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1. RESUMEN

Uno de los pasos en un tratamiento de conductos es la obturacion de los
conductos radiculares. Durante dicha obturacién, se utilizan selladores
endodonticos que idealmente deben ser biocompatibles. Las pruebas para
conocer la biocompatibilidad de un material involucran conocer, entre otras cosas,
su citotoxicidad y su actividad inflamatoria. Sabemos que selladores como el AH
Plus™, el RSA RoekoSeal, el Sealapex™ y el MTA-FILLAPEX Angelus® poseen
una actividad citotoxica deferencial. En este trabajo, evaluamos la actividad
inflamatoria generada por estos selladores endoddnticos en un modelo in vivo,
utilizando el método de edema inducido por TPA. A su vez, evaluamos de manera
indirecta la infiltracién de neutrdfilos, la respuesta inmunoldgica promovida por
neutréfilos, mediante la determinacion del contenido de la enzima

mieloperoxidasa.
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2. INTRODUCCION

Un tratamiento de conductos consiste en la limpieza, desinfeccion, preparacion y
obturacion del sistema de conductos radiculares. Durante la obturacion, se utilizan
materiales capaces de evitar la comunicacion entre la cavidad oral y los tejidos
perirradiculares. Los materiales usados comunmente en la obturacién son la
gutapercha y un sellador endodontico. La obturacion consiste en el sellado del
sistema de conductos en su extremo apical y coronal, ademas de todo el sistema
de conductos. La obturacion apical bloquea la salida de microorganismos que
pudieran encontrarse en el conducto aun después de la limpieza y preparacion,
hacia los tejidos periapicales. La obturacion coronal evita la reinfeccion del diente.
La obturacion es un paso critico para el éxito de un tratamiento de conductos. Por
lo tanto, la seleccion de selladores que posean propiedades fisicas y bioldgicas
adecuadas es decisiva. Los selladores endododnticos idealmente deben ser

biocompatibles.

2.1. Materiales de Obturacion
2.1.1. Gutapercha

La gutapercha es una sustancia vegetal extraida de los arboles de la familia
Sapotaseas, del género Palaquium (Gutapercha).(1) La gutapercha es un polimero
cristalino lineal que se fusiona a una temperatura fija, provocando un cambio
aleatorio pero caracteristico de la estructura.(2) Ademas, es un material
ampliamente utilizado en Odontologia vy, fue introducida por Bowman en 1867.(3)
Las puntas de gutapercha usadas en los tratamientos de conductos, tienen un
20% de gutapercha y de un 60 a un 75% de 6xido de zinc.(4) La gutapercha es el

material mas utilizado para obturar los conductos radiculares en la actualidad.
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2.1.2. Selladores endoddnticos

Un sellador endoddntico es un material que sirve para rellenar los espacios que la
gutapercha no pudo obturar. El sellador forma una barrera impermeable y es tan
importante como el material de obturacién.(4) Un sellador debe adherirse con
fuerza a la dentina y a la gutapercha. Ademas, debe poseer una buena resistencia
cohesiva, ser antimicrobiano y ser radiopaco para lograr observarse
radiolégicamente. Como aditivos para la radiopacidad se agregan plata, plomo,

yodo, bario y bismuto en su formulacion.

Existen muchos tipos de selladores en el mercado y la mayoria endurecen
mediante una reaccién quimica. En estas reacciones, casi siempre se liberan
materiales toxicos por lo que el clinico debe ser cuidadoso y evaluar todas las
caracteristicas de un sellador antes de seleccionarlo.(2) A continuacién se

presentan las caracteristicas de los mas usados.

2.1.3. Oxido de Zinc y Eugenol

Los selladores a base de 6xido de zinc y eugenol (ZOE) son cementos selladores
modificados para uso endodontico. EI ZOE es una mezcla de polvo y liquido. El
polvo contiene éxido de zinc que potencia el flujo del cemento y el liquido contiene
el eugenol que es el vehiculo de la mezcla. Algunos fabricantes anaden
paraformaldehido como antimicrobiano y germicida, para una accién antiséptica, o
corticoesteroides, para suprimir las reacciones inflamatorias. El fraguado de los
cementos a base de ZOE es un proceso quimico combinado donde se fija el 6xido
de zinc y depende del pH y de la resistencia del agua. La causa del

endurecimiento del cemento es la formacion del eugenolato.(2)
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2.1.4. Hidréxido de calcio

Actualmente existen diversos selladores en el mercado como Sealapex™
(SybronEndo), RealSeal (SybronEndo), Apexit® y Apexit Plus® (lvoclar - vivadent)
que contienen hidroxido de calcio Ca(OH)2. Estos selladores liberan iones hidroxilo
y con ello, mantienen un pH alcalino que le confiere un gran efecto antimicrobiano.

Ademas, tienen poca fuerza de cohesion.(2)

El Sealapex™ (sybronEndo) tiene como componentes activos 6xido de calcio y
resinas de trimetilpropano, salicilato de neopentilglicol y salicitato de isobutilo. Sus
caracteristicas son buena plasticidad, corrimiento y radiopacidad. También,

favorece la aposicion de tejido calcificado en orificio apical.(5)

2.1.5. lonébmero de vidrio

Los selladores a base de ionomero de vidrio causan poca irritacion tisular y tienen
baja toxicidad in vitro. Uno de estos selladores es el Ketac-Endo™ (ESPE) que ha

creado controversia en el mercado debido a su poca adherencia a la dentina.(5)

El Ketac-Endo™ (ESPE) tiene como componente principal el ionémero de vidrio y
sus caracteristicas son tiempo de fraguado corto y dificultad de retirarlo del

conducto.(3)

2.1.6. Resina

Las resinas son polimeros de macromoléculas encontrados en la naturaleza como
una goma. La goma posee diversas propiedades que le permiten ser un buen
sellador de conductos radiculares. Como muchos de los selladores, la resina debe
tener la capacidad de adherirse a la dentina preparada para el tratamiento de
conductos y al material de obturacion. Algunos ejemplos de este tipo de selladores
son AH26® y AH Plus™y EndoRez®.(2)
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El AH Plus™ tiene como componentes principales resina epoxidiamina, tugsteno,
calcio, 6xido de circonio y de hierro, aerosil y aceite se silicona. Sus caracteristicas
son fluidez alta, buena adherencia a la dentina, buena radiopacidad, tiempo de

trabajo largo y baja solubilidad.(3)

2.1.7. Silicon

El silicon es también un material sellador de conductos radiculares a base de
polidimetilsiloxano. Algunos ejemplos de este tipo de selladores son el RSA
RoekoSeal (Roeko) y el GuttaFlow® (Roeko).

ElI RSA RoekoSeal (Roeko) tiene como componentes principales
polidimetilsiloxano, aceite de silicona, aceite de parafina, dioxido de circonio v,
como catalizador, acido hexacloroplatinico. Sus caracteristicas son tiempo de
trabajo de 15-30 min, elevada radiopacidad, buena solubilidad y fluidez, ligera
expansion, buena biocompatibilidad con los tejidos. (3) EI RSA RoekoSeal (Roeko)

es menos citotdxico que el Sealapex™. (2)

2.1.8. Mineral trioxido agregado (MTA-FILLAPEX)

El principal componente de estos selladores es el mineral trioxido agregado.(3) El
sellador MTA es un polvo blanco se mezcla con agua destilada y endurece en 4
horas.(5)

El MTA-FILLAPEX Angelus® tiene como componentes principales cemento
portland, 6xidos metalicos como el bismuto. Sus caracteristicas son que puede

utilizarse en un medio humedo y tiene un pH alcalino.(5)
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2.2. Normas y propiedades de los selladores

Las propiedades de los selladores se dividen en fisicas y biologicas y éstas son

regidas por las siguientes normas:

2.2.1. Propiedades fisicas

La norma ANSI/ADA n°57 endodontic sealing material 2000 (corregida en 2006)
rige las caracteristicas de los materiales a usarse en endodoncia para el sellado
de los conductos radiculares. Esta norma es una adaptacion de la norma
ISO6876:2001 y describe los métodos para evaluar las propiedades de los
materiales selladores de los conductos. Los materiales se clasifican en dos tipos.
Los tipo | se usan con un nucleo central y los tipo Il se usan con o sin un nucleo
central. Los materiales tipo | se dividen a su vez en tres clases. La clase 1 incluye
materiales en forma de polvo y liquido que fraguan a través de un proceso distinto
de la polimerizacion. La clase 2 incluye materiales en forma de dos pastas, que
también fraguan a través de un proceso distinto de polimerizacién. Por ultimo, la
clase 3 incluye sistemas de polimeros y resina, que fraguan mediante
polimerizacidn. Las subclases de los materiales tipo Il son iguales que las de los

materiales tipo |, excepto por incluir también amalgamas metalicas.(2)

2.2.2. Propiedades biolégicas

La norma ANSI/ADA n°41 rige las propiedades bioldgicas y describe los métodos
de pruebas bioldgicas. Entre estas pruebas se incluyen evaluaciones de toxicidad
general, toxicidad in vivo, analisis de mutagenicidad, pruebas de implantacion y de

uso.

Los materiales de relleno del conducto radicular son generalmente toxicos y

frecuentemente no cumplen las expectativas expresadas en la norma ANSI/ADA
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n°41. No obstante los métodos descritos en estas especificaciones se pueden

emplear para distinguir los materiales mas toxicos.(2)

2.3. Inflamacién

La inflamacién es una reaccion que lleva a cabo nuestro cuerpo como un sistema
de defensa ante alguna agresion (figura 1). La inflamacién se presenta tanto
sistémica como local y se caracteriza por una respuesta que involucra la presencia
de mediadores quimicos, células y liquido extravascular. Esta respuesta se
localiza en la zona de lesion y es donde se eliminan células alteradas, agentes

patdgenos y se prepara la reparacion del tejido.

« Bacterias |

® ot @~ _«
| ﬁéquelas M_&——

‘1 Capilar

Figura 1. Dibujo que representa el proceso de inflamacién. Modificado de

http://ladanzaynuestrocuerpo.blogspot.mx/2013/07/que-es-la-inflamacion_22.html

Los signos de la inflamacion son rubor (enrojecimiento), calor (aumento de
temperatura), aumento de volumen, dolor y perdida de la funcién.(6) La

inflamacion se divide en dos fases, la fase vascular y la fase celular.

2.3.1. Fase vascular

Inmediatamente después de una lesion, el primer cambio es un aumento en la

permeabilidad de los vasos sanguineos circundantes a la lesion. La vasodilatacion
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promueve la llegada de las células de defensa a la region de la lesion. ElI segundo
cambio es una vasoconstriccion. Como consecuencia, la regién se congestiona,

genera enrojecimiento y aumenta su temperatura.(7)

2.3.2 Fase celular

La fase celular esta marcada por el aumento de células en la regién de la lesion.
Esta fase comprende varias etapas. La primera etapa es una marginacién y
adhesion leucocitaria al endotelio. Esto es, los leucocitos reducen su velocidad en
el torrente sanguineo y se adhieren a la pared endotelial iniciando un movimiento
de rodamiento. La segunda etapa en una migracion de los leucocitos hacia el
espacio tisular. La tercera etapa es la quimiotaxis en la que los leucocitos que
acaban de migrar atraen otras células del sistema inmunoldgico a través de
quimioatrayentes como las quimiocinas. Finalmente, en la cuarta etapa se realiza
la activacion leucocitaria y la fagositosis por parte de monocitos, neutrofilos y

macrofagos.(7)

2.3.3. Neutrofilo

Los neutrdfilos son leucocitos que forman parte del sistema inmunoldgico, son la
principal linea de defensa de nuestro organismo y son conocidos como neutréfilos
segmentados o leucocitos polimorfonucleares. Los neutréfilos contienen un nudcleo
multilobulado y abundantes granulos de almacenamiento (figura 2). Estos granulos
almacenan agentes bactericidas y enzimas lisosémicas. El neutréfilo maduro tiene
en su interior tres tipos de granulos: granulos azurofilicos (que contienen
mieloperoxidasa), granulos especificos y granulos que contienen gelatinasa. La
principal funcién que se les ha atribuido a los neutrdfilos es llegar a la region de la
lesion y fagocitar las bacterias o particulas extrafas.(8) La mieloperoxidasa es una
proteina producida en grandes cantidades por los neutréfilos y cataliza la

conversion del peréxido de hidrogeno y iones cloruro en acido hipocloroso. Este
18



acido es un agente oxidante muy potente, oxida aminas, tioles, acidos nucleicos,

proteinas y otras biomoléculas. (8)

Figura 2. Dibujo de un neutréfilo con ndcleo multilobulado y granulos de secrecién, modificado de

Blausen.com staff. “Blausen gallery 2014”. Licenga CC-By-NC-3.0.

3. ANTECEDENTES
Biocompatibilidad de los selladores endoddnticos

Los selladores endododnticos idealmente son biocompatibles. Sin embargo, la
mayoria al ser preparados, son citétoxicos y van disminuyendo su citotoxicidad
conforme fraguan. Algunas veces, durante el proceso de obturacion, los selladores
se extruyen a través del apice y esto permite el contacto del sellador con los
tejidos perirradiculares. Los selladores, a su vez, pueden dificultar o interferir en el

proceso de curacion.(9)

Al evaluar la citotoxicidad in vitro de los selladores se ha encontrado que el
sellador AHPIlus™ es uno de los selladores mas citotdxicos, debido a que contiene
resina.(10-12) Su citotoxicidad es mas alta en fresco y disminuye con el tiempo,

(13) esto es debido a que al polimerizar libera monémero.(14, 15)

Existen resultados controversiales con respecto al MTA-FILLAPEX®. Por una
parte, se reporta que la citoxicidad del sellador MTA-FILLAPEX® es baja en fresco

y al igual que el AH Plus™, la viabilidad celular aumenta con el tiempo de
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fraguado. (9, 10) En contraste, en trabajos recientes se ha reportado que el MTA-
FILLAPEX®muestra mas citotoxicidad en fresco (16) y es mas citotoxico con el

tiempo de fraguado. (17)

El cemento Selapex™ en fresco es medianamente toxico y con el tiempo de
fraguado es biocompatible. El sellador RSA RoekoSeales el unico cemento que no
demostré citotoxicidad en varios estudios, es altamente biocompatible con los
tejidos.(9, 18, 19)

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el mercado existen diversos selladores endodonticos, sin embargo, no todos
ellos poseen caracteristicas ideales. Uno de los factores a considerar para utilizar
un sellador endoddntico es que sea biocompatible. Las normas de la ANSI/ADA y
las ISO nos permiten evaluar el grado de inflamacion tisular que produce un
sellador. En este estudio evaluaremos el grado de inflamacion que generan los
selladores AH-Plus®, Sealapex™, RSA RoekoSeal® y MTA-FILLAPEX® que son

los selladores endododnticos mas usados actualmente, en la clinica.

5. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Existen diversos selladores en el mercado. Sin embargo, el grado de inflamacion
que puedan causar algunos selladores endoddnticos sobre tejidos ha sido poco
estudiado. En este trabajo decidimos evaluar la inflamacién y citotoxicidad que
producen los cuatro selladores. AH-Plus™, Sealapex™, RSA RoekoSeal® y MTA-
FILLAPEX®, los tres primeros que ya existen en el mercado y el Ultimo es de
reciente incorporacion. La inflamacion fue evaluada mediante la prueba de edema

y la prueba de mieloperoxidasa.
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6. HIPOTESIS

El RSA RoekoSeal® al ser un material inocuo, no genera edema en las orejas de
ratones, por lo que posee menor actividad inflamatoria que los otros tres

selladores.
HIPOTESIS ALTERNA

El RSA RoekoSeal® al no ser un material inocuo, genera edema en las orejas de
ratones, por lo que posee mayor actividad inflamatoria que los otros tres

selladores.

7. OBJETIVOS
Objetivo general.

Analizar el grado de inflamacién que generan los selladores endododnticos AH-
Plus®, Sealapex™, RSA RoekoSeal, MTA-FILLAPEX Angelus® en un modelo in

Vivo.

Objetivos particulares:
1. Obtener medios condicionados de los selladores endodonticos.
2. Manejar ratones de la cepa CD-1.

3. Realizar la prueba de edema inducido por TPA, en orejas de ratdén, para

medir inflamacion.

4. Cuantificarla enzima mieloperoxidasa como indicador indirecto de presencia

de neutrofilos.
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8. MATERIALES Y METODOS:

8.1. Obtencion de medios condicionados de selladores endoddnticos

Los medios de cultivo condicionados en este caso, son medio de cultivo (DMEM)
expuestos a cementos selladores endododnticos a diferentes tiempos: tiempo
fresco (0 h), tiempo de fraguado (figura 3), tiempo 1, 24 y 72 horas, después de
fraguado. Asi, los medios condicionados contienen los compuestos quimicos que

liberan los cementos y se disuelven en el medio a esos tiempos.

| RSA

[ ‘ ¢ Boquilla mezcladora combina automaticamente. 1:1.
- ¢ Fragua a 55 min

AH Plus
j\/ * Mezclar volimenes iguales (1:1)
> eFraguaa8h
< Sealapex
g’ ® Mezclar por partes iguales (1:1)
‘u e Fragua a 40 min

‘ MTA
¢ Punta de automezcla unida a una jeringa.
* Fragua a 50 min

Figura 3. Imagen de los cementos selladores, método de preparacion y tiempo de fraguado.

Los selladores 1) AH Plus™, 2) MTA-FILLAPEX®, 3) RSA RoekoSeal, 4)
Selapex™ se prepararon dentro de la campana de flujo laminar en condiciones
estériles y de acuerdo a las indicaciones de los fabricantes (figura 4). En
losetas estériles sobre campos estériles se mezclaron los selladores que asi lo
requirieron y se colocaron dentro de cilindros de teflén (Tetraflon, Toluca,

Estado México).
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Figura 4. Fotografia de la campana de flujo laminar vertical con el material a utilizar.

1) En cajas de cultivo de 24 pozos, se colocé un cuadro de MylarSheet
(Tetraflon, Toluca, Estado de México) estéril por pozo. Sobre cada uno de
los cuadros se colocé un cilindro de teflon estéril de 5.5 mm de diametro.
Dentro de cada cilindro se coloco el sellador (figura 5). A cada pozo de
cultivo se le agrego 1.5 mL de medio de cultivo (DMEM; GIBCO, Grand
Island, NY).

Figura 5. Fotografia de la placa de 24 pozos con los cilindros de teflén y los cementos selladores.

2) El medio de cultivo se dejé en contacto con el sellador por diferentes
tiempos (figura 6) y luego se recolecto y transfiri6 a un microtubo de 1.5 mL

y se guardé a-20°C hasta su uso (figura 7).
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Fresco Fraguado 1 hora 24 horas 72 horas DMEM

Figura 6. Fotografia de pozos con medio condicionado de los selladores.

Figura 7. Fotografia que muestra la colecta de los medios de cultivo condicionados.

3) Los medios condicionados de los cementos se obtuvieron en: fresco
(tiempo inicial, 0 h), tiempo de fraguado, y 1, 24 y 72h después del
fraguado. Como control de medio condicionado se recolecto medios que no

fueron expuestos a ningun cemento, a los mismos tiempos.

8.2. Ratones

Los ratones adultos machos de la cepa CD1 (figura 8) de un peso entre 25y 30 g,
fueron donados del CINVESTAV Sur y se utilizaron bajo las condiciones de
manejo y cuidado de animales de la norma NOM-62-Z00 1999.(20) Los ratones se
mantuvieron con comida y agua ad libitum con fotoperiodo de luz-obscuridad
12h/12h, temperatura 18 a 26°C y humedad relativa 40 a 70% en el bioterio del

Instituto de Quimica de la UNAM, hasta su uso.
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Figura 8. Fotografia de un ratén de la cepa CD1.

8.3. Edema inducido con TPA para medir inflamacion

El TPA es un éster de forbol, su siglas significan 13-aceato-12-0-tetradecanoil-
forbol (3) es un promotor de tumores e induce una respuesta inflamatoria de larga
duracién. El TPA es utilizado para inducir edema en las orejas de ratones y medir
de forma indirecta la inflamacion, a este ensayo se le denomina edema inducido
por TPA y se realiza de la siguiente forma. Los controles de este experimento
fueron el TPA que produce edema, el etanol que es el vehiculo donde se disolvio
el TPA, el DMEM, que es el vehiculo para los medios condicionados y las biopsias

de oreja intacta (blanco).
8.3.1. Procedimiento

1. Los ratones se seleccionaron de forma aleatoria en grupos de diez, se
pesaron, se marcaron en la cola con plumoén indeleble y se les asigné un

numero (figura 9).

s T ey

—

Figura 9. Fotografia de un ratén en la balanza granataria (izquierda) y de las marcas realizadas en sus colas (derecha).
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2. Los ratones se anestesiaron via intraperitonial con pentobarbital sédico a
una dosis de 63 mg/Kg de peso, diluido en solucién salina al 0.9% (figura
10).

Figura 10. Fotografias de inyeccién de anestesia intraperitoneal (izquierda) y de los ratones anestesiados (derecha).

3. Una vez anestesiados (figura10), se procedié a la aplicacién topica 20 ulL
de medios condicionados en la oreja derecha del raton (figura 11) y 20 uL

de DMEM en la oreja izquierda.

Figura 11. Fotografia de la aplicacion topica del medio condicionado en la oreja derecha del ratén (izquierda).

Acercamiento (derecha).
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4. Después de cuatro horas, los ratones se sacrificaron con CO2 y se tomo
una biopsia de cada oreja con un sacabocados de 7 mm de diametro que

fue colocada en un microtubo (figura 12).

Figura 12. Fotografia de la toma de la biopsia de la oreja con un sacabocados de 7mm (izquierda). Orejas y biopsia de

oreja (derecha).

5. Los microtubos pesaron antes y después de colocar la biopsia de las orejas

para conocer el peso real de cada biopsia (figura 13).

Figura 13.Fotografia de la balanza analitica con el peso del microtubo (izquierda). Tubo con biopsia (derecha).

Para obtener el peso real de la biopsia se pesan los tubos con la biopsia y se
resta el peso de los tubos solos.
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8.4. Ensayo de mieloperoxidasa

8.4.1. Procedimiento

1.

Las biopsias de las orejas se colocaron en viales de 3mL conteniendo
1mL de 0.5% de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HTAB) frio y se
homogeniza por 30 segundos a 25,000rpm con un homogenizador de

acero inoxidable marca OMNI (figura 14).

Figura 14. Fotografias de la homogenizacion del tejido (izquierda) y colocaciéon de HTAB (derecha).

El homogeneizado se congeld y descongeld tres veces. Posteriormente,

se sonico tres veces por 20 s y se centrifugd 10 min a 12,000rpm a 4°C.

10 pL del sobrenadante de cada homogeneizado se colocaron en pozos
de una placa de 96 pozos (por cuadruplicado). A cada pozo, se agregaron
180 uL de PBS (amortiguador de fosfatos) 80 mM, pH= 5.4 sin HTAB
(figura 15).

Figura 15. Fotografia de la adicidon de sobrenadante de biopsias a la placa de 96 pozos.
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4. La placa se calentdé a 37°C y se mantuvo la temperatura durante el resto
del ensayo (figura 16), se agregaron 20 uL de 0.017% de perdxido de
hidrégeno (H202) a cada pozo y se inicio la reaccién adicionado 20 uL de

tetrametilbenzidina (TMB) 18.4 mM disuelto en DMF al 50% (figura 16).

Figura 16. Fotografia de placas de 96 pozos siendo calentadas (izquierda). Reaccion de mieloperoxidasa en color azul y

al detenerse la reaccién con la adicién de H,SO, el color vira a amarillo (derecha).

5. La reaccion se incubo 5 min a 37°C con agitacién suave y se detuvo
agregado 20 uL de acido sulfurico (H2S04) 2M (figura 17). La absorbancia

se midio en un lector de placas a 450nm (figura 17).(21)

Figura 17. Fotografia de la lectura en un lector de placas.
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9. ESTADISTICA

Se realizé un analisis de varianza (ANOVA) para establecer qué sellador induce el
mayor grado de edema y posee la mayor actividad de reclutamiento de neutrofilos.

La prueba post hoc usada fue Dunnet’s.
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10. RESULTADOS
10.1. Vehiculos y TPA como inductores de edema

Para conocer si los cementos selladores causan inflamacion utilizamos el método
de edema inducido por TPA. Al aplicar un irritante, existe un aumento en el peso
de las biopsias a causa del edema. El edema es entonces una manera indirecta

de medir la inflamacién producida por un material.

El TPA es el agente irritante que causa un severo edema en las orejas de los
ratones (23.9 mg = 0.86;), mientras que los vehiculos, etanol y medio de cultivo

DMEM no generan inflamacién (de 8 a 9 mq) (figura 18).
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Figura 18. Peso (mg) de las biopsias de las orejas de los ratones tratados con: sin tratamiento (blanco), TPA, etanol y medio
de cultivo (DMEM). n = 4, *P < 0.05.
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10.1.1. Induccién de edema generado por todos los cementos selladores

De los selladores, el AH-Plus genera el edema mas severo. En cambio, el RSA, el

Sealapex™ y el MTA-FILLAPEX® no parecen generar edema (figura 19).
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Figura 19. Grafica de peso (mg) de las biopsias de las orejas de los ratones bajo diferentes tratamientos. Las orejas fueron
tratadas con medio de cultivo (DMEM), RSA RoekoSeal (RSA), AH-Plus™ (AH), Sealapex™ (S), MTA-FILLAPEX® (MTA) en
condiciones de Fresco (Fres), Fraguado (Frag), 1hora (1h), 24 horas (24 h) y 72 horas (72 h). n =4, *P < 0.05.
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10.1.2. Induccion de edema generado por cada uno de los cementos

selladores

El RSA RoekoSeal no genera edema. El peso de las orejas tratadas con RSA a

los diferentes tiempos es muy parecido al de las orejas sélo tratadas con DMEM

(figura 20).
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Figura 20. Grafica de peso (mg) de las
biopsias de las orejas de los ratones
tratados con el cemento sellador RSA
RoekoSeal (RSA) en condiciones de fresco
(Fres), fraguado (Frag), 1 hora (1h), 24
horas (24 h), 72 horas (72 h) y medio de
cultivo DMEM (linea punteada) n = 4, *P <
0.05.

El AH-Plus genera edema en el tiempo fresco, fraguado, 1 hora y 72 horas. Al

parecer a 24 horas el edema es menor que a otros tiempos (figura 21).
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Figura 21. Grafica de peso (mg) de las
biopsias de las orejas de los ratones
tratados con el cemento sellador AH-Plus™
(AH) en condiciones de fresco (Fres),
fraguado (Frag), 1 hora (1h), 24 horas(24 h)
, 72 horas (72 h) y medio de cultivo DMEM
(linea punteada) n = 4, *P < 0.05.
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El Sealapex™ no genera edema. El peso de las orejas tratadas con Sealapex™ a

los diferentes tiempos es muy parecido al de las orejas sélo tratadas con DMEM

(figura 22).
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Figura 22. Grafica de peso (mg) de las
biopsias de las orejas de los ratones
tratados con el cemento sellador Sealapex™
(S) en condiciones de fresco (Fres),
fraguado (Frag) , 1 hora (1h), 24 horas (24
h), 72 horas (72 h) y medio de cultivo DMEM
(linea punteada) n = 4, *P < 0.05.

El MTA-FILLAPEX (MTA) no genera edema. El peso de las orejas tratadas con

MTA-FILLAPEX a los diferentes tiempos es muy parecido al de las orejas solo

tratadas con DMEM (figura23).
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Figura 23. Grafica de peso (mg) de las
biopsias de las orejas de los ratones
tratados con el cemento sellador MTA-
FILLAPEX® (MTA)en condiciones de fresco
(Fres), fraguado (Frag), thora (1h), 24
horas(24 h), 72 horas (72 h) y medio de
cultivo DMEM (linea punteada) n = 4, *P <
0.05.
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El dnico sellador que generd un poco de edema fue el AH-Plus en todas las

condiciones probadas. Los demas cementos selladores no generaron edema.

10.2. Ensayo de actividad de mieloperoxidasa

Para conocer si los cementos selladores reclutan neutréfilos en el sitio de
inflamacion, utilizamos el método de ensayo de actividad de mieloperoxidasa. La
mieloperoxidasa es wuna proteina muy abundante en los leucocitos
polimorfonucleares por lo que es una manera indirecta de medir la infiltracion de

neutrofilos en un tejido en condiciones sanas o inflamado.

El TPA es el agente que recluta mayor numero de neutréfilos en el area de
inflamacion (0.25+ 0.03; figura 24). Los vehiculos etanol y DMEM no generan

reclutamiento de neutrofilos (0.05 — 0.1, figura 24).
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Figura 24. Produccién de mieloperoxidasa (absorbancia nm * ES) en las biopsias de las orejas de los ratones tratados con:
sin tratamiento (blanco), TPA, etanol y medio de cultivo (DMEM).n = 4, *P < 0.05.
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De los cementos selladores, el AH-Plus fraguado y el RSA fraguado generan el
mayor reclutamiento de neutrofilos. En cambio, el RSA a 72 horas, el MTA fresco y

a 1 hora no parecen generar reclutamiento de neutrdfilos (figura 25).
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Figura 25. Producciéon de mieloperoxidasa (absorbancia nm + ES) en las biopsias de las orejas de los ratones bajo
diferentes tratamientos. Las orejas fueron tratadas con medio de cultivo (DMEM), RSA RoekoSeal (RSA), AH-Plus™ (AH),
Sealapex™ (S), MTA-FILLAPEX® (MTA) en condiciones de Fresco (Fres), Fraguado (Frag), 1hora (1h), 24 horas (24 h) y
72 horas (72 h). n =4, *P <0.05.
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10.2.1 Reclutamiento de neutrofilos generado por cada uno de los cementos

selladores

El RSA RoekoSealgenera reclutamiento de neutrofilos en el tiempo fraguado y en

los demas tiempos es menor que con solo medio de cultivo (figura 26).
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Figura 26. Produccion de mieloperoxidasa
(absorbancia nm + ES) en las biopsias de
las orejas de los ratones tratados con
cementos sellador RSA RoekoSeal (RSA)en
condiciones de fresco (Fres), fraguado
(Frag), 1 hora (1h), 24 horas (24 h), 72 horas
(72 h) y medio de cultivo DMEM (linea
punteada)n = 4, *P < 0.05.

El AH-Plus™ genera reclutamiento de neutréfilos en el tiempo de AH fraguado y

disminuye en los demas tiempos (figura 27).
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Figura 27. Producciéon de mieloperoxidasa
(absorbancia nm + ES) en las biopsias de
las orejas de los ratones tratados con
cementos AH-Plus™,(AH)en condiciones de
fresco (Fres), fraguado (Frag), 1 hora (1h),
24 horas(24 h), 72 horas y medio de cultivo
DMEM (linea punteada)n = 4, *P < 0.05.
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El Sealapex™ no genera reclutamiento de neutréfilos (figura 28).
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Figura 28. Produccion de mieloperoxidasa
(absorbancia nm + ES) en las biopsias de
las orejas de los ratones tratados con
Sealapex™  (S)en
condiciones de fresco (Fres), fraguado
(Frag) , 1 hora (1h), 24 horas (24 h), 72
horas (72 h) y medio de cultivo DMEM (linea
punteada)n = 4, *P < 0.05.

cemento sellador

MTA-FILLAPEX® (MTA) no genera reclutamiento de neutrofilos (figura 29).
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Figura 29. Producciéon de mieloperoxidasa
(absorbancia nm + ES) en las biopsias de
las orejas de los ratones tratados con
cemento sellador MTA-FILLAPEX® (MTA),en
condiciones de fresco (Fres),
(Frag), 1hora (1h), 24 horas(24 h), 72 horas
(72 h) y medio de cultivo DMEM (linea
punteada)n = 4, *P < 0.05.

fraguado
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11. DISCUSION

En este estudio evaluamos el grado de inflamacién que poseen cuatro selladores
endoddnticos, RSA RoekoSeal, AH-Plus™, Sealapex™ y MTA-FILLAPEX® en
condiciones de fresco, fraguado, 1, 24 y 72 horas. Para conocer este grado de
irritacion, se usé el método de inflamacion por edema y para evaluar la cantidad
de neutrdfilos que se reclutaron en el sitio de aplicacion de los selladores, se midio

la cantidad de mieloperoxidasa producida.

Nuestros resultados muestran que el unico sellador que produjo inflamacion fue el
AH-Plus. Dicha inflamacion recluta neutréfilos en las primeras horas de
exposicion, sin embargo el reclutamiento de neutrofilos cesa al tiempo de
fraguado. A nuestro saber, este es el primer estudio que evalua el grado de
inflamacion producido por selladores en un modelo in vivo. En general, existen
trabajo sobre diversos cementos selladores y su accion proinflamatoria o citotéxica
en modelos in vitro. En el caso del RSA se ha documentado ser no citotéxico (22)
o tener toxicidad parecida al AH-Plus™ en condiciones de fraguado. Se sabe que
el sellador AH Plus™ es muy citotdxico (12, 13, 23, 24) y destruye las células en
las primeras horas después de ser mezclado (25, 26). El Sealapex™ es menos
citotoxico, probablemente por sus propiedades de liberar iones de calcio vy
promover un pH alcalino (27). Por otra parte, el MTA-FILLAPEX Angelus es menos
citotoxico que AH Plus™ y el RSA RoekoSeal, (28).

Es importante mencionar que los selladores fueron probados en tejido vivo y que
ninguno de los selladores causo6 una inflamacién parecida a la del TPA. Al realizar
los tratamientos de conductos muchas veces existe cierto grado de inflamacién o
de sensibilidad por la misma manipulacién. Estudios bajo estas condiciones serian

ideales para conocer el grado de inflamacion de los tejidos periapicales.
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12. CONCLUSIONES

El AH-Plus genera una inflamacion, mientras que ninguno de los otros selladores
endodonticos genera inflamacion. La inflamacion generada por el AH-Plus recluta
neutréfilos mientras el sellador esta fresco y hasta el tiempo de fraguado. Después
del tiempo de fraguado, al disminuir la inflamacién, también disminuye la cantidad

de neutrodfilos reclutados.

Los selladores endodénticos en general no producen inflamacion en el sitio de

aplicacion.
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13. ABREVIATURAS

ZOE: Oxido de zinc y Eugenol
Ca(OH)2: Hidréxido de calcio
AH: AH Plus™

RSA: RoekoSeal

S: Sealapex™

MTA: FILLAPEX Angelus®

ANSI: Instituto Nacional Estadounidense de Estandares
ADA: Asociacion Dental Americana

NOM-62-Z00: NORMA Oficial Mexicana de especificaciones técnicas para la
produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

CINVESTAV: Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional

DMEM: Medio Eagle modificado por Dulbeco

TPA: éster de forbol 13-aceato-12-0-tetradecanoil-forbol
H202: Peréxido de hidrogeno

TMB: Tetrametilbenzidina

DMF: Dimetilformamida

H>S04: Acido sulfarico
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