION

La biocompatibilidad expresa la habilidad que tiene
un material o substancia de convivir con los tejidos
del huésped. Esta prueba puede ser obtenida in vitro
analizando su toxicidad por medio de cultivo celular,®
las cuales pueden ser odontoblastos, fibroblastos,
macrofagos u osteoblastos. Es simple de realizar,
economica y es posible estandarizarla. Un material es
considerado citotoxico cuando impide la adherencia
celular, conduce a una serie de alteraciones drasti-
cas y morfolégicas en la célula, lo que disminuye la
viabilidad celular.”™ De acuerdo con la recomendacion

Figura 3. Cemento Bioceramic (21 dias) con fibroblastos y
presencia de colageno. Infiltrado inflamatorio leve (H&E) (40X).
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Figura 4. Respuesta inflamatoria con Bioceramic en los tres
periodos de medicion.
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ISO 10993-5, la superficie en prueba o bien el medio
debe tener 1.25-6.0 cm?, la cual ocasiona una mayor
superficie de contacto con el material de lo que ocu-
rre en el diametro de un foramen que es de 0.2-0.3
mm. Por este motivo, los estudios de citotoxicidad in
vitro tienen que ser interpretados cuidadosamente.
Sin embargo, de acuerdo con protocolos clinicos, son
utilizados para las pruebas de toxicidad de biomate-
riales.'®'* Los estudios in vivo comprenden la utiliza-
cion de animales experimentales como el mono, ratas
y perros. En estudios realizados en tejido subcutaneo
de ratas con materiales provenientes de los silicatos
como el MTA demostraron ser menos irritantes, ' lo
que permite apreciar es que este modelo de investi-
gacion es adecuado para realizar pruebas primarias
de toxicidad, como fue empleado en este estudio, sin
embargo, en diferentes periodos de tiempo.

Los tubos de polietileno y de dentina son utilizados
para implantar materiales en tejido subcutaneo de ra-
tas y en el presente estudio se observo la tolerancia
del tejido al tubo de dentina, mismo que no presentd
dafio tisular asociado a la presencia del mismo, consi-
derandose como normal la respuesta inflamatéria.'®1®

La respuesta tisular a las 96 horas: se observaron
neutrofilos, macréfagos, células plasmaticas y con-
gestién vascular de forma moderada, la cual disminu-
yo a los 10 dias. A los 21 dias se observaron fibro-
blastos, colageno y escasas células inflamatorias, en
su mayoria linfocitos. Esto permite afirmar que exis-
te una tendencia a la disminucién de la inflamacion
a mayor tiempo del material implantado, en virtud de
que a las 96 horas y 10 dias predomina la inflamacion
moderada y severa, mientras que a los 21 dias existid
leve y moderada respuesta inflamatoria. En el presen-
te estudio se utilizo el cemento Bioceramic en presen-
tacion pasta pre-mezclada. Loushine et al. (2011) eva-
luaron el tiempo de endurecimiento, microdureza del
cemento de silicato premezclado (Bioceramic Endo
Sequence Sealer) en presencia de diferentes mezclas
(0-9 wt%) y en contacto con células MC3T3-E1. Am-
bos selladores mostraron severa citotoxicidad a las 24
horas. AH-Plus disminuy6 gradualmente y se mostrd
no citotéxico, mientras que Bioceramic permanecid
moderadamente citotdxico durante el periodo de seis
semanas. Sin embargo, hacen falta mas estudios que
evaluen la correlacion entre el tiempo de endureci-
miento de Bioceramic y el grado de toxicidad.®

Ma et al. 2011 evaluaron la citoxicidad del cemen-
to EndoSequence Root Repair Material (ERRM) en
la presentacion premezclado, MTA, IRM y Cavit en
cultivo de fibroblastos gingivales, encontraron resulta-
dos similares para el MTA y ERRM.' En otro estudio,
Zhang & Peng (2010) implantaron el cemento Biocera-

mic, ProRoot MTA y AH-Plus en cultivo de fibroblastos
y observaron que AH-Plus fue mas téxico en compa-
racion con los otros materiales a base de silicatos.” El
Bioceramic presenté toxicidad intermedia, lo que ex-
plica que puede estar relacionada con el tipo de cé-
lula empleada, debido a que los cementos selladores
liberan subproductos citotdxicos que causan irritacion
de los tejidos antes de fraguar por completo y ocasio-
nan retraso e impiden la cicatrizacién. Loushine et al.
(2011) en cultivo de osteoblastos de ratdn cultivados
(MC3T3-E1) expuestos a los cementos AH-Plus y Bio-
ceramic demostraron toxicidad severa a las 24 horas.®
El Bioceramic permanecié moderadamente toxico por
seis semanas y la inflamacioén disminuy6 de moderada
a leve a los 21 dias. Como se aprecio en este trabajo
que la respuesta inflamatoria disminuy6 de moderada
a leve en el periodo de 96 horas a 21 dias se puede
traducir que al obturar en dientes de pacientes, existira
una inflamacién aguda como ocurre ante la exposicion
de materiales y que disminuira, inclusive si se encuen-
tra en tejidos periapicales.

La respuesta pulpar y periapical en dientes de
perros después de pulpotomia y proteccion direc-
ta con Biodentine fue evaluada y comparada con
MTA por medio de andlisis radiografico, histolégico e
histomicrobiolégico. Biodentine presentd compatibili-
dad y permitié la formacion de tejido mineralizado des-
pués de pulpotomia en todas las muestras con similar
morfologia e integridad a las formadas con MTA.2° Lo
que demuestra que en presencia de tejido conectivo
Bioceramic es compatible y a pesar de mostrar infla-
macion inicial, presenta reparacion de tejidos e induce
la mineralizacion. En otro estudio Mori et al. (2014)
implantaron en tejido subcutaneo de ratas Biodentine,
MTA e IRM. Los animales fueron sacrificados a los 7,
14 y 21 dias. Biodentine mostré inflamacién moderada
a los siete dias. A los 14 y 30 dias, el proceso infla-
matorio fue menor e insignificante, lo que demostré
la biocompatibilidad de Biodentine.?' En este presen-
te trabajo Bioceramic a los 10 dias predomind infla-
macion moderada y severa, mientras que 21 dias fue
leve y moderada.

En otro estudio Liuet al. (2015) evaluaron los efec-
tos de Bioceramic (iRoot BP Plus-Innovative Biocera-
mix Inc, Vancouver, Canada) como protector pulpar in
vitro e in vivo. Observaron que iRoot BP Plus mostrd
buena biocompatibilidad con tejido pulpar e indujo la
proliferacion de células pulpares y reparacion con te-
jido mineralizado. iRoot BP plus puede ser empleado
en la terapia pulpar,?> comprobado en este estudio en
que el implante de tubos de dentina rellenos de Bio-
ceramic permite una compatibilidad tolerable por el
organismo, que si se considera que la pulpa es tejido
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conectivo, es posible inferir que tendra una respuesta
adecuada en tejido pulpar humano.

CONCLUSION

El cemento Bioceramic en la presentacion premez-
clada presento una respuesta inflamatoria aceptable y
con caracteristicas de biocompatibilidad en tejido sub-
cutaneo de ratas.
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