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Estomatologia (C.11.E.).
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Sin mds por el momento y esperando una colaboracién continua, le reitero mi disposicién para cualquier consulta o

aclaracion.

Para los fines legales que los interesados convengan, y sin otro particular, reitero a Usted mi mésiGtenta ydistingaida
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Atentamente
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1 INTRODUCCION

En endodoncia, los procedimientos de reparacion resultan esenciales para
mantener la integridad estructural y funcional de los dientes tratados. Dentro de este
ambito, los cementos a base de silicato de calcio han adquirido gran relevancia en
terapias endododnticas regenerativas, debido a su elevada biocompatibilidad y
capacidad bioactiva [1]. Estos materiales hidraulicos, cuyo fraguado ocurre en
presencia de humedad, presentan la habilidad de promover la formacion de apatita
en la interfase dentinaria, favoreciendo su eficacia clinica. [2]

En la naturaleza, se encuentran componentes esenciales que tienen un impacto
sobre la dentina. La hidroxiapatita (HAp) representa la estructura cristalina
inorganica primordial de la dentina, que desempefia un papel fundamental en
procesos fisiologicos. La dentina tiene la capacidad de incorporar muchos
elementos inorganicos a su estructura de apatita Cai1o(PQO4)s(OH)2, siendo los mas
comunes el magnesio (Mg), zinc (Zn), hierro (Fe) y estroncio (Sr).

La existencia de iones Sr puede favorecer la produccion de tejido mineralizado,
como la osteodentina, en el tejido macerado. Por lo tanto, la incorporacion del
estroncio en combinacién con otros materiales como el Agregado Triéxido Mineral
(MTA) podria proteger y estimular a la pulpa dental. El 6xido de estroncio (SrO)
también inicia significativamente la liberacion de iones de calcio, aumentando asi la
regeneracion del tejido 6seo.

En este contexto, la combinacién del MTA con la adicién de estroncio emerge como
un éarea de estudio prometedora para abordar los desafios actuales en
procedimientos endodonticos y regeneracion dental.

Por lo tanto, el presente estudio tiene como objetivo investigar la influencia de la
adicidon de oxido de estroncio a un cemento MTA en las propiedades fisicoquimicas.
Este enfoque permitira una evaluacion mas precisa de la viabilidad clinica de este
compuesto modificado, proporcionando asi informacion para el desarrollo futuro de
terapias endoddnticas mejoradas y mas efectivas.

PALABRAS CLAVE
Cemento tipo - MTA, 6xido de estroncio, radiopacidad, pH, bioactividad, viabilidad
celular.



2 ANTECEDENTES

2.1 ANTECEDENTES GENERALES

La endodoncia actual busca ser mas conservadora y puntual al remover Unicamente
tejido dafiado. El preservar el tejido pulpar puede prolongar la supervivencia a largo
plazo de los 6rganos dentarios mediante procedimientos minimamente invasivos
como lo es la Terapia Pulpar Vital, por sus siglas en inglés (VPT).

La VPT tiene como objetivo preservar la vitalidad y funcionalidad del tejido pulpar
dental comprometido en dientes comprometidos por exposicion pulpar por caries,
procedimientos restaurativos o traumatismos [3]. Ante la exposicion del tejido pulpar
y la consecuente contaminacion bacteriana, se desencadena una respuesta
inflamatoria e inmune que promueve el reclutamiento de células del complejo
dentino-pulpar, lo que conduce a la formacién de dentina reparadora [4].

Bajo este enfoque conservador la VPT comprende técnicas entre las que se
incluyen:

e [Excavacion gradual.

e Recubrimiento pulpar directo.

e Recubrimiento pulpar indirecto.
Pulpotomia parcial [3].

El impulso por practicar una endodoncia minimamente invasiva lleva a mejor
comprensiéon de mecanismos de defensa de la pulpa y la dentina, la introduccion de
materiales bioactivos ha llevado a que la VPT sea considerada una alternativa
terapéutica [5].

Anteriormente el material tradicional utilizado era el hidroxido de calcio, utilizado
debido a su accesibilidad, propiedades antibacterianas y formacién de dentina
terciaria; sin embargo, sus limitaciones como la baja resistencia mecanica y alta
solubilidad, ha llevado al desarrollo de otros biomateriales. Los materiales
bioactivos, como lo son, el MTA y Biodentine [3] que han demostrado bioactividad
comprobada mediante la liberacion de iones calcio y su interaccion con el tejido
dentino-pulpar, lo que fomenta la formacion de una capa mineralizada en la interfaz
material- dentina y puede estimular diferenciacion celular y reparacion del tejido
duro adyacente al complejo dentino-pulpar [6].



Complejo dentino-pulpar

La dentina, llamada también sustancia eblrnea o marfil, es el eje estructural del
diente y constituye el tejido mineralizado que conforma el mayor volumen del érgano
dentario. Su espesor varia segun el diente, en incisivos inferiores es minimo (de 1.0
a 1.5 mm) mientras que en caninos y molares es superior (3.0 mm).

En su estructura se distinguen dos componentes basicos, una matriz mineralizada
y tdbulos dentinarios que alojan procesos odontoblasticos, terminales nerviosas
libres y licor dentinario.

En cuanto a sus propiedades fisicas presenta translucidez, dureza, elasticidad,
permeabilidad y radiopacidad, la cual depende de su contenido mineral, menor que
el esmalte y superior al hueso y cemento [7].

Composicion quimica

Es aproximadamente 18% de materia organica (principalmente fibras colagenas),
12% agua y 70% de materia inorganica, principalmente cristales de hidroxiapatita.
La hidroxiapatita (HAp) representa la estructura cristalina inorganica primordial de
la dentina, que desempefia un papel fundamental en procesos fisiologicos [7].

Matriz organica

El colageno que se sintetiza en el odontoblasto, representa el 90% de la matriz,
principalmente del tipo | representando el 98%, seguido del colageno tipo llly V
con el 1-2% respectivamente.

Se han detectado proteinas no colagenas que representan el 10% del total.
Destacan entre ellas las proteinas fosforiladas de la matriz que se agrupan con la
denominacion de SIBLINGs (Small, Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein)
gue estan relacionadas con integrina. Entre ellas destacan cuatro proteinas que se
localizan en la dentina, aunque tambien lo hacen en la matriz ésea:

e Fosforina dentinaria (DPP) que, tras el colageno, es el componente mas
abundante de la dentina.

e Sialoproteina dentinaria (DSP)

¢ Sialofosfoproteina dentinaria (DSPP)

e Proteina de la matriz dentinaria 1 (DMP1).

La proteina DSPP elaborada por el odontoblasto se escinde también en dos
proteinas, la DSP y la DPP, relacionadas ambas con el proceso de mineralizacion
y, mas concretamente, con el inicio de la nucleacion del mineral y el control del



crecimiento de los cristales de hidroxiapatita. Los componentes de la matriz
extracelular de la dentina se describen en la tabla 1.

Tabla 1 Componentes de la matriz extracelular de la dentina.

Colageno (90% de la matriz extracelular Proteinas no colagenas (10% de la matriz extracelular)
Tipos |y | timero (98%) Tipo Il (1-2%) Ame|ogenina
Tipo V (1%) Tipos IV y Vi Factores de crecimiento e inhibicion
Proteinas fosforiladas de la matriz (SUBLING) TGF-B ILGF-1y 2
Sialofosfoproteina dentinatria Sialoproteina dentinaria (DSP) FGF-2 VEGF
(DSPP) PDGF EGF
Fosfoforina dentinaria (OPP) Proteina de la matniz dentinana 1 Inhibicor tisular de la metaloproteinasa (TIMP-1 @ 3)
(DMP1)
Osteopontina (OPN) Sialoproteina osea (BSP) Metaloprotelnasas de la matriz
Colagenasa (MMP-1) Gelatinasas (MMP1 y 9)
Fosfoglucoproteina extracelular de Estromelisina (MMP-3) Enamelisima (MMP-20)

la matriz (MEPE)
Metaloproteinasas de membranatipo 1 (MT1-MMP)

Proteinas de la matriz no fosforiladas -
Fosfatasaalcalina

Proteina GLA de la matriz Osteocalcina Proteinas derivadas del suero
Osteonectina Albumina Lipoproteinas
Proteoglucanos (PG) LHS2-glucoproteina
PG con condroitin sulfato (CS) PG con keratan suffato Fosfolipidos
y dermatan sulfato (DS) Fosfolipidos de membrana 66%

CEERELIETTE Fosfolipidos asociados al mineral extracelular 33%

Matriz inorganica

La matriz inorganica esta compuesta por cristales de HAp, similares, quimicamente
a los cristales del esmalte, cemento y hueso. Las dimensiones de los cristales son
36 um de longitud, 25 um de anchura y 10 um de altura. Tienen una orientacion
paralela a las fibras de coldgeno de la matriz dentinaria y se disponen entre las
fibras (70-75%) asi como dentro de las mismas (25-30%), ya que ocupan los
espacios entre las moléculas de colageno que se forman.

Ademas de los cristales de hidroxiapatita, la fraccion mineral de la dentina incluye
fosfatos amorfos, carbonatos, sulfatos y oligoelementos, como fllor, cobre, zinc,
hierro, magnesio, etc.

Asimismo, parte del calcio se encuentra asociado a componentes de la matriz
organica, lo que sugiere existencia de un reservorio que participa para la formacion
de cristales de hidroxiapatita [7]. Por lo tanto, su capacidad de incorporar distintos
iones dentro de su red cristalina ha sido aprovechada para modificar sus
propiedades. Se ha informado que la hidroxiapatita puede sustituir casi la mitad de
los elementos del sistema periodico dentro de su red, debido a la gran flexibilidad
de su estructura. Especificamente, las sustituciones cationicas ocurren en sitios que
normalmente son ocupados por Ca?*, incluyendo tanto cationes bivalentes (por
ejemplo, Sr2+, Ba2+, Mg2+, etc.) como cationes monovalentes (Na+, K+, etc.) [8].
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En este contexto, la HAp dopada con estroncio se ha empleado ampliamente en
distintas aplicaciones en cirugias médicas. Marie et al., 1993 [9], reportaron que se
ha utilizado en el area odontoldgica para recubrir implantes de titanio y mejorar su
osteointegracion. Debido a que los iones de Sr* puede sustituir a los iones Ca*
dentro de la red cristalina de la HAp, el nivel de sustitucién modifica sus propiedades
fisicoquimicas, sobre todo la solubilidad, la cual incrementa conforma aumenta la
concentracion de estroncio.

Estudios in vitro como el de Pelepenko et al., 2022 [10] han demostrado que una
sustitucion del 10% de Sr?* favorece significativamente la proliferacion celular, la
actividad de fosfatasa alcalina y la sintesis de colageno tipo |.

Clasificacion histogenética de la dentina

Se reconocen tres tipos de dentina, primaria y secundaria, que se forman
fisiologicamente en todos los 6rganos dentarios, y la dentina terciaria
(osteodentina), que se produce como respuesta ante una agresion.

En este estudio se dard enfoque en la dentina reparativa, reaccional, irregular o
patologica (Figura 1). Es la dentina que se forma mas internamente, deformando la
camara, pero solo en sitios donde existe un estimulo localizado. Esta directamente
implicada por un estimulo nocivo, de manera que sea posible alejar a la pulpa de la
zona afectada, formada por células odontoblastoides, los cuales se originan a partir
de células pulpares de reserva.

Dentina Reparativa

Pulpa Dental

[ .. i
Figura 1 Imagen ilustrativa de la dentina reparativa.
Elaboracion propia (I1A)



La osteocalcina, la osteopontina, la osteonectina y la sialoproteina dentinaria
participan en distintas fases de este proceso de dentinogénesis reparativa.

La dentina terciaria constituye una proteccion pulpar de acuerdo con su espesor, la
pulpa que se encuentra cerca a la dentina terciaria puede inflamarse y su regulacion
dependera de su intensidad y duracion del irritante, asi como del estado pulpar.

Clasificacion histotopografica de la dentina

En la dentina consideramos tres zonas:

La dentina del manto o palial que es la primera que se forma y se ubica
periféricamente.

a) La dentina circumpulpar que es el resto de la dentina producida y
mineralizada.
b) La predentina, sin mineralizar, que esta adyacente a los odontoblastos de la

pulpa.

En el caso de este estudio nos enfocaremos en la predentina, una capa de dentina
sin mineralizar, de 20 a 30 um de ancho, situada entre la dentina circumpulpar y los
odontoblastos. Esta constituida por una matriz organica dentinaria, muy rica en
componentes azufrados, que pueden compararse con la sustancia osteoide del
hueso. Se localiza entre la dentina mineralizada y el tejido conectivo pulpar.

La presencia de la predentina es importante, ya que es una fuente de produccion
continua de dentina durante todo el ciclo vital del diente. Su espesor varia en funcién
de la actividad dentinogénica de cada pieza dentaria.
Si la predentina se calcifica completamente, la dentina podria comenzar a ser
reabsorbida por los odontoclastos (semejantes a los osteoclastos) [7].

Los odontoblastos, una vez elaborada dicha predentina participan en procesos de
mineralizacién de la forma siguiente:

1. Captando y almacenando calcio.

2. Elevando la concentracion local de iones fosfatos, mediante la accién de
fosfatasa alcalina.

3. Formando las denominadas vesiculas matriciales.
Las vesiculas matriciales, que son la base de la calcificacion de esta zona de la
dentina, son formaciones esféricas de 100 a 200 um de diametro, en su interior
se precipitan calcio y fosfato.

Los iones acumulados en las vesiculas precipitan como fosfato calcico amorfo, para,
finalmente, transformarse en cristales de hidroxiapatita, ricos en magnesio.



El proceso de formaciéon de los cristales es muy complejo y no estad del todo
aclarado. En primer lugar, aparecen particulas de tamafio nanométrico que
constituyen la primera entidad visible del componente mineral. Posteriormente estas
particulas se disponen junto a otras en cadenas en forma de aguja de 1 a 2 um de
espesor. La coalescencia de estas cadenas en direccion lateral da lugar a cristales
en forma de placa o cinta. Su expansién continua hasta alcanzar la geometria final
del cristal. Al crecer, los cristales terminan por romper las vesiculas, esparciéndose
en la matriz circundante. A partir de cada vesicula se forma un ndcleo creciente de
cristales de hidroxiapatita. Estos ndcleos de calcificacion se fusionan con otros
vecinos, constituyéndose una frente lineal de calcificacion.

La ruptura de las vesiculas libera metaloproteinasas de matriz (MMPS)
especialmente, MMP-3 que participa en la disolucién de los proteoglucanos
asociados a las fibras de colageno preparando la matriz para el proceso de
mineralizacion [7].

Las MMPs son una familia de 28 endopeptidasas modulares implicadas en la
remocion de matriz extracelular y su sefializacion que guian la inflamacion,
formacién Osea y la angiogénesis [11]. Producidas por componentes celulares
(células epiteliales, endoteliales, fibroblastos, osteoclastos, osteoblastos,
condrocitos, condroclastos, células inflamatorias y odontoblastos) [12].

Dentina reparativa y respuesta pulpar relacionada con MMPs

Las metaloproteinasas expresadas por células de la pulpa (odontoblastos y células
endoteliales) no solo degradan matriz, también participan en procesos de
sefalizacion que modulan la respuesta ante una lesion y reparacion tisular.
Li Zheng et al., 2009 [13], report6é que la accion de MMP-3 ha mostrado favorecer a
la angiogénesis y a la reparacion del tejido pulpar.

La pulpa dental es un tejido conectivo laxo altamente vascularizado e inervado que
constituye el nucleo de la estructura dental. Compuesta por (células madre de la
pulpa dental “DPSCs”, fibroblastos, odontoblastos, células inmunitarias, redes
neurovasculares) y extracelulares (colagena, fibronectina y glicoproteinas) que se
presentan en relacion con la dentina [14]. Una lesion pulpar provoca una respuesta
inflamatoria caracterizada por la invasion de células polimorfonucleares y la
liberacién de MMP-9, la cual degrada a la dentina dafiada expuesta, la angiogénesis
y la migracién celular, activando asi las vias que llevan a una reparacién [15].

La reparacion o regeneracion de la dentina depende invariablemente de la
sensibilidad pulpar, asi como del reemplazo de la matriz de dentina dafiada por
odontoblastos proliferantes recién formados y diferenciacion de células madre de la
pulpa dental humana [15].



Las DPSCs son un tipo de células progenitoras mesenquimales con alta capacidad
de autorrenovacion y potencial de diferenciacion incluyendo células
odontoblasticas. Estudios han demostrado que, durante la reparacion dentinaria y
la diferenciacion odontogénica, componentes como la matriz dentinaria (DMPSs)
procesadas por MMPs pueden facilitar la diferenciacion de DPSCs, promoviendo la
formacion de matriz mineralizada y la dentinogénesis [16]. La respuesta de las
DPSCs involucra la participacion de distintas MMPs los cuales modulan los
procesos como adhesion celular, migracion y el ensamblaje de matriz necesaria
para que estas células progenitoras completen su diferenciacion y contribuyan a la
formacion de dentina reparativa [17].

Agregado Trioxido Mineral

Considerando que los microorganismos representan el principal factor etiolégico de
las patologias pulpares y periapicales, el desarrollo y la aplicacion de materiales
bioactivos ha cobrado relevancia en la terapéutica endodontica [18] Durante los
procedimientos clinicos puede generarse una comunicacion entre el sistema de
conductos radiculares y los tejidos periodontales, la cual requiere ser sellada, con
el objetivo de prevenir la filtracion bacteriana y de fluidos, asi como de promover la
reparacion bioldgica de los tejidos [19].

El término material bioactivo de acuerdo con la definicion de Hench (2006) [20], es
aquel material que provoca una respuesta biolégica especifica en la interfaz del
material, estimulando la regeneracion de tejidos vivos, como resultado del vinculo
formado entre los tejidos vivos y el material.

El Agregado Tri6xido Mineral (MTA) fue creado por Torabinejad y Chivian en la
Universidad de Loma Linda en 1993 como un material potencial para sellar las vias
de comunicacion entre los tejidos pulpares y periodontales. Esta compuesto por un
80% de cemento Portland y 20% de trioxido de bismuto [21], se presenta en sobres
sellados que contienen particulas hidrofilicas de:

o Silicato tricalcico (3Ca0-SiO,)

« Silicato dicalcico (2Ca0-SiO,)

e Aluminato tricalcico (3Ca0O-Al,O3)

e Sulfato de calcio dihidratado (CaSO,-2H,0)

« Oxido de bismuto (Bi,O5) como agente de radiopacidad [21].

Actualmente el MTA se clasifica dentro de los cementos hidraulicos, que tienen la
capacidad para formar una capa de apatita y se caracterizan por iniciar su reaccién
de fraguado cuando entran en contacto con agua Y fluidos bioldgicos.

Estos materiales liberan iones de calcio e hidroxilo, lo que da lugar a la formacion
de hidroxido de calcio y precipitados de hidroxiapatita en la interfase con la dentina,
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contribuyendo asi a su bioactividad [2]. Estas caracteristicas hacen del MTA una
opcion destacada para la reparacion y regeneracion del tejido pulpar y periapical en
diversos procedimientos endodonticos [22] como la capacidad de formar puentes
dentinarios [23].

Después de la mezcla, el MTA alcanza un pH de 10.2, que luego se estabiliza en
12.5 después de tres horas. Este pH, similar al del hidréxido de calcio, podria tener
propiedades antibacterianas. Al usar este material como obturador apical, es
probable que este pH induzca la formacién de tejido duro [24].

No obstante, sus caracteristicas benéficas, el MTA presenta ciertas limitaciones,
como un potencial de regeneracion insuficiente debido a la formacion de gel de silice
poco cristalizado en la matriz fraguada, comprometiendo asi los resultados clinicos
a largo plazo.

Dado que la formacion exitosa de tejido duro representa el principal desafio, se hace
necesario un constante avance y mejora del material. Para superar las limitaciones
mencionadas y potenciar su bioactividad, resulta imperativo una nueva
conceptualizacion de una formulacion compuesta [22].

Aplicaciones clinicas

Actualmente se emplea como material de eleccion en procedimientos como terapia
pulpar vital (recubrimientos pulpares directos, indirectos y pulpotomias),
apexificacion, sellado de perforaciones, reabsorciones y apicectomias (Figura 2)
[25].

APLICACIONES

DEL MTA

Recubrimiento
Pulpotomia y ..+ pulpar
Regeneracion

Pulpar ..

Reparacion de
+** perforacién en

Reparacion de furca

reabsorcién
radicular .,

Reparacion de
perforacién
lateral

Apicectomia

Bibliografia:
Torabinejad M, Chivian N. Clinical applications of mineral
trioxide aggregate. J Endodon 1999;25:197-206.

Figura 2 Aplicaciones clinicas del MTA.

Imagen tomada de la Academia Mexicana de Endodoncia.
A.M.EA.C.



Procesos de su mecanismo de accion

Un material bioactivo a base de silicato de calcio se distingue fundamentalmente
por su habilidad para desarrollar una capa superficial con propiedades similares a
las de la apatita cuando entra en contacto con fluidos fisiolégicos en condiciones in
Vvivo 0 in vitro.

De acuerdo con Estrela et al., (2023) [1], el MTA actia a través de tres procesos:

1. Interaccion quimica con los tejidos
Cuando el MTA entra en contacto con tejido conectivo:

e Se hidroliza y forma hidréxido de calcio, lo que induce la liberacién de iones
calcio (Caz").

e Esta liberacion ionica es fundamental para la activacion de procesos
celulares de reparacion.

2. Elevacion de pH y efecto antibacteriano

e EI MTA genera un entorno alcalino debido a la liberacion de hidroxido, lo que
crea un ambiente hostil para microorganismos.

e Esta condicién contribuye a la reduccion de la carga bacteriana en el sitio de
aplicacion.

3. Formacién de hidroxiapatita y sellado biologico

e EI MTA fomenta la precipitacion de hidroxiapatita en la superficie cuando
interactta con fluidos tisulares.

e [Esta precipitacion genera una interfase mineralizada que favorece un sellado
biolégico entre el material y los tejidos dentales o periapicales adyacentes.

Exposicién de las DPSCs al MTA

Al estar en exposicion las DPSCs al MTA se incrementa la actividad de la fosfatasa
alcalina y los transcritos de dentina sialofosfoproteina (DSPP), proteina
sialoproteica 6sea y osteocalcina. Su colocacion sobre el tejido pulpar conduce a la
proliferacion, migracion y diferenciaciéon de células similares a odontoblastos, que
producen la matriz de colageno [26].
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Manipulacion y tiempo de fraguado.

La pasta de MTA se obtiene mezclando 3 partes de polvo con 1 parte de agua para
obtener una consistencia similar a la de una masilla. La mezcla se puede realizar
sobre papel o una loseta de vidrio utilizando una espatula de plastico o metal. Esta
mezcla se coloca en el lugar requerido y se condensa ligeramente con un algodon
humedo [27].

El MTA puede colocarse en la ubicacion deseada usando instrumentos manuales o
compactacion ultrasonica.

La compactacion manual se realiza con la ayuda de un compactador, una punta de
papel o una pistola dosificadora [28]. En el estudio de Christopher C. Friedl et al.,
2016 [29], se compard las dos técnicas de colocacién in vitro. La técnica de
condensacion manual la realizaron por incrementos de MTA con un plugger niquel-
titanio (Figura 3) hasta obtener una obturacion completa. La técnica con activacion
ultrasénica indirecta se realizd6 de manera incremental con condensacion manual
sin embargo a esta se le aplico activacion ultrasdnica con accion indirecta hacia el
plugger en contacto con el MTA a potencia baja. Sus resultados demostraron que
la condensacion con activacion ultrasonica indirecta produjo una obturacién mas
densa y mejor adaptacion, con diferencias estadisticamente significativas en cuanto
al peso promedio colocado dentro del conducto en ambas técnicas.

Figura 3 Plugger aplicador de MTA.

Fuente internet.
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Diversos estudios han propuesto modificaciones al MTA en su composicion original,
como la incorporacion de 6xidos, agentes radiopacificantes y elementos bioactivos.
Algunos de ellos se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2 Estudios recientes con modificaciones al MTA.

Estudio

Velickovic et al. 2025.
[30]
BMC Oral Health

Behnam Bolhari et al.
2024. [31]
BMC Oral Health

Alexandra Kalash et al.

2024. [32]
PubMed

Mariyam Mariyam et al.

2024. [33]
Case Studies Chem &
Env Eng.

Modificacion

Adiciéon de zeolita natural
(5%), zeolita + ZrO,, zeolita
+ Ag/Zn al MTA.

Adiciéon de CaCl,, Na,HPO,
y propilenglicol.

Modificacion con
nanoparticulas de silice
dopadas con Cerio (Ce) y
Calcio (Ca).

Incorporacion de  ZnO

+ quitosano al MTA.

12

Ventajas
y desventajas

Mejoré6 la biocompatibilidad,
actividad antimicrobiana e
inmunomodulacion.

Modificacibn de tiempo de
fraguado segun concentracion.

Promovi6é reparacion pulpar y
regeneracion dentinaria.

Aumento de costos Yy
complejidad terapéutica.
Mayor actividad antibacteriana,
mejor proliferacion celular.
Procesos de sintesis mas
complejos.

Incremento propiedades

antibacterianas y mecanicas.

Cambios potenciales en la
manipulacion y fraguado.



Oxido de Estroncio

En la naturaleza, se encuentran elementos esenciales como magnesio (Mg), zinc
(Zn), hierro (Fe) y estroncio (Sr), que participan en la regulacion enzimatica, la
mineralizacion y la respuesta celular, desempefiando un papel clave en la
homeostasis y regeneracion de los tejidos mineralizados.

El estroncio (Sr), es considerado un metal no téxico y presenta una densidad de
2540 kg/ms [34]. En el humano esta presente en niveles biolégicos de 36-140 ppm
en hueso y aproximadamente 320 mg en una persona que pese 70 kg. En los tejidos
dentales es uno de los elementos indispensables para el crecimiento de
osteoblastos y para promover la formacion de dentina, siendo asi de vital
importancia para preservar las distintas funciones mecanicas y caracteristicas
fisiologicas de la misma [35].

El Sr juega un papel fundamental en la inhibicibn de la expresiéon de
metaloproteinasas de matriz y, por lo tanto, reduce la degradacién del colageno [36].
Sus iones aumentan la expresién genética relacionada con los osteoblastos y la
actividad de la fosfatasa alcalina de las células madre mesenquimales al tiempo que
inhiben la diferenciacion de los osteoclastos. Por lo tanto, el estroncio puede ser
eficaz para mejorar la bioactividad y la biocompatibilidad de biomateriales [37].

Se ha demostrado que los iones de estroncio estimulan la formacion 6sea e inhiben
la resorcion osteoclastica tanto in vitro como in vivo [9]. Por lo que se ha afiadido
vidrios bioactivos a base de Sr a los cementos hidraulicos para mejorar la
bioactividad y potencial anticariogénico. También se ha investigado el efecto del Sr
en las células madre de la pulpa dental humana. Las propiedades biolégicas
multifuncionales del estroncio sugieren que no solo podria participar en la
reconstruccién de la estructura, sino tambien ser capaz de crear un ambiente mas
favorable para la reparacion de tejido (Figura 4) [38].

Commercial available

Applications of
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Paste ’ e Prevention of Dentin
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Fosin = = =% Mechanical
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Biological goifled e ‘-\"‘N
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Figura 4 Aplicacion del estroncio en odontologia.
Fuente tomada de Wenjing Zhang y Lingfei Wei (2025).
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Efectos biolégicos de los iones de estroncio

El estroncio ha ganado un interés significativo en el campo de la medicina
regenerativa debido a sus propiedades biologicas, especialmente en lo que
respecta a sus aplicaciones en la reparacion de tejidos 6seos y orales. El Sr esta
involucrado en la reparacion de tejidos en general al regular diferentes vias de
sefializacion, la diferenciacion celular y la reparacion tisular [38].

Por lo tanto, la incorporacién del estroncio en combinacion con otros materiales
como el MTA podria proteger y estimular a la pulpa dental.
Durante la osteogénesis, el Sr activa la via de sefalizacion Wnt/B-catenina,
promoviendo la proliferacion y el potencial de diferenciacion osteogénica de las
células madre mesenquimales (MSCs), fomentando su transformacion en
osteoblastos [39]. Ademas, promueve la transformacion de las MSCs en DPSCs,
mejorando su diferenciacion osteogénica, aumentando su adhesion y crecimiento.
Desempefia un papel importante en la promocion de que estas células se
diferencien en odontoblastos [40].

Ademas, el Sr desempefia un papel relevante en la modulacion del envejecimiento
celular al favorecer la activacion de la autofagia (mecanismo de limpieza y reciclaje
celular que retrasa el envejecimiento). Se ha demostrado que el Sr incrementa este
proceso en fibroblastos, como los sinoviocitos, 1o que contribuye a desacelerar el
envejecimiento celular [41].

Efectos antiinflamatorios

Los materiales dopados con estroncio demuestran propiedades antiinflamatorias
gue se consideran esenciales para la reparacién efectiva de los tejidos orales.
Promueve el cambio de los macréfagos hacia un tipo M2 antiinflamatorio, marcado
por la produccién de IL-10, Factor de Crecimiento Transformante beta (TGF-B) y
una reduccion en la expresion del Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), IL-6 e IL-
18 [42].

Uso del estroncio como agente radiopacificador

El 6xido de estroncio se ha utilizado como agente de radiopacidad en MTA para
formar silicato de estroncio, que se utiliza como componente para aumentar la
bioactividad [43]. EI MTA tiene una medida de radiopacidad de 7.17 mm de
equivalencia en aluminio. Una caracteristica deseable en un material de obturacion
es gue sea mas radiopaco que las estructuras que lo rodean cuando se introduce
en una cavidad [24]. Se espera que la dosificacion dptima/necesaria de estroncio en
el MTA sea un factor determinante para maximizar los beneficios terapéuticos, y se
anticipa que este compuesto modificado aportara un avance a los biomateriales
dentales.
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La incorporacion de oxido de estroncio no solo confiere radiopacidad al MTA, sino
que favorece una distribucion mas homogénea de las particulas dentro de la matriz
del cemento, lo cual se relaciona con una estructura mas compacta y estable. Esta
caracteristica resulta relevante, ya que el estroncio posee propiedades quimicas
similares al calcio, permitiendo su sustitucion parcial dentro de la red del silicato de
calcio sin comprometer la integridad del material [44].

Bioactividad

La prueba de bioactividad propuesta por Kokubo y Takadama, 2006 [45], es un
ensayo in vitro disefiado para evaluar la capacidad de un material biomédico de
inducir la formacién de una capa de apatita tipo hidroxiapatita sobre su superficie
cuando se expone a un ambiente que simula las condiciones fisioldgicas del cuerpo
humano.

En este contexto, los autores desarrollaron una solucion denominada Fluido
Corporal Simulado, en inglés como Simulated Body Fluid (SBF) [46] cuya
composicién iénica (Na*, Caz*, K*, Mg?*, CI-, HCO3;~, HPO,2" y SO,27) [47] es similar
a la del plasma sanguineo, lo que permite reproducir de manera controlada las
interacciones entre el biomaterial y el medio fisiologico.

Gracias a estas caracteristicas, la prueba de inmersién en SBF ha sido utilizada
para evaluar diversos biomateriales, demostrando que materiales como los vidrios
bioactivos, ceramicas de silicato de calcio y cementos a base de MTA son capaces
de formar una capa de apatita en SBF.

Asimismo, esta metodologia ha permitido no solo confirmar la bioactividad de
distintos materiales, sino también optimizar sus composiciones, evaluar
modificaciones quimicas (dopaje i6nico como Sr, Zn o Mg) y reducir el uso de
modelos animales.

Su hipotesis central del método establece: “La formacién de una capa de apatita en
la superficie de un material tras su inmersién en SBF es un indicador confiable de
su potencial bioactivo y de su capacidad para establecer una union quimica con
tejido 6seo in vivo” Kokubo y Takadama, 2006 [45].
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Procedimiento de la prueba de bioactividad

Se realiza la preparacion de la muestra del material a evaluar, en dimensiones
estandarizadas y se deja fraguar.

e Inmersion en SBF
Las muestras se sumergen en SBF a 37°C y pH fisiologico (7.4) durante el
periodo requerido para el estudio.

e Renovacion del medio
La solucion se renueva peridodicamente para mantener estabilidad ionica y
simular condiciones dinamicas.

e Caracterizacion de la superficie
La superficie del material se analiza mediante: Microscopia Electronica de
Barrido (SEM) para observar su morfologia, Espectroscopia de rayos X por
dispersion de energia (EDS) para identificacion la presencia de calcio y
fosforo y Difraccion de rayos X (XRD) para confirmar la formacion de apatita
cristalina o amorfa.

Soluciones y medios fisioldgicos en la sintesis y procesamiento de fosfatos
de calcio.

Diversos estudios han sefialado que la sintesis y el procesamiento de fosfatos de
calcio (CaP) se han realizado tradicionalmente en agua destilada o desionizada, sin
embargo, este enfoque no reproduce las condiciones quimicas reales del entorno
biolégico. En este contexto, Cuneyt Tas (2014) [48], analiza el uso de soluciones y
medios fisiolégicos como alternativa biomimética, destacando que el fluido
extracelular humano presenta una elevada fuerza idnica y contiene ademés de
calcio y fosfatos, iones como Na*, K*, Mg?* y HCO;7, los cuales influyen en el
crecimiento y nucleacion de fases minerales.

Los principales medios y soluciones propuestos incluyen:

e Fluido extracelular (ECF): Medio fisiol6gico natural con alta fuerza idnica;
contiene Na*, K*, Mg?*, Caz*, CI-, HCO;~, HPO,%". Referencia biolbgica ideal
para sintesis biomimética.

e Agua destilada: Medio quimico convencional que carece de iones
fisiologicos. Usada ampliamente pero no aporta biomimética.

e Solucion salina fisiologica (NaCl 0.9%): Su proposito es el mantenimiento
osmotico, presentes Na* y CI”. Sin embargo, no es adecuada para la sintesis

biomimética.
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Ringer’s solution: Propuesta para estudios fisiologicos, contiene: Na*, K*,
Caz*, CI7, bajo HCO;", usada principalmente para pruebas in vitro, no
sintesis.

Lactared Ringer’s solution (RLS): Utilizada para uso clinico, similar a Ringer
con lactato y no es empleada para sintesis directa de CaP.

Tyrode’s solution: Aplicada en estudios fisiolégicos, introduce Mg?* y mayor
HCO;". No reportado su uso en sintesis de CaP.

Krebs-Henseleit buffer (KHB): Propuesta para estudios metabdlicos, tiene
alta similitud con el plasma sanguineo y presenta potencial biomimético poco
utilizado.

Earle’s Balanced Salt Solution (EBSS): Utilizada en cultivo celular, con
composicién cercana al ECF y usada para la sintesis biomimética de CaP
amorfo con éxito.

Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS): Propuesta para cultivo celular, bajo
HCO;™ alto CI7, usada para pruebas de estabilidad, no para sintesis.

Simulated Body Fluid (SBF): Aplicada en evaluaciones de bioactividad,
presenta iones similares al ECF, bajo HCO;~, produce CaP poco
representativo.

SBF con HCO;™ fisioldgico (SBF-T, SBF-H, SBF-L): Presenta biomimetismo
avanzado, HCO3;~ con pH fisiolégico y favorece al CaP amorfo y
nanocristalino.

Eagle’s Minium Essential Medium (MEM): Utilizada en cultivo celular,
contiene aminod&cidos y vitaminas. No sintesis de CaP.

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM): Propuesta para cultivo celular
con alto HCO;™ y nutrientes. No disefiado para sintesis de CaP.

Soluciones de cultivo celular (general): Propuesta para biologia celular, es
una mezcla organica - inorganica y no recomendadas para sintesis de CaP.

Aungue la mayoria de estas soluciones se han utilizado para ensayos in vitro de
bioactividad, los estudios que emplean medios como composicién idnica cercana a
la fisioldgica y condiciones de pH y temperatura corporales reportan la formacién de
fosfato de calcio amorfo poco cristalino. Asimismo, el Mg?* y el bicarbonato en la
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inhibicion del crecimiento cristalino y la estabilizacion de fases nanocristalinas son
de lo mas representativas del mineral biolégico presente en hueso y dentina. Es por
ello la importancia de uso de medios fisiologicos definidos para el desarrollo de
biomateriales con similitud a los tejidos duros [48].

Viabilidad Celular

Los estudios con células cultivadas han sido ampliamente utilizados en la
evaluacion de biomateriales dentales. En este contexto, las células de la pulpa
dental, particularmente los fibroblastos obtenidos de pulpas dentales de humanos y
de pulpas dentales animales, son los modelos preferidos para llevar a cabo pruebas
de biocompatibilidad, dado que los efectos citotoxicos impactan directamente en la
pulpa dental. Ademas, los fibroblastos pulpares exhiben una elevada sensibilidad a
sustancias téxicas, convirtiéendolos en candidatos ideales para esclarecer los
posibles efectos adversos de materiales restauradores y endodoénticos. Es
fundamental tener en cuenta que, para que los cultivos celulares sean considerados
un modelo aceptable, se requiere demostrar la reproducibilidad de la respuesta
celular a los materiales evaluados [49].

Los fibroblastos, células mesenquimales ampliamente distribuidas, representan uno
de los tipos celulares mas prevalentes en el estroma de diversos tejidos. Su funcién
principal implica la sintesis de componentes clave como el colageno y la
fibronectina, asi como la degradacién de la matriz extracelular mediante las MMPs.
Ademas, los fibroblastos cumplen funciones significativas en la inmunidad innata y
celular, y desempefian un papel esencial en la regeneracién del complejo dentino-
pulpar a través de la secrecion de factores de crecimiento [49].

La linea celular L-929, derivada del tejido conectivo subcutaneo de un ratdbn macho
C3H/An de 100 dias de edad en la década de 1940, son una linea celular de tipo
fibroblasto y ha sido fundamental en la investigacion biol6gica y médica debido a su
resistencia, facilidad de cultivo y maltiples usos. Estas células se distinguen por su
forma alargada y su adherencia al crecimiento, siendo empleadas en diversos
campos como pruebas de toxicidad, evaluacion de materiales biomédicos y efectos
de sustancias, asi como en estudios de actividad de citocinas, especialmente en
relacion con el Factor de Necrosis Tumoral (TNF). Es un recurso indispensable en
la investigacién cientifica, proporcionando una plataforma versatil para estudios en
citotoxicidad, inmunologia, virologia y biomateriales [50].

Evaluar la citotoxicidad de los biomateriales in vitro requiere ensayos confiables de
viabilidad celular [51]. Su medicion desempefia un papel importante en todas las
formas de cultivo celular. En ocasiones es el objetivo principal de un estudio, como
en ensayos de toxicidad, o puede usarse para correlacionar el comportamiento
celular con el numero de células.
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Existen varios tipos de ensayos que se pueden usar para determinar el nimero de
células viables. Estos ensayos se basan en diversas funciones de las células,
incluyendo la actividad enzimética, la permeabilidad de la membrana celular, la
adhesion celular, la produccién de trifosfato de adenosina (ATP), la produccién de
coenzimas y la actividad de captacion de nucledtidos [52].

Los ensayos de viabilidad celular pueden clasificarse en términos generales como:

e Ensayos de exclusion de colorante (Trypan blue, eosina, rojo Congo): Son los
métodos mas sencillos que se basan en el uso de diferentes tintes como el azul
de tripan, eosina, rojo Congo y eritrosina B.

e Ensayos colorimétricos (MTT, XTT, MTS, WST, SRB): Se basan en la medicion
de un marcador bioquimico para determinar la actividad metabdlica de las
células. Es un ensayo sencillo y econémico.

e Ensayos flourométricos (Resazurina/Alamar Blue): Pueden realizarse con
flourbmetro, microlector de placas de fluorescencia o citdmetro de flujo. Es un
ensayo sensible.

e Ensayos luminométricos (ATP): Se produce una sefial persistente y estable de
tipo resplandor tras la adicion de reactivo. Estos métodos comprenden ensayos
ATP y de viabilidad en tiempo real [52].

e Ensayo de citometria de flujo (Anexina V): La citometria de flujo, inventada por
primera vez a finales de 1960, es una herramienta versatil y poderosa para el
analisis cuantitativo y cualitativo de células de manera individual. Mientras las
células permanecen en una solucién tamponada, pasan a través de multiples
laseres. Cada particula que pasa es contada y analizada por dispersién de luz
visible y por parametros fluorescentes. En un citometro se generan dos sefiales:
una utilizando angulos de dispersion cercanos a la direccion del haz laser y otra
con un rango de angulos amplio alrededor de los 90° (Figura 5) [53], lo que hace
que esta tecnologia sea especialmente adecuada para medir la progresion
compleja de la muerte celular. Puede ser medida por medio de analisis de
apoptosis. La apoptosis o0 muerte celular programada es un fenomeno que se
examina con frecuencia en el area de inmunologia. Se utiliza para mantener la
homeostasis del sistema inmunologico eliminando células sin desencadenar una
respuesta inflamatoria [54].
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El ensayo de citometria de flujo presenta las siguientes caracteristicas:

Ventajas:

Alta sensibilidad.

Rapidez.

Analisis multiparamétrico.

Bajo volumen de muestra.

Posibilidad de purificacion celular (cell sorting).

Alta productividad (medicion de méas de 10,000 células por segundo).
Estudia el fenotipo y genotipo de las células. [55]

Limitaciones:

e Alto costo del equipo y reactivos.
e Necesidad de personal capacitado [56]
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Figura 5 Componentes de un citometro.

Fuente: Tomado de Kamiloglu S, Sari G, Ozdal T, Capanoglu E. Guidelines for cell viability assays. Food Frontiers.
2020;1:1. Doi: 10.1002/fft2.44
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2.2 ANTEDENTES ESPECIFICOS

Torabinejad et al., en 1995 [57] sefialaron que el MTA ha sido clasificado como un
material bioactivo con capacidad para estimular la formacion de tejido duro. Este
material presenta propiedades de regeneracion en diversos procedimientos en el
area de la endodoncia. Ademas, cabe destacar que su pH inicial es de 10.2,
alcanzando 12.5 aproximadamente tres horas después de su aplicacion

Fridland et al., en 2005 [58] informaron que el MTA exhibe una gran similitud con
el cemento Portland, principalmente debido a la presencia de una matriz de silice
gue conserva su estructura incluso en presencia de humedad. Esto implica que los
operadores no tienen que preocuparse por la disoluciéon del MTA. Aunque se
reconoce que sus propiedades fisicoquimicas pueden presentar ciertos
inconvenientes segun la aplicacién especifica

Flores Ledesma et al.,, en 2016 [59] llevaron a cabo una comparacion de la
composicién quimica entre el Cemento MTA Angelus® y un cemento Portland
Blanco (CPB-CA) mediante técnicas como la Emisiéon de Rayos X inducido por
particulas (PIXE), Calorimetria diferencial de barrido (DSC), termogravimetria (TGA)
y difraccion de Rayos X (DRX). Los resultados obtenidos a través de PIXE revelaron
gue los componentes mas abundantes en ambos cementos fueron aluminio, silicio,
calcio y bismuto. Ademas, se detectaron elementos como el cobre y estroncio

Roman Damian-Morales et al., en 2019 [60] determinaron la citotoxicidad de
fibroblastos del ligamento periodontal humano expuestos a medios de cultivo
condicionados con Biodentine, IRM y MTA. En las células expuestas a MTA se
observd un aumento significativo en la viabilidad a los 7 dias comparado contra 24
horas. En los tres procedimientos utilizando distintos medios de cultivo
condicionados, la viabilidad celular fue principalmente de naturaleza proliferativa.
No obstante, se observé una tendencia superior en las células expuestas a
Biodentine en comparacién con la MTA.

Lunawat et al., en 2023 [22] evaluaron la incorporacion de estroncio en MTA. Se
prepararon polvos de vidrio SrFPG optimizados y se incorporaron en diferentes
proporciones (1, 5, 10% en peso) para obtener los bio-compuestos SrMT1, SrMT5
y SrMT10, respectivamente. Los bio-compuestos se caracterizaron mediante XRD,
FTIR y SEM-EDAX antes y después de sumergirlos durante 28 dias en una solucion
SBF. Para evaluar las propiedades mecanicas y la biocompatibilidad de los bio-
compuestos preparados, se realizaron analisis de densidad, pH, resistencia a la
compresion y evaluacion de citotoxicidad mediante ensayo MTT antes y después
de la inmersion en la solucion SBF durante 28 dias. Los resultados mostraron una
variacion no lineal en la resistencia a la compresion y los valores de pH. El bio-
compuesto SrMT10 demostré una rica formacién de apatita en los analisis de XRD,
FTIR y SEM con analisis EDAX. El ensayo MTT mostré un aumento de la viabilidad
celular en todas las muestras antes y después de los estudios in vitro.
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Yuliatun et al., en 2025 [44] evaluaron la influencia de distintos agentes
radiopacificadores sobre las propiedades radiograficas y fisicoquimicas del mineral
tribxido agregado (MTA) sintetizado a partir de nanosilice y carbonato de calcio
derivado de conchas marinas. Los resultados demostraron que el MTA modificado
con SrO presenté valores de radiopacidad promedio de 4.17 + 0.10 mm Al,
superando el minimo establecido por la norma ISO 6876.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

A pesar de los avances en los materiales odontoldgicos, persisten limitaciones en
términos de la eficacia de los tratamientos endododnticos. En este contexto, la
combinacion del MTA con la adicion de estroncio emerge como un area de estudio
prometedora para abordar los desafios actuales en procedimientos endodoénticos y
regeneracion dental.

Sin embargo, a pesar de las evidencias iniciales que sugieren beneficios
significativos, aun falta comprender los mecanismos y la efectividad real de esta
combinacion en contextos especificos de odontologia. Las cuestiones relacionadas
con la dosificacion 6ptima, la respuesta biologica del tejido dental y la seguridad a
largo plazo de esta combinacion no han sido completamente exploradas.

Por lo tanto, el presente estudio tiene como objetivo investigar la influencia de la
adicion de 6xido de estroncio a un cemento MTA experimental en las propiedades
fisicoquimicas. Este enfoque permitird una evaluacion mas precisa de la viabilidad
clinica de este compuesto modificado, proporcionando asi informacién para el
desarrollo futuro de terapias endodonticas mejoradas y mas efectivas.

3.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION

Por lo que surge la pregunta de investigacion:

¢, Cual es el efecto in vitro del 6xido de estroncio al 1% y 6% en la radiopacidad, pH,
bioactividad y la viabilidad celular del MTA?
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4 JUSTIFICACION

Como se ha mencionado, la incorporaciéon del SrO ha sido prometedora en la
estimulacién de células hacia un fenotipo mineralizado. Su incorporacion a otros
materiales sugiere beneficios significativos en las propiedades mecanicas. Por lo
que su adicién a un cemento MTA experimental, podria mejorar tanto propiedades
fisicas como quimicas, de manera que evaluar dichas propiedades, asi como
bioactividad y viabilidad celular, podria surgir como una posible mejora para su
aplicacion clinica.

5 HIPOTESIS

5.1 HIPOTESIS CIENTIFICA

H10- No existe efecto de la adicion de Oxido de estroncio al 1% y 6% en la
radiopacidad de un MTA.

H1la- Existe efecto de la adicién de 6xido de estroncio al 1% y 6% en la radiopacidad
de un MTA.

H20- No existe efecto de la adicién de 6xido de estroncio al 1% y 6% en el pH de
un MTA.

H2a- Existe efecto de la adicion de 6xido de estroncio al 1% y 6% en el pH de un
MTA.

H30- No existe efecto de la adicion de Oxido de estroncio al 1% y 6% en la
bioactividad de un MTA.

H3a- Existe efecto de la adicion de 6xido de estroncio al 1% y 6% en la bioactividad
de un MTA.

H40- No existe efecto de la adicion de 6xido de estroncio al 1% y 6% en la viabilidad
celular de un MTA.

H4a- Existe efecto de la adicién de 6xido de estroncio al 1% y 6% en la viabilidad
celular de un MTA.
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6 OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la adicion de 6xido de estroncio al 1% y 6% en la
radiopacidad, pH, bioactividad y viabilidad celular del MTA.

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar la radiopacidad del cemento tipo MTA en adicion de 6xido de
estroncio al 1% y 6% en un periodo de 24 horas.

e Medir pH del cemento tipo MTA en adicion de éxido de estroncio al 1% y 6%
en un periodo de 0, 3h, 24h, 7,14, 21 y 45 dias.

e Evaluar la bioactividad del cemento tipo MTA en adicién de estroncio al 1%
y 6% en un periodo de 28 dias.

e Evaluar la viabilidad celular del cemento tipo MTA en adicion de 6xido de
estroncio al 1% y 6% en un periodo de 24h, 4y 9 dias.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 DISENO DEL ESTUDIO

El estudio es experimental, prospectivo, longitudinal e in vitro por el tipo de
intervencion, tiempo y tipo de medicion.

7.2 POBLACION Y MUESTRA

Se llevo a cabo un estudio experimental in vitro, para el cual se realizé el célculo del
tamafo de la muestra con el fin de garantizar la validez estadistica de los resultados.
Las muestras fueron distribuidas en tres grupos experimentales:
G1-0%

G2-1%

G3-6%

los cuales fueron evaluados en diferentes tiempos, de acuerdo con los
requerimientos especificos de cada prueba realizada.

Tabla 4 Poblacion y muestra

Pruebas N
Radiopacidad N= 18 (n=6 por grupo).
pH N= 18 (n=6 por grupo).
Bioactividad N= 9 (n=3 por grupo).
Difracciéonde rayos X N= 6 (n=2 por grupo).

Viabilidad celular

Ensayo AnexinaVy 7ADD N=20 (nh= 5 por grupo experimental,
5 grupo control)

EnsayoPrestoBlue N= 27 (n= 8 por grupo experimental).

Numero de muestras totales (N) para cada una de pruebas realizadas.

26



7.3 CRITERIOS DE SELECCION

7.3.1 CRITERIOS DE INCLUSION

e Cemento tipo MTA.
e Oxido de estroncio (SrO).

7.3.2 CRITERIOS DE EXCLUSION

¢ Muestras que durante el trabajo experimental se fracturen.
e Muestras que durante el trabajo experimental se contaminen.

7.3.3 CRITERIOS DE ELIMINACION

e Muestras que durante el trabajo experimental se fracturen.
e Muestras que durante el trabajo experimental se contaminen.
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7.4 VARIABLES

7.4.1 VARIABLES INDEPENDIENTES

Variables Independientes

Cemento tipo
MTA

Tiempo

Cemento hidraulico
compuesto por silicato
dicélcico, silicato
tricalcico, aluminato
tricélcico

trioxido de bismuto.

Periodo determinado
durante el que se realiza
una accibn o se
desarrolla un
acontecimiento.

Cemento tipo MTA con
1-6% de 6xido de estroncio.

Periodo en dias en los
cuales se evaluaran las
propiedades como: pH,
viabilidad celular a los
distintos tiempos.

7.4.2 VARIABLES DEPENDIENTES

Variables Dependientes

Radiopacidad

pH

Bioactividad

Viabilidad
celular

Caracteristica de los
materiales dentales que
posibilita su
reconocimiento en el
andlisis radiogréfico.

El pH mide la acidez o
alcalinidad de una
solucion en una escala de
0 a 14. pH =7 — neutro
pH < 7 — acido

pH > 7 — basico o
alcalino.

Capacidad del material
para interactuar de manera
beneficiosa con los tejidos
biolégicos circundantes.

La viabilidad celular se
refiere a la capacidad de
las células para
mantenerse con vida y
realizar sus funciones
biolégicas normales.

La muestra y la radiografia
se situaran en una base de
plomo y se realizara la
irradiacion con un aparato de
Rayos-X (65+5 kV) a una
distancia del punto focal de
30 cm y expuesta durante
0.15s.

Medida del grado de acidez o
alcalinidad de los cementos
al estar inmersos en SBF a
0Oh,3h,24h,7,14,21 y 45 dias.

Evaluar la bioactividad del
cemento tipo MTA en adicién
de estroncio al 1 y 6% de
oxido de estroncio en un
periodo de 28 dias.

Viabilidad celular es la
proporcioén de células vivas y
funcionales existentes en
una poblacién celular a 24h,
4y 9dias.
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7.5 CONCORDANCIA'Y FIABILIDAD

El alumno investigador fue capacitado en la metodologia de cada prueba por el
docente responsable; la prueba de radiopacidad y pH se realiz6 en el laboratorio de
biomateriales dentales con base en la norma ISO 6876 (17). Fue asesorado en
interpretacion de los resultados por los investigadores participantes en el proyecto.

Asi mismo, se realizé un curso teorico practico “Técnicas basicas de cultivos de
lineas celulares de mamifero” en la Unidad de Bioquimica — Dr. Guillermo Soberén
Acevedo — del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”
el 31 de agosto del 2024.

7.6 UBICACION ESPACIO- TEMPORAL

Las pruebas de radiopacidad, pH y bioactividad se realizaron en la Facultad de
Estomatologia BUAP, en el Laboratorio de Materiales Dentales de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla, México.

La prueba de viabilidad celular se realizé en el Laboratorio de Inmunoterapia
Experimental e Ingenieria de Tejidos de la Facultad de Medicina de la UNAM.

El analisis de caracterizacion por XRD se realiz6 en el Centro de Fisica Aplicada y
Tecnologia Avanzada (CFATA), campus Juriquilla de la UNAM.

Las imagenes SEM que se obtuvieron de la prueba de bioactividad se realizaron en

el Instituto de Investigacion en Materiales en el Laboratorio Universitario de
Microscopia Electronica (LUME) de la UNAM.
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7.7 PROCEDIMIENTOS, TECNICAS Y FUENTE DE RECOLECCION

7.7.1 Preparacion de cemento experimental

El MTA experimental se prepar6 utilizando un Cemento Portland Blanco (CPB)
previamente caracterizado (CPO40B, Cruz Azul, Ciudad de México, México) (Figura
6). (Con la ayuda de una balanza analitica, se afiadi6 el 20% de tridxido de bismuto
(Aldrich Chemical Company Inc., Burlington, MA, USA) en una relacion de 4:1,
realizando la siguiente ecuacion:

e Peso total del MTA en frasco: 101.6284 gramos - 80%
e 127.0355 - 20% = 25.4071 gramos de Oxido de bismuto.

Una vez preparado el cemento MTA experimental, se agrego el 1% o 6% en
porcentaje de peso, los cementos fueron homogenizados mediante trituracion
manual en un mortero quimicamente inerte.

Figura 6 Materiales para preparacion de cemento experimental.

Fuente propia.
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7.7.2 Proceso de tamizado

El tamizado fue un método fisico que consisti6 en homogeneizar el tamafio de
particula a menos de 45 micras. Se utilizé un tamiz con malla de aberturas No. 325
(203 mm, 8 in de didmetro) (Figura 7).

Figura 7 Tamiz No. 325 cerrado para el método fisico de agitacion.

Fuente propia.

El cemento sinterizado se coloco en el tamiz y, mediante golpes secos, se procurd
que la totalidad de la muestra circulara por toda la superficie del tamiz. Este proceso
se acompafo de golpes secos para facilitar el paso de las particulas que, debido a
su tamafio, quedaban retenidas en la malla (Figura 8).

Figura 8 Cemento sinterizado en tamiz.
Fuente propia.
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7.7.3 Preparacion de los 3 grupos

Figura 9 Preparacion de cemento experimental grupo 2.

A) Reactivo Oxido de Estroncio (SrO). B) Balanza analitica OHAUS Pioneer con precisién 0.0001 g. Fuente propia.

Se realizaron los célculos para la preparacion del cemento experimental segun los
grupos descritos:

Grupo 1- 0%: Cemento experimental sin 6éxido de estroncio.

Grupo 2- 1%: Cemento experimental con 6xido de estroncio (Figura 9A) al 1%. Se
utilizé 12 gramos de cemento experimental y se afiadio el 1% de 6xido de estroncio,
realizando el siguiente célculo: 1% de 12 gramos = 1/100 x 12 = 0.12 gramos. Por
lo tanto, se obtuvieron 11.88 gramos de cemento experimental (Figura 9B).

Grupo 3- 6%: Cemento experimental con 6xido de estroncio al 6%. Se utilizo la
misma férmula para obtener el 6% de 12 gramos de cemento experimental,
resultando en 0.72 gramos. Por lo tanto, se obtuvieron 11.28 gramos de cemento
experimental.

Estos procedimientos aseguraron la correcta preparacion y homogeneizacion de los
diferentes grupos experimentales (Figura 10).

Figura 10 Imagen de cemento experimental y SrO homogeneizado.
Fuente propia.
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7.7.4 Elaboracion de pastillas

Preparacion de los moldes

Figura 11 Materiales utilizados para la elaboracion de muestras.

A) Prensa nodular en “C”. B) Moldes metdlicos. C) Calibrador digital. D) Banda celuloide. E) Loseta de vidrio. F) Espdtula
metdlica y micropipeta.
Fuente propia

Los moldes metalicos fueron limpiados y calibrados a 1 mm utilizando un calibrador
digital (Figura 12A y 12B). Posteriormente, se ajusto el tornillo de cada molde para
mantener la medida establecida. Con ayuda de un microbrush se aplicé una capa
ligera de aceite de silicon en la zona calibrada con el fin de facilitar el desmolde.

inch/mm

OFF ON S ZERO

Figura 12 Calibracion de moldes.

A) Calibrador digital a 1 mm. B) Calibracion de molde.
Fuente propia.
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Preparaciéon de la mezcla

El cemento experimental fue mezclado con agua desionizada en proporciones de
0.2 gy 66 pL. La mezcla obtenida se colocé en los moldes metalicos empleando
una espatula, aplicando movimientos de presion para favorecer la compactacion del
material. Posteriormente, se coloc6 una banda de celuloide sobre la superficie para
dar forma a la pastilla.

Compactacion y fraguado

A

Figura 13 Compactacion y fraguado de muestra.

A) Compactacion del material con prensa nodular. B) Fraguado y obtencion de muestra.
Fuente propia.

Los moldes fueron posicionados en una prensa nodular de carpinteria (Figura 13A),
lo que permiti6 mantener fija la posicion de las pastillas y asegurar una correcta
compactacion del cemento (Figura 13B). Las prensas se colocaron dentro de un
recipiente hermético con una pequefia cantidad de agua para generar condiciones
de humedad, y se mantuvieron a 37 °C durante 25 minutos para permitir el fraguado
Se elaboraron las pastillas para las pruebas correspondientes.
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7.7.5 Prueba de Radiopacidad

Preparacion de las muestras

De acuerdo con la norma ISO 6876, el cemento se preparé mediante su mezcla y
se elaboraron discos de 10 = 0.1 mm de diametro y 1 + 0.01 mm de altura. Los
discos fueron sometidos a presion entre planchas de vidrio para obtener superficies
lisas, homogéneas y libres de poros. Se prepararon diez muestras por grupo y por
tiempo (n=10).

Procedimiento radiografico

Cada disco fue colocado en el centro de una radiografia
oclusal junto a un indicador de radiopacidad, consistente en
una gradilla de aluminio escalonada con incrementos de 0.5
mm por cada escalon. La gradilla, las muestras y la radiografia
fueron posicionadas sobre una base de plomo. La irradiacién
se realiz6 con un aparato de rayos X a una intensidad de 65 +
5 kV (Figura 14 y 15), a una distancia de 30 cm desde el punto 7
focal y con un tiempo de exposicion de 0.15 segundos. Figura 14 Rayosxp'o,tdt,-,,
HyperLight-G Eighteeth.

Fuente propia.

Figura 15 Imdgenes radiogrdficas digitales.

A) Radiografia digital Grupo 1-0%. B) Radiografia digital Grupo 2-1%. C) Radiografia digital Grupo 3-6%.
Fuente propia.
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Analisis de los datos

La clasificacion de los datos de radiopacidad se efectué mediante la interpretacion
de los tonos grises, los cuales fueron convertidos a unidades de milimetros de
aluminio (mm Al). La conversion se llevo a cabo utilizando la férmula descrita por
Vivan [62]:

% + mm Al inmediatamente debajo de DRM.

Donde:

e A corresponde a la densidad radiografica de la muestra (DRM) menos la
densidad radiografica del incremento de la gradilla de aluminio inmediata
inferior.

« B corresponde a la densidad radiogréafica del incremento de la gradilla de
aluminio inmediata superior a la DRM menos la densidad radiografica del
incremento inmediato inferior.

7.7.6 Prueba de pH

Preparacion de las muestras

Se prepararon diez muestras en forma de disco por grupo y por tiempo (n=6),
empleando un molde de acero inoxidable con dimensiones de 10 mm de diametro
x 1.5 mm de altura. Posteriormente, las muestras fueron mantenidas en reposo
durante 1 hora a 37 °C y 95 % de humedad relativa. Con el fin de obtener discos
densos, planos y libres de poros internos, se utilizé una prensa en forma de “C”.

Condiciones de almacenamiento

Una vez obtenidos, las pastillas fueron colocadas en botellas de vidrio que
contenian 5 mL de agua desionizada y se almacenaron a 37 °C hasta el momento
de las mediciones (Figura 16).

Figura 16 Muestras en agua desionizada.
Fuente propia.
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Medicion del pH

Previo a la medicion del pH, el potenciometro (Thermo Scientific, Orion Star Series,
Singapore) fue calibrado mediante soluciones tampoén con valores de pH de 7.00
(Figura 17A), 4.00 y 10.00. Posteriormente, el electrodo fue colocado en contacto
con las muestras correspondientes (Figura 17B) y se procedio a la obtencion de las
lecturas de pH a las 3y 24 horas, asi como a los 7, 14 y 21 dias (Figura 17C).

Figura 17 Medicion de pH.
A) Calibracién de potenciometro. B) Toma de pH. C) Valor pH en potenciometro (Thermo Scientific).
Fuente propia.

7.7.7 Prueba de Bioactividad
Preparacion de la solucion y muestras.

La prueba de bioactividad se realiz6 siguiendo la norma ISO/FDIS 23317 [63]. Se
preparo solucion SBF [64] (Figura 18A) de acuerdo con la metodologia establecida
por Kokubo [45]. Para cada grupo, se confeccionaron discos con dimensiones de
1.5 mm de didmetro y 1 mm de espesor (Figura 18B). Las muestras fueron
mantenidas en reposo durante 1 hora a 37 °C y con un 95 % de humedad relativa.

A

Figura 18 Preparacion de solucion y muestras para prueba de bioactividad.
A) Solucidn SBF. B) Calibrador digital y moldes para muestras de 1.5 mm
Fuente propia.
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Inmersién en SBF

Posteriormente, las muestras fueron sumergidas verticalmente en SBF (Figura 19).
durante 28 dias, realizando recambios semanales de la solucion.

Fuente propia.

Preparacion para analisis SEM

Tras cada periodo de inmersion, los discos fueron sometido a recubrimiento con oro
para obtener imagenes de superficie mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM, JSM-7800F, JEOL Ltd., Akishima, Tokio, Japén) (Figura 20).

Figura 20 Preparacion para andlisis SEM.

A) Colocacion de muestras sobre Idmina de oro. B) Colocacion de muestras dentro del SEM. C) Utilizacion de microscopio
de electrones retrodispersados (JEOL: JSM-6010LA) a 11 mm.
Fuente propia.
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Andlisis de difraccion de rayos X con incidencia rasante (GIXRD)

Se evaluo la formacion de apatita, utilizando difraccion de rayos X de haz rasante,
en donde se colocaron las pastillas en el portamuestras. Las muestras fueron
caracterizadas mediante difraccion de rayos X (XRD) utilizando un difractometro de
rayos X Anton Paar, modelo XRDynamic 500, con una longitud de onda
correspondiente a 1.54 A, utilizando radiacion Cu Ka1, en un rango de 26 = 20-50°.
Las reflexiones se compararon con la base de datos del International Centre for
Diffraction Data (ICDD PDF-2; Ates-Rector SD, Blanton TN. ICDD Database PDF-
2, 2018).

7.7.8 Prueba de Viabilidad Celular

Preparacion de las muestras

Se utilizaron células de un raton macho de la cepa C57BLACK aprobado por el
Comité de Etica de la Facultad de Medicina de la UNAM para la extirpacion del bazo
(Figura 21). Tras el sacrificio, el 6rgano fue colocado en un tubo Eppendorf estéril
con solucién de HANKS y trasladado al cuarto de cultivo. Bajo condiciones estériles
en una campana de flujo laminar, se procedié a su limpieza y desinfeccion.
Posteriormente, el bazo se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf estéril con 5 mL de
solucién de HANKS, se agitd y se repitié el procedimiento una vez mas.

Figura 21 Obtencion de Bazo.
Fuente propia.

Figura 22 Trituracion de bazo hasta
suspension homogénea.
Fuente propia.

A continuacion, el bazo fue colocado sobre dos mallas esterilizadas en una caja
Petriy se afiadié 1 mL de medio RPMI, procediéndose a su trituracion con el émbolo
de una jeringa de 10 mL hasta obtener una suspension homogénea (Figura 22).

Las mallas se retiraron con pinzas previamente flameadas en alcohol al 95% y se
enjuagaron con 1 mL de RPMI antes de desecharse. La suspension celular se
homogeniz6 con micropipeta y se transfirié a un tubo Eppendorf estéril (Figura 23A)
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para centrifugacion (Universal 32R- Hettich Zentrifugen. Alemania), a 1800 rpm
durante 5 minutos. Tras la decantacion (Figura 23B), el boton celular se resuspendio
en 1 mL de medio RPMI y se distribuyé equitativamente en 15 pocillos de cultivo,
los cuales contenian las muestras clasificadas por grupos (Figura 23C):
G1-0%(A), G2-1%(B), G3-6%(C), (con 3 muestras por grupo y 1 posillo sin tincién,
1 para anexina 'y 1 para 7AAD).

Se deposité 67 pL de RPMI en cada uno, y posteriormente se afiadieron 800 pL
adicionales de medio en cada pocillo. Las placas se colocaron en incubadora
(Nuaire Model UN-4750, USA), a 37.1y 4.7% COz2 hasta el dia siguiente, momento
en que se realizo la tincion correspondiente.

Figura 23 Centrifugado de suspension celular y resuspension en posillos.
A) Suspension celular en tubo eppendorf estéril para centrifugado. B) Boton celular. C) Resuspension en 15 posillos.
Fuente propia.

Figura 24 Procedimiento de prueba de viabilidad celular.

A) Resuspension celular en posillos. B) Incubadora (Nuaire, USA).
Fuente propia.
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Ensayo de AnexinaVy 7-AAD

Parala Anexina V (FITC, BioLegend, San Diego, CA,
EE. UU.) (Figura 25), transcurridas 24 horas, las
placas fueron retiradas de la incubadora y el medio
de cultivo de las 15 muestras se recolect6é en tubos
Eppendorf de 1.5 mL, los cuales fueron
centrifugados a 1800 rpm durante 1 minuto.

Figura 25 FITC Annexin V Apoptosis
Detection Kit con 7-AAD
Fuente tomada de internet.

Las células se lavaron dos veces con 1000 pL de BioLegend’s Cell Staining Buffer
frio y se resuspendieron en 100 pl de suspension celular, afiadiéndose 5 ul de 7AAD
Viability Staining Solution y 5 pL de Anexina V. La mezcla se agitdé suavemente e
incubé durante 15 minutos a temperatura ambiente (25°C) en la oscuridad.
Finalmente, se afiadieron 400 uL de tampon de union de Anexina V a cada tubo
(Figura 26A-B) y las muestras fueron analizadas mediante citometria de flujo
utilizando la configuracion adecuada del equipo (Figura 26C)

o ey Uy TS I

=

Figura 26 Procedimiento para analizar por citometria de flujo.

A) Placa de posillos con suspension celular. B) Tubos eppendorf de 1.5 mm con Anexina V. C) Muestra colocada para
conteo celular en citometro.
Fuente propia.
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Ensayo PrestoBlue

Preparacion de las células

Se sembraron fibroblastos siguiendo los procedimientos establecidos del
laboratorio. Se decanté el medio de cultivo de las botellas para eliminar el contenido
residual y se realizaron dos lavados con 5 mL de solucion de Hanks.
Posteriormente, el contenido fue decantado y se afadieron 3 mL de tripsina. Las
botellas se incubaron durante 3 minutos a 37°C. Tras la incubacion, las botellas
fueron retiradas de la incubadora y se agitd suavemente para favorecer el
desprendimiento de las células, el cual fue confirmado mediante observacion al
microscopio. Se afiadieron 4 mL de medio Dulbecco modificado de Eagle-Ham F12
(DMEM-F12) alto en glucosa, y todo el contenido se transfirio a un tubo de 50 mL
utilizando una pipeta graduada.

Ensayo PrestoBlue se sembraron a una densidad de 1 x 10”4 células en cada grupo
experimental y en una placa de cultivo de 96 pocillos para el control. Los cultivos se
mantuvieron en medio DMEM-F12 suplementado con 10% de suero fetal bovino y
1% de antibiético a 37 °C en 5% de CO2, con evaluaciones en los dias 1, 4 y 9.
Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Se utiliz6 el kit PrestoBlue a base de resazurina (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EE. UU. 2600129/ REF: A13261) siguiendo las instrucciones del
fabricante para evaluar la actividad mitocondrial de las células viables. La intensidad
de absorbancia se midié a una longitud de onda de 570 nm usando un lector de
microplacas Thermo Labsystems 354 Multiskan Ascent (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EE. UU.), y las lecturas se obtuvieron utilizando el software Ascent
version 2.6 para multiples capas.
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Distribucion y seguimiento de células

El conteo celular obtenido se dividié entre el nimero total de pocillos utilizados. Las
células se distribuyeron de manera uniforme, obteniéndose aproximadamente
10,200 = células por pocillo (Figura 27A-B). La viabilidad y proliferacion se
observaron a los 1, 4 y 9 dias posteriores a la siembra, registrando sus resultados
(Figura 27 C-D).

Figura 27 Distribucion y conteo de células.

A) Suspension celular en placa de cultivos de 48 posillos. B) Etiqueta de placa correspondiente al grupoy a los dias a evaluar.
C) Placa de cultivos lista para conteo celular (se observa fluorescencia). D) Espectrofotometro.

Fuente propia.

7.8 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se analizaran mediante el software estadistico SPSS. Para el analisis
estadistico, se realizara una prueba de normalidad, a través de Shapiro Wilk
(muestras pequefias) y posteriormente se realizara prueba ANOVA vy
comparaciones multiples con la prueba post hoc Tukey.
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8. RESULTADOS

Radiopacidad

Todos los grupos evaluados presentaron valores de radiopacidad superiores al
minimo establecido por la norma ISO 6876:2001 (= 3 mm Al). El grupo G1-0%
mostré un valor promedio de radiopacidad de 8.15 mm Al, mientras que el grupo
G2-1% presento 8.30 mm Al y el grupo G3-6% alcanzo el valor mas alto, con 8.57
mm Al.

Se observéd un incremento progresivo de la radiopacidad conforme aumenté la
concentracion del material radiopaco, siendo el grupo G3-6% el que presentd los
valores mas elevados, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
(ANOVA p > 0.05) (Gréfico 1)

12.00
ANOVA
p=0.42

10.00
8.00

6.00

mm Al

4.00

2.00

8.57
0.00
G1-0% G2-1% G3-6%

Grdfico 1 Resultados de prueba de radiopacidad expresados en milimetros de aluminio (mm Al).

Fuente propia.
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pH

Los tres grupos evaluados mostraron un incremento inmediato del pH a partir de las
primeras horas, pasando de valores cercanos a la neutralidad (pH = 7.0 a 0 h) a
valores alcalinos a las 3 h, el grupo G3-6% presentd el pH méas elevado en este
intervalo (11.97), seguido del grupo G1-0% (11.82) y el grupo G2-1% (11.31). Se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre G1-0% vs G2-1% y G2-
1% vs G3-6% (ANOVA p=0.05, post hoc Tukey p<0.05).

A las 24 h, se mantuvo el caracter alcalino en todos los grupos, observandose el
valor maximo en el grupo G3-6% (12.20), mientras que los grupos G1-0% y G2-1%
registraron valores de 11.50 y 11.48, respectivamente. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre G1-0% vs G3-6% y G2-1% y G3-6% (ANOVA
p=0.05, post hoc Tukey p<0.05).

A patrtir de los 7 dias, se evidencié una disminucién progresiva del pH en todos los
grupos, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre G2-1% vs
G3-6%, manteniéndose en un rango alcalino durante todo el periodo de evaluacion.

En los tiempos posteriores (14, 21 y 45 dias), los valores de pH mostraron una
tendencia a la estabilizacion. Al final del periodo experimental (45 dias), el grupo
G1-0% presentd un pH de 10.01, el grupo G3-6% de 9.31 y el grupo G2-1% de 8.85,
no se observaron diferencias estadisticamente significativas (Grafico 2).

15.00

ANOVA p <0.001
G1-0% vs G3-6%
14.00 G2-1% vs G3-6%

ANOVA p < 0.001
G1-0% vs G2-1%
13.00 G2-1% vs G3-6%

ANOVA p <0.02

YR TS 12.20 G2-1% vs G3-6%

12.00

ANOVA
11.00 p=0.31

10.01
Z 10.00

9.31
9.00

8.00

6.00

5.00
0h 3h 24h 7d 14d 21d 45d

G1-0% -&G2-1% -4-G3-6%

Grdfico 2 Resultados de prueba de pH a los distintos tiempos.

Fuente propia.
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Bioactividad

Las imagenes obtenidas mediante microscopia electronica de barrido (SEM) a
1,000x evidencian la formacion progresiva de estructuras cristalinas sobre la
superficie del material a los 28 dias. Se observan cristales con morfologia
predominantemente acicular (en forma de agujas), asi como agregados de
apariencia granular, caracteristicas compatibles con la formacion de cristales de
hidroxiapatita.

La distribucion de estas estructuras cristalinas es heterogénea. En el grupo de
mayor concentracion (Grupo 3-6%) (Figura 30), se observa una superficie mas
densamente cubierta por agregados cristalinos, con morfologia globular y
coalescente, lo que sugiere una mayor bioactividad del material.

Figura 28 Imagen SEM correspondiente al grupo 1 (G1-0%) a los 28 dias.

Fuente propia.
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Figura 29 Imagen SEM correspondiente al grupo 2 (G2-1%) a los 28 dias.

Fuente propia.

Figura 30 Imagen SEM correspondiente al grupo 3 (G3-6%) a los 28 dias.

Fuente propia.
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Difraccién de Rayos X
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Grdfico 3 Andlisis XRD.

El andlisis cualitativo identifico tres fases minerales en los tres grupos: bismita (PDF 41-1449) identificada como B (linea

amarilla), calcita (PDF 05-586) identificada como C (linea morada) e hidroxiapatita carbonatada (PDF 19-0272)
identificada como Ha (linea verde).

Fuente propia.

Los patrones de DRX se presentan en el Grafico 3; el analisis cualitativo identifico
tres fases minerales en los tres grupos: bismita (PDF 41-1449) identificada B
(linea amarilla), a los 26.9, 27.4 y 33.22°, Calcita (PDF 05-586) identificada como
C (linea morada) a los 29.4, 35.9 y 39.4°, Hidroxiapatita carbonatada (PDF 19-
0272) identificada como Ha (linea verde) a los 26, 31.8 y 33°.
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Viabilidad Celular (Ensayo PrestoBlue)

Los resultados de la prueba de viabilidad celular mediante el ensayo PrestoBlue
mostraron que los tres grupos experimentales (G1-0%, G2-1% y G3-6%)
mantuvieron porcentajes de viabilidad celular superiores al 70% en todos los
tiempos evaluados, lo que indica una adecuada compatibilidad celular.

A las 24 horas, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre
los grupos experimentales (ANOVA, p = 0.22), presentando valores de viabilidad
celular comparables entre si.

A los 4 dias, los grupos continuaron mostrando altos porcentajes de viabilidad
celular, con una ligera variacion entre ellos; no se detectaron diferencias
estadisticamente significativas (p = 0.07).

A los 9 dias, se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos (p < 0.05). En este tiempo, el grupo G3-6% presentd el mayor porcentaje de
viabilidad celular, seguido del grupo G1-0%, mientras que el grupo G2-6% mostro
los valores mas bajos, aunque manteniéndose dentro de rangos considerados
biocompatibles.

En general, los resultados indican que la viabilidad celular se mantuvo elevada a lo
largo del tiempo en todos los grupos evaluados, con una tendencia a incrementarse
en el grupo G3-6% al dia 9 de la evaluacion (Grafico 3).
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100.0
ANOVA ANOVA ANOVA
90.0 =0.81 p=0.65 p=0.15
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BG1-0% MWMG2-1% MG3-6%

VIABILIDAD CELULAR (% DEL BASAL)

Grdfico 4 Viabilidad celular de los grupos experimentales (G1, G2 y G3) determinada mediante el ensayo PrestoBlue,
evaluada a 24 horas, 4 y 9 dias.

Fuente propia.
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Prueba de Citotoxicidad (Anexina V con 7-AAD)

Los resultados de la prueba de citotoxicidad mediante Anexina V' y 7-AAD mostraron
diferencias en la distribucion de células viables, en apoptosis y en necrosis entre los
grupos experimentales evaluados.

El grupo G1-0% presento el mayor porcentaje de células viables (79.3 = 1.65 %),
seguido del grupo G2-1% (76.5 + 1.74 %), mientras que el grupo G3-6% mostro el
valor mas bajo de viabilidad celular (70.9 £ 2.77 %). El analisis estadistico evidencio
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos G1-0%-G3-6% y G2-
1%-G3-6% en cuanto a células viables (ANOVA, p = 0.0076).

En relacién a la necrosis, se observaron diferencias significativas entre los grupos
G1-0%-G3-6% y G2-1%-G3-6% de (p = 0.0073). El grupo G3-6% presento6 el mayor
porcentaje de necrosis (28.17 £ 2.31 %), seguido del grupo G2-1% (23.10 + 1.61 %)
y del grupo G1-0% (20.47 £ 1.79 %) (Grafico 4) (Tabla 4).
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Fuente propia.
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Tabla 6 Distribucion porcentual de células viables, apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis en los grupos
experimentales (G1-0%, G2-1% y G3-6%).

Células vivas Apoptosis temprana Apoptosis Necrosis (%)
(%) (%) tardia (%)
G1- 0% 79.3 (1.65) 0.10 (0.05) 0.14 (0.06) 20.47 (1.79)
G2-1% 76.5 (1.74) 0.09 (0.01) 0.31(0.15) 23.10 (1.61)
G3-6% 70.9 (2.77) 0.15 (0.05) 0.77 (0.53) 28.17 (2.31)
ANOVA 0.0076* 0.2758 0.1194 0.0073*

Se evaluo mediante citometria de flujo utilziando Anexina V' y 7-AAD. * Presenta diferencias significativas. Los datos se
expresan como media * desviacion estdndar entre paréntesis; andlisis estadistico con ANOVA.

Fuente propia.
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9. DISCUSION

El presente estudio tuvo como propadsito evaluar el efecto de la adicion de 6xido de
estroncio (SrO) al MTA en concentraciones del 1% y 6%, con el objetivo de analizar
su influencia sobre propiedades fisicoquimicas relevantes para su desempefio
clinico y su potencial bioactividad.

La radiopacidad constituye una propiedad indispensable en materiales utilizados en
endodoncia, ya que permite su identificacion radiogréafica sobre los tejidos duros
dentales y estructuras adyacentes, o que permite evaluar la colocacion correcta del
material durante y después del tratamiento (58). En este estudio, todos los grupos
experimentales presentaron valores de radiopacidad superiores al minimo
establecido por la norma ISO 6876:2001 (= 3 mm Al) [1], incluyendo el grupo control
sin SrO (G1-0%) lo que confirma que el cemento experimental, aun sin la adicion de
SrO, cumple con los criterios internacionales para su uso clinico. Estos resultados
coinciden con lo reportado en la literatura por Sen et al.,, 2023 [66], donde los
cementos a base de silicato de calcio consistentemente superan los requisitos de
radiopacidad y permiten una visualizacion diagndéstica adecuada en procedimientos
endododnticos. El incremento observado en la radiopacidad tras la incorporacién de
oxido de estroncio (G1-0% < G2-1% < G3-6%) sugiere que la adicion de estroncio
contribuye positivamente a la absorcion de rayos X del material. Aunque dicho
aumento no fue estadisticamente significativo, este comportamiento es concordante
con lo reportado por Leny et al., (2025) (39), quienes sefialaron que el incremento
de la radiopacidad se relaciona directamente con la presencia de elementos de
mayor nimero atémico, como el estroncio y el bario, incorporados a la matriz del
material (59).

La incorporacion de agentes radiopacos a cementos a base de silicato de calcio
aporta un importante desarrollo a nuevos materiales endodoénticos, ya que facilita la
correcta colocacion de dichos materiales o en su caso también defectos clinicos.
Diversos estudios sobre MTA y otros cementos fabricados a base de silicato de
calcio han demostrado que la eleccion del agente radiopacificante puede alterar los
valores de radiopacidad del material, estos cambios dependen de la naturaleza
como de la cantidad del radiopacificador incorporado [44]. Flores Ledesma et al.,
(2019) [67]. Menciona que un material con radiopacidad insuficiente puede dificultar
su diferenciacion de estructuras anatdbmicas como la dentina, el hueso alveolar y el
ligamento periodontal. En contraste, un material excesivamente radiopaco y con
alto contraste puede generar una percepcion errénea de una obturacion compacta
y uniforme, ya que podria ocultar defectos en zonas donde el material no ha sido
adaptado correctamente.
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En relacién con el comportamiento del pH, los resultados mostraron un patréon
caracteristico de los materiales a base de silicatos de calcio, incluido el MTA con
adicion de O6xido de estroncio. Durante las primeras horas de evaluacion,
particularmente a las tres h, los tres grupos experimentales presentaron valores
alcalinos superiores al pH neutro (= 7.0) observandose un incremento adicional a
las 24 h'y 7 dias, seguido de una disminucién progresiva a los 14, 21y 45 dias. Este
comportamiento coincide con lo descrito para cementos de silicato de calcio, en los
cuales la reaccion de hidratacion conduce a la formacion de hidréxido de calcio (Ca
(OH),), con la consecuente liberacion de iones hidroxilo (OH™) responsables del
aumento inicial del pH en el entorno liquido tras la manipulacion y el fraguado del
material [68]. La persistencia de un medio alcalino resulta clinicamente relevante,
ya que se ha demostrado que valores elevados de pH ejercen un efecto
antimicrobiano, particularmente frente a microorganismos implicados en infecciones
endododnticas, lo cual favorece la reparacion de tejidos periapicales [69]. En este
estudio, la adiciébn de Oxido de estroncio no modifico de forma significativa el
comportamiento del pH, lo cual concuerda con reportes recientes que indican que
la incorporacién de estroncio en cementos de silicato no altera esta propiedad,
aunqgue si puede influir en otras caracteristicas fisicoquimicas como la resistencia
mecénica y la bioactividad (5).

La disminucién progresiva del pH observada en tiempos posteriores puede
atribuirse a la estabilizacion gradual de la reaccion de hidratacion y a la reduccién
en la liberacién de iones hidroxilo, fenbmeno descrito previamente en estudios
comparativos de pH y liberacion idnica en materiales a base de silicato de calcio
[70]. Este descenso no implica una pérdida de efectividad biolégica, ya que el
material mantiene un entorno alcalino compatible con su bioactividad,
particularmente en las fases iniciales, donde su influencia es mas marcada. La
adiciéon de SrO, por lo tanto, no compromete esta propiedad fundamental del MTA.

La bioactividad de los materiales endododnticos se caracteriza por su capacidad para
inducir la formaciéon de una capa superficial de apatita como resultado de su
interaccidn con los tejidos circundantes. En el presente estudio, el andlisis mediante
microscopia electrénica de barrido permitié evaluar el efecto de la adicién de SrO
sobre la morfologia superficial del MTA y la formacion de fases bioactivas tras 28
dias de inmersion.

Las micrografias SEM correspondientes al grupo control (G1-0%) al dia 28
evidenciaron una superficie irregular y heterogénea, y escasa formacion de
estructuras cristalinas organizadas. Este comportamiento coincide con lo descrito
por Camilleri (2008) [71], quien reporto patrones morfoldgicos similares y sefialé que
la presencia de cristales aciculares y agregados globulares es indicativa de
procesos de biomineralizacion superficial.
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En el grupo con adicién del 1% de 6xido de estroncio (G2-1%) a los 28 dias se
observaron modificaciones en la morfologia superficial, caracterizadas por una
distribucion mas homogénea de los depdsitos minerales, asi como una cubierta de
agregados cristalinos en comparacién al grupo control. Se observan estructuras
cristalinas con morfologia globular y coalescente, formando una capa continua
sobre la superficie del material.

Por su parte, el grupo con mayor concentracion de 6xido de estroncio (G3-6%)
mostro diferencias mas marcadas en las micrografias SEM, con una superficie
cubierta por agregados cristalinos de mayor tamafio, lo que dio lugar a una capa
continua y altamente mineralizada. Estos hallazgos sugieren que concentraciones
mas elevadas de SrO pueden potenciar la bioactividad del MTA. En concordancia,
Liu et al., (2021) [72] reportaron que materiales con alto contenido de estroncio
presentan una mayor tasa de formacién de apatita.

Lulian Antoniac et al., (2016) [8], report6 que la incorporacion vicaria de iones dentro
de la red de la hidroxiapatita influye en su velocidad de disolucién, mejorando la
proliferacion de células similares a osteoblastos in vitro En el caso de sustituciones
con iones bivalentes (por ejemplo, Mg?*, Zn?*, Sr?*), no ocurre ningin desequilibrio
de carga dentro de la red de apatita, mientras que en el caso de sustituciones con
iones monovalentes (por ejemplo, Na* y K*) es necesario un desequilibrio de carga
para su neutralizacién. La presencia de Sr?* en la estructura cristalina de HAp influye
en los pardmetros de la red y promueve a la cristalinidad y tamafio del cristal. La
presencia de iones de estroncio dentro de la red de hidroxiapatita ha demostrado
mejorar su biocompatibilidad y bioactividad, promoviendo el proceso de
osteointegracion, debido al mayor radio iénico del Sr.

En el presente estudio las principales fases minerales observadas por DRX de haz
rasante fueron: calcita (PDF 05-586), hidroxiapatita carbonatada (PDF 19-0272) y
bismita (PDF 41-1449) en los tres grupos. La fase de calcita (PDF 05-586) se ha
encontrado en otras ocasiones como resultado de hidratacibn en cementos que
habian sido sumergidos en SBF reportd Flores Ledesma et al. (2020) [73]. Esto es
consistente con lo encontrado en estudios donde la calcita se detecta como
producto secundario en cementos de silicato de calcio analizados por XRD
proporcionando estabilidad al material [74].

La fase de bismita esta presente en todos los grupos con picos cerca de 26.9°, 27.4°
y 33.22° 26, el cual esta presente en cementos de MTA que contienen trioxido de
bismuto como agente de radiopacidad. Se ha sugerido que esta fase actia como
material de relleno durante el proceso de hidratacion [73]. Su presencia sugiere que
el material conserva ese componente incluso con la adicion de estroncio.

Tambien se detecto la fase de hidroxiapatita carbonatada (Ha) con picos cerca de
26.0°, 31.8° y 33.0° 26 como se reporta en otros estudios [73]. Su identificacion en

54



todas las muestras respalda la bioactividad potencial del material adicionado con
estroncio, lo que coincide con evidencia reciente donde mencionan que el Sr
favorece la formacion de apatita en materiales con fosfatos de calcio [22].

En la Grafica 3 se observan picos mas amplios correspondientes al grupo (G1-0%)
lo cual coincide con la imagen SEM (Figura 28) en donde se puede observar las
estructuras correspondientes a apatitas menos cristalinas y poco aglomeradas.

Tal como lo sefiala Islam et al., (2006) [75] la identificacion de fases mediante XRD
puede verse comprometida por la superposicion de picos, errores asociados a
patrones de referencia en la base de datos PDF y la presencia de fases con bajo
grado de cristalinidad, lo cual dificulta su deteccion como puede ser el caso de los
picos caracteristicos de los silicatos de calcio presentes en el MTA, debido a su baja
concentracion o presentar picos de baja intensidad, los cuales podrian ser
enmascarados por picos superpuestos de otras fases.

La evaluacion de la viabilidad celular constituye un parametro fundamental en el
analisis de biomateriales endodénticos, ya que permite determinar su
biocompatibilidad y su capacidad para mantener la actividad metabdlica de las
células en contacto con el material. Este aspecto resulta particularmente relevante
en materiales destinados a interactuar con tejidos pulpares y periapicales, donde
una respuesta celular favorable es determinante para el éxito clinico y los procesos
de reparacion tisular.

En el presente estudio, la evaluacion de la viabilidad celular mediante el ensayo
PrestoBlue mostré que la adicion de oOxido de estroncio (SrO) al MTA no
compromete la biocompatibilidad del material, ya que todos los grupos
experimentales (G1-0%, G2-1% y G3-6%) mantuvieron porcentajes de viabilidad
superiores al 70% en todos los tiempos evaluados. Estos resultados sugieren que,
aun con la incorporacién de estroncio, las células conservaron una actividad
metabdlica adecuada. Resultados similares han sido reportados por Jaberiansari et
al., (2015) 66), quienes evaluaron la viabilidad celular de distintas formulaciones de
MTA (ProRoot MTA, MTA Angelus y Root MTA) mediante el ensayo Mosmann'’s
Tetrazolium Toxicity (MTT) a las 24, 48 y 72 h, observando un comportamiento
biocompatible frente a células madre de la pulpa dental humana. En dicho estudio,
no se identificaron diferencias significativas en la viabilidad celular a las 24 h
respecto al grupo control, mientras que a las 48 y 72 h todas las formulaciones de
MTA promovieron un incremento significativo y dependiente del tiempo,
manteniendo porcentajes de viabilidad superiores al 90%, lo que confirmo la
ausencia de citotoxicidad.

En este estudio, a las 24 h no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales (ANOVA, p = 0.22), lo que indica que
la adicion de 6xido de estroncio en concentraciones del 1% y 6% no genero efectos
adversos tempranos sobre la viabilidad celular. A las 48 h, los grupos continuaron
mostrando altos porcentajes de viabilidad, con ligeras variaciones entre ellos,
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aunque sin diferencias estadisticamente significativas, lo que sugiere que la
liberacion i6nica del MTA adicionado con SrO no afecta negativamente la
proliferacion ni la supervivencia celular a mediano plazo.

A las 72 h se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos experimentales, siendo el grupo G3-6% el que presentd el mayor porcentaje
de viabilidad celular, seguido del grupo control (G1-0%) y del grupo G2-1%. Este
comportamiento dependiente de la concentracion podria reflejar un efecto favorable
del estroncio sobre la actividad metabdlica y proliferativa celular cuando se emplea
en concentraciones elevadas.

El estroncio ha sido ampliamente reconocido por su capacidad para estimular
células osteogénicas y modular procesos de proliferacion y diferenciacion celular.
No obstante, Basheer et al., (2021) [40], reportaron una menor proliferacion celular
en materiales con fosfato tricalcico sustituido con estroncio en comparacion con el
MTA, atribuyendo este efecto a una concentracion elevada de estroncio (10%), la
cual podria disminuir la proliferacién celular y, simultaneamente, favorecer etapas
tempranas de diferenciacion celular, confirmando que el MTA favorece la
supervivencia y proliferacion de las células pulpares, respaldando su
biocompatibilidad y su uso clinico en terapia pulpar vital.

En el presente estudio, la citotoxicidad se evalué mediante la tincién con Anexina V
y 7-AAD empleando citometria de flujo, lo que permitié cuantificar y distinguir los
distintos estados celulares tras la exposicion de las células a MTA con y sin adicion
de 6xido de estroncio. Este método es ampliamente utilizado para identificar los
diferentes estadios de la muerte celular, incluyendo apoptosis temprana, apoptosis
tardia y necrosis [72]. Los resultados mostraron que el grupo sin adicion de 6xido
de estroncio (G1-0%) present6 el mayor porcentaje de células viables, seguido del
grupo con baja adicién de estroncio (G2-1%), mientras que el grupo con mayor
contenido de SrO (G3-6%) registro la viabilidad mas baja (79.3 + 1.65% vs. 70.9 +
2.77%). Estos hallazgos concuerdan con lo reportado en la literatura, ya que
Pelepenko et al., (2022) [10], observaron que el contacto directo de fibroblastos
murinos con lixiviados de vidrios bioactivos que contenian estroncio y magnesio se
asocié con una reduccion en la viabilidad celular. En dicho estudio, los vidrios
bioactivos sustituidos con estroncio mostraron una disminucion de la actividad
biologica, atribuida al bloqueo de los sitios activos de crecimiento del fosfato de
calcio por iones Sr?*, asi como a una reduccion en la proliferacion celular y en la
actividad de la fosfatasa alcalina

En conjunto, estos resultados sugieren que la adicion de SrO puede modular la
respuesta celular y disminuir la viabilidad cuando se emplea en concentraciones
elevadas. Este comportamiento dosis-dependiente se ve respaldado por el estudio
de Alves Cortes et al., (2024) [77], quienes demostraron que la incorporacion de
estroncio en biomateriales presenta un efecto biolégico condicionado por su
concentracion, reportando que concentraciones bajas a moderadas (0.5-5%) se
asocian con la estimulacion de la diferenciacion osteoblastica, evidenciada por el
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aumento en la actividad de la fosfatasa alcalina. Estos hallazgos subrayan la
importancia de optimizar la cantidad de estroncio incorporada a los biomateriales
para maximizar su potencial regenerativo sin comprometer la viabilidad celular.

En conclusion, los resultados del presente estudio indican que la adicién de 6xido
de estroncio al MTA, en concentraciones del 1% y 6%, no compromete sus
propiedades fisicoquimicas ni bioldgicas fundamentales. La radiopacidad se
mantuvo dentro de los valores establecidos por la normativa, el pH conservo un
comportamiento alcalino caracteristico, y la bioactividad se evidencié mediante la
formacion de fases mineralizadas sobre la superficie del material. Asimismo, los
andlisis de viabilidad celular y citotoxicidad demostraron que la respuesta bioldgica
al MTA modificado es dependiente de la concentracion de estroncio, donde
concentraciones bajas a moderadas resultan compatibles con la viabilidad celular,
mientras que concentraciones mas elevadas pueden modular la respuesta celular
sin inducir citotoxicidad significativa. Estos hallazgos resaltan la importancia de
optimizar la cantidad de estroncio incorporada al MTA, y aportan evidencia que
respalda su potencial aplicacion en el desarrollo de biomateriales endodénticos con
propiedades bioactivas mejoradas.
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10. CONCLUSION

e Con base en los resultados obtenidos en la prueba de pH, se observo que
todos los grupos presentaron un entorno alcalino caracteristico de los
cementos a base de silicato de calcio. Durante los primeros tiempos de
evaluacion, particularmente a las 3y 24 h, se registraron los valores maximos
de pH, posteriormente a partir de los 7 dias, se evidencié una disminucién
progresiva, manteniéndose dentro del rango alcalino. Sugiere una
estabilizacion de pH gradual conforme avanza el proceso de hidratacion y
fraguado del cemento, conservando una propiedad quimica relevante
asociada tanto a su efecto antimicrobiano como a su potencial bioactivo.

e Los resultados de radiopacidad indican que la adicion de 6xido de estroncio
al MTA en concentraciones del 1% y 6% no compromete esta propiedad,
cumpliendo con los requisitos establecidos por la norma ISO 6876:2001 (= 3
mm Al) para su adecuada visualizacion radiografica en aplicaciones clinicas.
Adicionalmente, se observo una tendencia al incremento de la radiopacidad
conforme aumento la concentracion de SrO, lo cual puede atribuirse al mayor
namero anatomico del estroncio.

e EI MTA convencional forma cristales de hidroxiapatita catalizado por la
liberacion de Caz* y un pH alcalino. La adicién de 6xido de estroncio mejora
la formacién y densidad de cristales de apatita, estimulando respuestas
celulares favorables para su bioactividad. A mayor concentracion de
estroncio, se observa mayor densidad y tamafio de cristales, lo cual se puede
asociar a una mejor capacidad de integracion.

e Elandlisis de XRD mediante incidencia rasante permitié identificar de manera
consistente la presencia de bismita, calcita e hidroxiapatita carbonatada en
todos los grupos estudiados, independientemente del porcentaje de adicién
de estroncio. La deteccibn de hidroxiapatita carbonatada confirma la
capacidad bioactiva del material, al evidenciar una fase mineral compatible
con los tejidos duros. Asimismo, la bismita se asocia con la conservaciéon de
la radiopacidad presente en el MTA, mientras que la calcita corresponde a
procesos secundarios de los cementos a base de silicato de calcio. La adicion
de estroncio no alteré la formacion de sus fases cristalinas de apatita, lo que
sugiere que no compromete su estructura mineral basica, sino que la mejora.

e En cuanto a su respuesta bioldgica, la incorporacion de éxido de estroncio al
MTA no afect6 negativamente la viabilidad celular y, a una concentracion del
6% incluso mostré un efecto favorable sobre la actividad celular tras los
periodos estudiados. Resulta relevante para aplicaciones clinicas donde se
requiere que los materiales bioactivos no solo sean inertes, sino que
promuevan una respuesta celular efectiva. De acuerdo con los resultados de
la prueba de Anexina V con 7 AAD la adicion de SrO sugiere un efecto dosis-
dependiente, aspecto que debe considerarse al optimizar biomateriales
modificados con estroncio.
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