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1. RESUMEN

Uno de los pasos en un tratamiento de conductos es la obturacién de los conductos
radiculares. Durante dicha obturacidon, se utilizan selladores endodonticos que
idealmente, deben ser biocompatibles. Las pruebas para conocer Ila
biocompatibilidad de un material involucran conocer, entre otras cosas, su
citotoxicidad. Sabemos que selladores como AH Plus™, RSA RoekoSealAutomix®,
Sealapex™ MTA-FILLAPEX® poseen una actividad citotoxica diferente. En este
trabajo, evaluamos tanto la actividad citotoxica de los selladores, mediante el
meétodo de sulforrodamina, como la actividad mitocondrial, utilizando el método de
MTT. Ademas, medimos de manera indirecta, la actividad de la enzima 6xido nitrico
sintasa, con el método de deteccién de nitritos por la reaccién de Griess. Los
resultados mostraron que el cemento sellador menos citotoxico es el cemento
sellador de RSA RoekoSealAutomix®, seguido por el MTA-FILLAPEX® y en caso
de los cementos selladores AH-Plus™ y Sealapex™ Gnicamente presentaron buena

biocompatibilidad en un inicio y después fueron citotoxicos.



2. INTRODUCCION

Los dientes se mantienen vivos por una serie de vasos sanguineos y nervios que
se encuentran en su interior, conocidos como la pulpa dental. A veces, la pulpa es
afectada ya sea por infecciones cariosas o por otras razones, como traumatismos
que pueden causarle un dafo irreparable. Cuando esto sucede, se necesita hacer
un procedimiento llamado tratamiento de conductos. El fin de un tratamiento de
conductos es preservar la integridad y devolver la funcién al diente afectado. El
tratamiento comprende, primeramente, eliminar la mayor parte las bacterias
presentes dentro del conducto y en el peridpice, y posteriormente, limpiar el
conducto de cualquier material organico remanente. Ademas, moldear la anatomia
intraradicular propicia para que finalmente, el conducto se obture de manera

tridimensional para lograr un sellado hermético. (1)

Para obturar un conducto se utilizan dos materiales, la gutapercha y un cemento
sellador endodéntico. A veces, al momento de sellar el conducto, el material de
obturacion se extruye hacia los tejidos periapicales, ya sea de forma intencional o
porque el procedimiento se realizd incorrectamente. El material extruido puede
causar inflamacion y toxicidad a los tejidos periapicales. Un material odontoldgico
debe tener ciertas caracteristicas y propiedades ideales. Asi, un material de esta
naturaleza no debe causar ningun efecto secundario perjudicial, por lo que los
materiales pasan por una serie de pruebas antes de ser ofrecidos
comercialmente.(1) Sin embargo, hasta el momento, no se ha logrado fabricar un

material con caracteristicas y propiedades ideales.

La mayoria de los materiales de obturacion que se utilizan son biocompatibles.(1)
Sin embargo, constantemente surgen nuevos materiales a los que se deben realizar
estudios de biocompatibilidad. La citotoxicidad de los cementos selladores
endodonticos, por ejemplo, es muy variable, puede ir desde muy baja hasta alta,
cuando se exponen a los tejidos celulares periradiculares. (2, 3)



3. MATERIALES DE OBTURACION
3.1. Gutapercha

La gutapercha es un material de relleno proveniente de arboles del género
Palaquium (encontrados principalmente de paises del continente asiatico, como

Malasia), que producen goma similar al latex, pero con mayor contenido de resina.

Los conductos radiculares poseen distinta anatomia interna, como deltas apicales y
conductos accesorios. En la endodoncia se busca el uso de materiales que se
acoplen de forma tridimensional al conducto preformado y a sus formas anatomicas.
La gutapercha ha sido utilizada por los endodoncistas desde el principio de la

odontologia moderna, dada su versatilidad. (4)

La composicién quimica de la gutapercha cambia ligeramente dependiendo de la
casa comercial o el laboratorio, pero mantiene una composicién basica, siendo ésta:
gutapercha del 18.9% al 21.8%; oxido de zinc, del 59.1% al 75.3%; metales de
sulfato, del 1.5% al 17.3%; cera o resina del 1.0% al 4.1% y colorantes.(5) Ademas,
respecto a sus propiedades fisicas, la gutapercha tiene alta flexibilidad, alta
capacidad de compresion, considerable elongacion, buena radio opacidad y facil

manipulacion ante cambios de temperatura. (5, 6) (Figura 1)

Figura 1. Fotografia de la presentacion de puntas de gutapercha de marca comercial SybronEndo™.

(7)
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3.2 Cementos Selladores Endodonticos

La gutapercha por si misma, no logra una obturacion hermética de los conductos
radiculares. Para ello, se usan los cementos selladores endodonticos que
precisamente crean una capa de sellado, es decir, una interface entre la gutapercha
y el conducto radicular. (8) Los cementos selladores también se encargan de cerrar
posibles conductos accesorios y poseen diversas propiedades, como radio
opacidad, fluidez, tiempo de fraguado y solubilidad. Ademas proporcionan
estabilidad dimensional, un nivel adecuado de reabsorcién,(8) adhesién a las
paredes dentinarias y al material de obturacién (9) y ayudan en la desinfeccion.
Idealmente, lo selladores, deben ser biocompatibles pues constantemente estan en

contacto directo con los tejidos periapicales. (3, 10) (Figura 2)

3.2.1 Propiedades de los cementos selladores

En el afio 1958 el investigador Grossman L. con el objetivo de homogeneizar las
propiedades de un cemento sellador, elabord la siguiente serie de requerimientos
idéneos para un cemento sellador de conductos radiculares. Algunos siguen siendo

vigentes y se enlistan a continuacion: (6, 11)

1. Debe ser pegajoso, cuando se mezcla para proporcionar buena adhesion
entre la gutapercha y la pared del conducto, formando un sellado hermético
que no permita la filtracion.

2. Debe proporcionar un sellado completamente hermético en los conductos

que se quieran obturar.

Debe ser radiopaco.

En el momento de fraguar no debe presentar cambios en su volumen final.

Lo mas conveniente es que no pigmente los tejidos dentarios.

o 0 ke

Debe ser bacteriostatico o al menos no favorecer la reproduccion de
bacterias.

7. Debe ser insoluble una vez colocado en contacto con fluidos.
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8. Debe ser biocompatible, por lo tanto, al ser colocado debe ser bien tolerado
por tejidos periapicales.

9. En caso de que se necesite eliminar debe ser soluble en un solvente comun.

10. No debe provocar una reaccidn inmunolégica excesiva en tejidos
periapicales.

11.No debe ser mutagénico, ni carcinogénico.

12. Después de colocado el cemento debe ser capaz de fluir y llenar conductos
accesorios y foramenes multiples con cualquier técnica de obturacion

empleada.(8) (Figura 2)

g by Esmalte

< Dentina

P ] Espacio de cemento
sellador

Obturacion de
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& Ligamento
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\

) e

Figura 2. Esquema de un diente después de un tratamiento de conductos, sefializando gutapercha
y cemento sellador. (12)
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3.3Tipos de cementos selladores endoddnticos

3.3.1 Cementos selladores a base de 6xido de zinc y eugenol

Los cementos selladores a base de 6xido de zinc y eugenol fueron frecuentemente
utilizados desde el siglo pasado hasta la fecha.(6) Su historia comienza a partir de
que el investigador Rickert en 1927 presenta la primera formulacién de un cemento
sellador a base de 6xido de zinc y eugenol. Afos después, Grossman (1958)
presenta por primera vez, un cemento sellador con una formulacion parecida y sin

los inconvenientes del sellador de Rickert.

Su fraguado ocurre cuando el eugenol y el éxido de zinc reaccionan y se obtiene
por cristalizacion eugenolato de zinc.(8) La reaccidon quimica se realiza a un pH

aproximado de 7. (13)

El eugenol, es un farmaco bencénico que tiene un efecto antimicrobiano sobre
bacterias y hongos, a lo que se le agrega un efecto irritante y citotdéxico en contacto

con los tejidos peri-radiculares. (8)

Algunos pacientes presentan una inflamacion cronica en tejidos apicales y
periapicales, asociado a lesiones de tejido periapical.(14, 15) A pesar de que el
oxido de zinc y eugenol tiene propiedades fisico quimicas satisfactorias, es tdxico

para sistemas bioldgicos (14) por la unién de ambos componentes.

La composicion de los cementos selladores de 6xido de zinc y eugenol varia mucho
entre casa comercial y la forma original en que estan basados. (6, 15) Al 6xido de
zinc y eugenol también se le pueden agregar elementos que mejoren sus
propiedades.(6) Dependiendo de la casa comercial las proporciones de los
componentes extra aumentan, disminuyen o son omitidos. Parte de los
componentes son, resinas, para aumentar su union fisico-quimica a las paredes
dentinarias; radioopacificadores, para aumentar visibilidad del cemento sellador en
la radiografia; antimicrobianos, corticoides y en algunos casos hidroxiapatita o

hidroxido de calcio, los ultimos tres mencionados con la finalidad de mejorar su
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biocompatibilidad, eliminar bacterias con mayor efectividad, disminuir la respuesta

inmune y mejorar la recuperacion apical.(6, 15-17)

Los cementos selladores de 6xido de zinc y eugenol cumplen varias de las reglas
estipuladas por Grossman. Parte de su atractivo es su facil manipulacion. Para el
empleo de estos cementos selladores en las especificaciones durante su mezcla es
necesario operar los componentes con la mayor incorporacion posible del 6xido de
zinc, pues asi se evita en lo posible, dejar la menor cantidad de eugenol libre en el

producto final, que sera colocado en contacto con los tejidos.(6, 15)

A lo largo de la historia, diferentes autores e investigadores desarrollaron diferentes

férmulas, entre las que destacan son las siguientes: (6, 15, 17-19)

Cemento de Grossman:

Fabricantes: Proco-Sol™ de Star Dental, U/P-Grossman de Sultan®, Endo-G-Fill de
Densell®, Roth 801 de Roth Int, Endo R2 de Klepp®, Full-Canal de Farmadental-
Arg®. (Figura 3)

Componentes principales: Oxido de zinc y eugenol.

Presentacion: Polvo (Oxido de zinc, resina hidrogenada, subcarbonato de bismuto,

sulfato de bario, borato de sodio) y liquido (Eugenol).

Caracteristicas: Es uno de los primeros cementos selladores utilizados, a partir de
este se han comparado las caracteristicas de otros cementos sellador. El tiempo de
trabajo y endurecimiento que ofrece es largo (en estudios realizados In vitro
comenzdé a endurecer a las 24 horas y termind a las 40 horas) (6, 20) La
radiopacidad que presenta tiende a ser escasa o mediana, de igual modo su
adhesion a la dentina es medianamente aceptable. La mezcla de eugenolato de zinc
al estar en contacto con tejidos tiende a disolverse.(19) Tiene propiedades
antibacterianas amplias, por ejemplo, destruye bacterias anaerobias como
Enterococcus faecalis. (15) Su tiempo de fraguado oscila entre 30 min y 2 horas,
dependiendo del grado de humedad en los tubulos que tiende a acelerar su

fraguado. (19)
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Algunos de sus componentes en formulas iniciales se quitaron, como los residuos
de plata, aun asi, el sellador tiende a teir los tejidos de forma minima. De acuerdo
con los fabricantes, se especifica que en la manipulacién del producto exista un
espatulado amplio y lento con el fin de aumentar la cantidad de polvo a la mezcla y
evitar eugenol en mayores cantidades a las adecuadas. (6) Ademas, posee una

gran capacidad de penetracion en tubulos dentinarios. (17)

CEMENTO DE
GROSSMAN

ke Avio

asive
e e
Net3 = aes®
pm\ﬂ"‘: L sana™®
o
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v,

T FARMADENTAL w ~ FARMADENTA.

Figura 3. Fotografia de la presentacién del cemento de Grossman de la marca comercial
Farmadental®. (21)

Cemento de Rickert: (6, 17)

Fabricantes: Kerr Pulp Canal Sealer™ y Pulp Canal Sealer™ EWT de Sybron Kerr.
(Figura 4)

Componentes principales: Oxido de zinc, plata precipitada, yoduro de timol, resina

blanca, aceite de clavo y balsamo de Canada.

Presentacién: Polvo (Oxido de zinc, plata precipitada, yoduro de timol, resina

blanca) Liquido (Eugenol y balsamo de Canada).

15



Caracteristicas: Es el primer cemento sellador utilizando eugenol y 6xido de zinc,
desarrollado por Rickert. En sus componentes principales se el alto contenido en
plata, por lo que, a largo plazo, genera tinciones en los tejidos. Posee excelente
radiopacidad por sus componentes y escasa adhesion a dentina.(6) Ademas, tiene
buenas propiedades de estabilidad dimensional, fluidez por presencia de plata
precipitada. El hecho de que sea aceite de clavo y no eugenol puro hace que su
mezcla sea ligeramente menos agresiva con los tejidos que pueda estar en

contacto. (17)

Posee un tiempo de trabajo corto, por lo que la casa comercial Sybron Endo™ creé
una versiéon con mayor tiempo de trabajo version EWT. (15, 18) El aumento de
temperatura y humedad en el ambiente, tanto en el conducto como durante la

manipulacion, disminuyen el tiempo de trabajo. (15)

El componente de yoduro de timol funciona como un antiséptico potente y de larga

duracion. (15)

)

Figura 4. Fotografia de la presentacion del cemento Pulp Canal Sealer™ EWT de Sybron Kerr™,
(22)
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Cemento de N-Rickert (17)

Fabricantes: Formula & Acéo, Sao Paulo (Brasil). (Figura 5)

Componentes principales: Oxido de zinc, plata precipitada, colofonia, di yodo timol,

delta-hidrocortisona, aceite de clavo y balsamo de Canada.

Presentacion: Polvo y liquido.

Caracteristicas: Modificacion del cemento sellador de Rickert. Se le agregd un 2%

de delta-hidrocortisona para ayudar en proceso de cicatrizacion.

'B
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Figura 5. Fotografia de la presentacion del cemento N-Rickert de casa comercial Formula & Acgéo.

(23)

Cemento de Wach

Fabricantes: Sultan Chemist®. (Figura 6)

Componentes principales: Oxido de zinc, triéxido de bismuto, oleorresinas, yoduro

de bismuto, éxido de magnesio eugenol y balsamo de Canada. (6)

Presentacién: Polvo y liquido.
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Caracteristicas: Posee una radiopacidad mediana. El balsamo de Canada
proporciona mayor adhesividad y facilita la manipulacién de la gutapercha, pues,

permite la formacién de una masa homogénea.(24)

Figura 6. Fotografia de la presentacion del cemento de Cemento de Wach marca comercial Sultan
Chemist®. (25)

Tubli Seal (6)
Fabricantes: Tubli-Seal y Tubli Seal EWT de Sybron Kerr™. (Figura 7)

Componentes principales: Oxido de zinc, triéxido de bismuto, oleorresinas, yoduro

de timol, aceites y modificadores.
Presentacion: Pasta - Pasta (Base y catalizador)

Caracteristicas: Libre de eugenol, su tiempo de trabajo es menor que el del cemento

sellador de Rickert, el tiempo de endurecimiento es entre 20 miny 1 hora. (6, 18)

18



Radiopacidad mediana, fluidez elevada, adhesion aceptable, el hecho de que sea
pasta-pasta permite una mejor dosificacion. Ademas, crea una mezcla mas

homogénea. (18)

Version Tubli Seal EWT™ con tiempo de trabajo mas prolongado para mejor

manipulacion. (18)

Como Lopreite dijo en 2016: “La presencia de oleorresinas en su composicion lo

torna irritante para los tejidos periapicales”. (15)

Tubli-Seal

R0OT CANAL SEALER

Figura 7. Fotografia de la presentacion del cemento Tubli-Seal de marca comercial SybronEndo.
(26)

Endomethasone

Fabricantes: Endomethasone™ de Septodont. (6) (Figura 8)

Componentes principales: Oxido de zinc, 6xido rojo de plomo, yoduro de timol,
dexametasona, hidrocortisona, sulfato de bario, magnesio, trioximetileno y eugenol.
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Presentacion: Polvo (Oxido de zinc, paraformaldehido, 6xido rojo de plomo o minio,
yoduro de timol, dexametasona, hidrocortisona, sulfato de bario, magnesio) y liquido

(Eugenol).

Caracteristicas: Polvo de grano muy fino (15) El elemento de trioximetileno es un
bactericida potente que disminuye su accion hasta desaparecer con el paso del

tiempo. (15)

Poca adherencia a la dentina, radiopacidad mediana. Tiempo de trabajo largo (hasta

3 horas). (6, 15)

Criticado por los componentes altamente toxicos (Paraformaldehido) y la
intervencidon de la cicatrizacion con antiinflamatorios (Corticoides) (6, 17) crea

grandes areas con necrosis en caso de que sea extruido por error a la zona peri-

radicular. (17)

Endomethasonc €

A &
//1"/ "’)

=2
septodont

Figura 8. Fotografia de la presentacién del cemento Endomethasone™ de marca comercial

Septodont. (27)
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3.3.2 Cementos Selladores a base de Hidréxido de calcio

El hidroxido de calcio es un compuesto que se usa como medicamento y se ha
agregado a los cementos selladores endoddnticos por sus multiples cualidades.
Durante décadas fue utilizado con distintitos fines, entre ellos, reparar perforaciones
radiculares, detener resorciones radiculares internas y externas, controlar el
exudado purulento en dientes con problemas bacterianos y estimular tanto la
apicoformacion como el recubrimiento pulpar directo e indirecto.(28) El hidroxido de
calcio es utilizado como medicamento dadas sus numerosas propiedades y por ello,
se usa como componente de cementos selladores para la obturacion de conductos

radiculares. (8).

Las caracteristicas del hidroxido de calcio como sellador en particular son, un tiempo
de trabajo y endurecimiento muy prolongado (aproximadamente 45 min), (29) que
se endurece en el conducto con presencia de humedad. Posee plasticidad y
corrimiento adecuados y escasa radiopacidad su alta solubilidad permite liberar el
hidroxido de calcio en el medio en que se encuentra (28) y por el mismo principio

se duda de su capacidad para una obturacién optima a largo plazo. (15)

Dentro de las primeras formulaciones de cementos selladores a base de hidréxido
de calcio destaca el Calcibiotec Root Canal Sealer-CRCS™, de la marca Hygienic
cuya composicién fue base para el resto de cementos selladores que después
fueron modificandose, dentro de sus caracteristicas destacaban el tiempo de
fraguado que podia ser de hasta 3 dias, este cemento sellador fue desarrollado en

el afno de 1982 y ya no es utilizado.
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Sealapex™

Fabricantes: Sealapex™ de Sybron Kerr. (Figura 9)

Componentes principales: Hidroxido de calcio, sulfato de bario, éxido de zinc,
diéxido de titanio, estearato de zinc, mezcla de etil-tolueno-sulfonamida, metilen-

metil-salicilato, isobutil-salicilato y pigmento.
Presentacion: Pasta - Pasta una base y un catalizador.

Caracteristicas: Tiempo de trabajo limitado, que puede ser mas corto con el
aumento de temperatura y humedad. (6) Radiopacidad escasa, (6, 17) fluidez

adecuada, es bien tolerado por los tejidos.(6)

Tiene alta solubilidad y por lo tanto poca estabilidad, esta estabilidad es la que
permite que los iones de calcio sean liberados en el medio. Por ser un cemento

sellador que liberas iones Ca**, es un cemento sellador con un pH alcalino. (15, 18)

Este cemento sellador tiene buen corrimiento ademas de una densidad uniforme
después de ser manipulado.(15) Es bien tolerado por los tejidos, dentro de sus
propiedades, se ha demostrado que favorece el sellado del orificio apical por

aposicion de tejido calcificado. (6, 16)

Para que haya un fraguado 6ptimo se necesita humedad en el ambiente del

conducto, tardando hasta 3 semanas en fraguar. (19)
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Figura 9. Fotografia de la presentacién del cemento Sealapex™ de marca comercial SybronEndo
(30)

Apexit® Plus

Fabricantes: Ivoclar Vivadent. (Figura 10)

Componentes principales Apexit®: Base (Hidréxido de calcio, 6xido de zinc, oxido
de calcio, dioxido de calcio, estearato de zinc, colofonia hidrogenada, fosfato
tricalcico, polidimetilsiloxano) y activador (Trimetil hexanedioldisalicilato, carbonato
de bismuto basico, 6xido de bismuto, dioxido de silicio, 1.3 butanediodisalicilato,

colofonia hidrogenada, fosfato tricalcico, estearato de zinc). (19)

Componentes principales Apexit® Plus: Hidroxido de calcio, estearato de zinc,
fosfato tricalcico, colofonia hidrogenada, carbonato de bismuto, polimetilsiloxano,

oxido de zinc, salicilato de butanodiol.

Presentacion: Pasta — Pasta (Jeringa auto mezclable).

Caracteristicas: Tiempo de trabajo adecuado, altamente irritante, (18) también es
un material con caracteristicas fisicas al Sealapex y con buena adhesién a la
dentina. (6)
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Presenta buena capacidad de corrimiento en el conducto. Se desarrolla Apexit®
Plus después de que la presentacion de Apexit® (Pasta - Pasta) resultara ser

altamente citotoxica con los tejidos periapicales. (15)

L

Figura 10. Fotografia de la presentacion del cemento Apexit® Plus de marca comercial Ivoclar
Vivadent. (31)
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3.3.3 Cementos selladores a base de lonémero de Vidrio

Los cementos selladores de iondmero de vidrio fueron introducidos en el ano 1972

por los cientificos Wilson & Kent. (32).

Las caracteristicas del cemento sellador a base de ionédmero de vidrio son, 6ptima
radiopacidad, contraccidon minima, excelente estabilidad dimensional, buen sellado,
escasa irritacion tisular y 6ptima adhesioén a dentina (por adhesion quimica). (6, 15)
(19, 33) Por su componente principal, (vidrio fluorsilicato) este cemento sellador
tiene la capacidad de crear puentes de hidrogeno con el colageno y los
componentes inorganicos de la estructura dentaria, particularmente con el calcio.
(8, 15)

La principal desventaja del cemento sellador a base de ionédmero de vidrio es que,
dado que no se conoce un material solvente que pueda romper la unién del cemento
sellador con el diente, aumenta la dificultad al intentar retirar el cemento sellador del
conducto radicular en caso de ser necesario un retratamiento. (6, 8, 33) Como
Gunnar dijo en 2011: “Pueden existir filtraciones y formar poros por la sensibilidad
a la humedad durante el endurecimiento”. (16) El endurecimiento resulta incompleto

y en estos casos el material puede liberar componentes citotdxicos. (15)

Ketac™ Cem Aplicap™

Fabricantes: 3M ESPE. (Figura 11)

Componentes principales: Polvo (Calcio aluminio lantano, vidrio fluorsilicato,
volframato de calcio, acido silicico, pigmentos) liquido (Polietilenglicol, acido

maleico, acido tartarico, agua destilada).
Presentacion: Polvo - Liquido en capsulas pre-dosificadas.

Caracteristicas: Por ser un cemento sellador a base principal de ionémero de vidrio,
este proporciona un excelente sellado a la superficie del conducto. (6)
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La adhesion a la superficie dentinaria provee de una estabilidad a las paredes del

conducto, fortaleciendo las mismas y minimizando el riesgo de fractura. (19)

Por su capacidad de corrimiento, proporciona mayor facilidad en su manipulacién

en el conducto.(19) Tiene baja capacidad antimicrobiana. (24)

| 3MESPE

Ketac™ Cem Aplicap™ g
Gl enamer Lo Comen - sty St
Pe—"—

Figura 11. Fotografia de la presentacién de cemento Ketac™ Cem Aplicap de marca comercial 3M

ESPE. (34)
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3.3.4 Cementos selladores a base de Resina

Son definidos como cementos selladores a base de polimeros. Resinas, ya sean
polivinilicas y epoxicas, disefiados con la finalidad de adherirse a la estructura
dental. (15, 24, 35)

Cada casa comercial elige que tipo de moléculas agregara al cemento sellador,
dandole distintas propiedades. En 2002, Carlos Boveda menciona que “Los
cementos selladores de resina tienen varias caracteristicas favorables, como la
adhesion a la estructura dentaria, largo tiempo de trabajo, facilidad de manipulacion

y buen sellado”. (36)

Otras propiedades son su escasa solubilidad, por lo tanto, se les considera un
cemento sellador resistente, con mediana radiopacidad y en casos de sobre
obturacion su reabsorcion es muy lenta, (8) tienden a presentar inconvenientes con
la pigmentacién que después puede presentar el diente obturado, (33) también cabe

mencionar que son de dificil remocidn en caso de un retratamiento.(6)

Los cementos selladores de resina se caracterizan porque tienen una alta toxicidad
inicial que genera una rapida respuesta inmunoldgica en las primeras horas, que
después disminuye.(2, 17) Aunque tengan un bajo indice de fluidez, tienen la
capacidad de adaptarse a las paredes del conducto. (24) Las propiedades de
sellado y estabilidad dimensional a largo plazo han demostrado ser efectivas en este
tipo de cementos selladores por su capacidad de adaptacion. (8) A lo largo de la
historia, los cementos a base de resina han tenido cambios significativos en su
estructuracion respecto a nano y macroparticulas, saliendo asi, cementos
selladores nuevos constantemente y dejando cementos selladores como Sealer
26® de la casa Dentsply y Diaket™ de la casa 3M ESPE™ como una referencia,
para las siguientes generaciones de cementos selladores, estos cementos
selladores presentaban caracteristicas basicas respecto a fluidez y adhesion como
buenos cementos selladores, pero citotdéxicos en tejidos periapicales al terminar su

polimerizacién por liberacion de subproductos como hexaclorofeno. (15, 17, 18)
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AH 26®
Fabricantes: De Trey / Denstply. (Figura 12)

Componentes principales: Polvo (Oxido de bismuto, hexametilenteramina, polvo de

plata y diéxido de titanio. Resina (Eter bisfenol diglicidilo). (6, 15)
Presentacion: Polvo — Gel.

Caracteristicas: Su componente base es una resina epoxica. Su tiempo de trabajo
es prolongado, buena radiopacidad, tanto su fluidez como el corrimiento son
elevados, citotoxicidad elevada al liberar paraformaldehido. El tiempo final de

endurecimiento, oscila entre 24 y 48 horas. (6) (15, 18, 19)

Tiene un efecto antimicrobiano bajo y de duracion corta.(15) Este cemento sellador
dejo de estar en el comercio en algunos paises, dado que su formulacién basica,
contiene polvo de plata, el cual a largo plazo creaba una pigmentacién en el diente.
(16) Su estabilidad dimensional es aceptable por su poco encogimiento al final de

su polimerizacion. (15)

Figura 12. Fotografia de la presentaciéon del cemento Ah 26® de marca comercial Dentsply. (37)
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AH-Plus™ o Topseal

Fabricantes: Dentsply / Maillefer / De Trey. (Figura 13)

Componentes principales: Pasta A (Resina epdxica, tungstenato de calcio
oxanonadiamina-1,9, 6xido de hierro) Pasta B (Amina adamantina, N-dibencil-5-
TCD-diamina, 6xido de circonio, tungstenato de calcio, éxido de circonio, aerosil,

aceite de silicona). (18)
Presentacion: Pasta — Pasta.

Caracteristicas: Es un cemento sellador con biocompatibilidad aceptable, pues a
diferencia del AH 26®, este no ha demostrado formar paraformaldehido, un
subproducto al final de su polimerizacion.(15) Tiene propiedades aceptables en
radiopacidad, fluidez y adherencia, destaca por su buena adaptacién al conducto
radicular y a sus vertientes, asi como estabilidad dimensional aceptable a largo
plazo. Tiempo de trabajo prolongado, aproximadamente 4 horas de fase plastica y

8 horas hasta su endurecimiento final. (6, 15, 18, 19)

Figura 13. Fotografia de la presentacion del cemento Ah-Plus™ de marca comercial Denstply. (38)
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3.3.5 Cementos selladores a base de Silicon

Los cementos selladores a base de silicon tienen en su composicidon
polidimetilsiloxano, que es un silicon que polimeriza por adicion. Los cementos
selladores de silicon tienen como caracteristica que principalmente son insolubles,
biocompatibles, estables dimensionalmente y radiopacos. Puede usarse en
conductos secos o humedos, con un tiempo de trabajo de 15 -30 minutos. (8, 15)
Una desventaja es que no tienen propiedades antimicrobianas en su composicion y
existen pocos datos clinicos especificos de su actividad toxica en el cuerpo. (16)
Los cementos selladores a base de silicon tienen una alta capacidad de fluidez, esto
les da la capacidad de extenderse a conductos laterales y llenar el espacio entre la

pared del conducto y el cono maestro. (39)

Lee Endo — Fill ®

Fabricantes: Lee Pharmaceuticals. (Figura 14)

Componentes principales: Dimetilpolisiloxano, acido indecilenico, alcohol, silice,

subnitrato de bismuto y catalizadores (tetraetilortosilicato, polidimetilsiloxano). (6)
Presentacion: Pasta — Liquido.

Caracteristicas: Posee un tiempo de trabajo aceptable, al igual que su radiopacidad.
es bien tolerado por los tejidos periapicales y posee buenas propiedades de sellado

y adhesion al conducto. (6)
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Figura 14. Fotografia de la presentacion del cemento Lee-Endo-Fill® de marca comercial Lee

Pharmaceuticals. (40)

RSA RoekoSeal Automix®

Fabricantes: Roeko. (Figura 15)

Componentes principales: Polidimetilsiloxano, aceite de silicona, aceite de parafina,

diéxido de circonio y como catalizador, acido hexacloroplatinico.
Presentacion: Pasta base - Pasta catalizadora (Jeringa mezcladora).

Caracteristicas: Cemento sellador con propiedades como radiopacidad,
biocompatibilidad y adhesion aceptables. (19, 24) Tiene una solubilidad muy
baja.(19)

La caracteristica mas destacada de este cemento sellador es su fluidez, el espesor
de pelicula que llega a formarse es de 5 um, permitiendo extenderse a lo largo de
todo el conducto, conductos laterales y tubulos dentinarios. (19) Tiene un tiempo de

trabajo prolongado y un ligero indice en expansion final, del 0,2%. (6, 19, 24)
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Figura 15. Fotografia de la presentacién del cemento RoekoSeal Automix® de marca comercial
Roeko. (41)

GuttaFlow®?2
Fabricantes: Roeko. (Figura 16)

Componentes principales: Polidimetilsiloxano, polvo de gutapercha en particulas
inferiores a 30 um, 6xido de zinc, didxido de circonio, aceite de silicona, y catalizador

(Acido hexacloroplanico).
Presentacion: Pasta — Pasta (Jeringa mezcladora).

Caracteristicas: Se requiere una técnica especifica para utilizar este tipo de cemento
sellador, donde se utiliza una punta unica de gutapercha y el cemento sellador es

inyectado directamente en el conducto. (6)
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Sus propiedades en radiopacidad y estabilidad son aceptables. También destaca
su capacidad de fluidez y distribucion en el conducto. (19) El tiempo de trabajo es
corto, pudiéndose manipular aproximadamente 15 minutos y su polimerizacién final

fluctua entre 25 y 30 minutos. (6, 15, 24)

N
o

roeko
GuttaFlow 2

Figura 16. Fotografia de la presentacion del cemento GuttaFlow®2 de la marca comercial Roeko.

(42)
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3.3.6 Cementos selladores a base de Bioceramica

Endosequence® BC sealer

Fabricantes: Brasseler, Savannah, EUA. (Figura 17)

Componentes principales: Base de fosfato de calcio, 6xido de circonio, silicatos de
calcio, fosfato monobasico de calcio, 6xido de tantalo, hidroxido de calcio, material

de relleno y agentes espesantes. (43)
Presentacion: Jeringa con pasta prehomogeneizada inyectable.

Caracteristicas: Este cemento sellador endurece por contacto a la humedad

presente en el conducto y tubulos dentinarios al formar un hidrogel.(43)

Debido a la presencia de hidréxido de calcio en su formulacion durante su accion

final de endurecimiento presenta liberacion de iones Ca*™ y un pH de entre 10 y 12.

Tiene un elevado indice de fluidez, estabilidad dimensional y a su vez de solubilidad,
esta siendo mas elevada comparada con AH-Plus™. Aunque posee buena una
radiopacidad. (43, 44)

B
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Figura 17. Fotografia de la presentacion del cemento EndoSequence® de marca comercial
Brasseler_(45)
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SmartpasteBio

Fabricantes: Smart-seal ™, Stamford, UK. (Figura 18)
Presentacion: Kit de Smartseal.

Caracteristicas: Los elementos de hidroxido de calcio e hidroxiapatita liberan iones
Ca*™ y dado su largo tiempo de fraguado, (hasta 10 horas) los iones siguen actuando
a nivel apical formando andamios para la neoformacién de hueso en zona peri-

radicular apical.

Posee un elevado indice de estabilidad dimensional, adhesion a las paredes
dentinarias y penetracion, estas caracteristicas son dadas por la naturaleza hidréfila
de sus componentes, que absorben agua y posteriormente se expandiran dentro de

los tubulos dentinarios. (44)

Figura 18. Fotografia de la presentacion del cemento SmartPasteBio de la marca comercial Smart-
seal™. (46)
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iRoot® SP
Fabricantes: Innovative Bioceramix, Vancouver, Canada. (Figura 19)

Componentes principales: Fosfato de calcio, silicato de calcio, hidréxido de calcio,

oxido de zirconio y otros agentes para el espesado.

Presentacion: Jeringa con pasta prehomogeneizada inyectable al conducto

radicular

Caracteristicas: En los componentes principales de la formulacion de este cemento
sellador destaca la hidroxiapatita, que proporciona la ventaja de formar una
conexion entre la pared dentinaria y el cemento sellador durante el tiempo de
fraguado. También se le atribuyen cualidades como resistencia radicular y efectos

antimicrobianos durante y después de su fraguado. (44)

“.ZRoot SP

(1BC) tnjectabie Root Canal Sealer

BoCeramic Technology
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.......

Figura 19. Fotografia de la presentacion del cemento iRoot®SP de marca comercial Innovative

Bioceramix. (47)
Biodentine™
Fabricantes: Septodont, Saint Maur des Fosses, Francia. (Figura 20)

Componentes principales: Silicato tricalcico, carbonato de calcio y éxido de circonio;

y un liquido que contiene agua, cloruro de calcio y un policarboxilato modificado

Presentacion: Liquido y capsulas.
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Caracteristicas: Este cemento sellador presenta varias opciones para uso, al igual
que el MTA tiene muchas indicaciones para diente vitales, se puede utilizar como
un sustituto de dentina debajo de restauraciones, sellado de comunicaciones

pulpares, retro-obturacion, etc. (27)

Posee caracteristicas como buena radiopacidad, alta capacidad de sellado,

resistencia a la compresion. (27)

El Biodentine tiene un pH alcalino, aproximadamente 11, el tiempo de manipulacion

es corto pues su fraguado es entre 12 y 45 minutos. (25)

El cemento sellador Biodentine posee una formulacion similar al MTA, esta
formulacion le da caracteristicas favorables respecto a la biocompatibilidad.
Promueve la proliferacién celular del complejo dentinopulpar vivo; la osteoinduccion
y la mineralizacién por la constante liberacion de iones Ca**. También reacciona

como el MTA al tener una adhesion a paredes y tubulos dentinarios. (43)

| Biodentine"

Substitut dentinaire bioactit
Bioactive dentine substitute

septodont
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Tel : 33 (0)1 49 76 70 00

Figura 20. Fotografia de la presentacion del cemento Biodentine™ de marca comercial Septodont.
(48)
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3.3.6.1 Cementos a base de Agregado Tridoxido Mineral (MTA)

El Agregado Triéxido Mineral es biomaterial comunmente conocido por su
abreviatura MTA.

El MTA fue desarrollado y evaluado en la universidad de Loma Linda E.E.U.U. en el

afio 1993 por Lee Torabinejad y colaboradores. (49)

Su formulacion esta basada en el cemento sellador de Portland, con moléculas mas
finas y se agregaron moléculas de 6xido de bismuto para aumentar la radiopacidad.
(16, 24)

En sus primeras formulaciones el MTA, era de un color grisaceo, con el tiempo se
realizaron versiones de color mas blanco y cuyo tiempo de trabajo era ligeramente

menor. (16)

Se comporta como un cemento sellador de hidroxido de calcio con propiedades
biolégicas comparables a las de la pasta, aunque con mejores propiedades fisicas.
(18)

El MTA tiene muchas formas de ser utilizado, puede utilizarse como barrera apical
en dientes con apices inmaduros y pulpa necrética, apicoformacién, apicogenesis,
reparacion de perforaciones dentales, para el tratamiento de reobturaciones vy
dientes con rizogénesis incompleta, sellador corona y como material de obturacion
temporal.(16, 18, 24, 49)

MTA-FILLAPEX®

Fabricantes: Angelus, Londrina, Brasil. (Figura 21)

Componentes principales: Resina (Resina salicilato, resina disoluble, resina natural)
y bioceramica (Oxido de silicio, 6xido de potasio, 6xido de aluminio, 6xido de sodio,
oxido de hierro, acido sulfurico, 6xido de bismuto, 6xido de magnesio, silice

cristalina, sulfatos de potasio y sodio). (15, 43)
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Presentacion: Jeringa auto mezclable o dos tubos. (44)

Caracteristicas: Las cualidades principales que el MTA presenta son, la capacidad
de formar puentes dentinarios, ser biocompatible, tener un pH de 12.5 (Alcalino) que

no favorece la inflamacion y elevada capacidad de sellado marginal. (16, 24, 49)

Los cementos selladores de MTA poseen una naturaleza hidrofilica, que, al fraguar
en un ambiente humedo, como el de la boca, tienden a expandirse un 0,1%, esta
cualidad permite que su manipulacién, aun en contacto con los fluidos orales, sea
eficiente. (15, 18, 24, 44) En periodos de 1 a 28 dias aumentan caracteristicas como

solubilidad y absorcién de agua. (44)

Su manipulacion en boca no requiere aditamentos especiales, pero si pericia de
parte del operador, en cualquier caso, instrumentos para que sea mas facil el llevarlo
a lugar deseado, en ocasiones tiende a endurecer mientras se esta operando, para

tal caso se agrega mas agua y facilitar su manipulacion. (18)

El atractivo de estos cementos selladores es que poseen la capacidad de ser
osteoinductores, ademas de que son biocompatibles y bien tolerados por los tejidos
peri-radiculares. (15, 16, 44) Como dijo Gunnar en el 2011 “No se ha demostrado
mutagenicidad del MTA ni publicado hasta el momento sobre reacciones alérgicas”.
(16)

MTA FILLAPEX

(imento Obturador
Endodontico @ Base de MTA

MTA FILLAPEX

49 ®ancelus R

Figura 21. Fotografia de la presentacion del cemento MTA FILLAPEX® de marca comercial Angelus.
(50)
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Endo CPM Sealer®

Fabricantes: EGEO, Buenos Aires, Argentina. (Figura 22)

Caracteristicas: Cemento sellador formulado a partir de MTA FILLAPEX®, cuya
composicion de nano particulas hidrofilicas, en presencia de agua ayudan a su
gelificacion.

Durante su fraguado tiene liberacion de iones Ca*" y accion bactericida en

microorganismos propios de lesiones endodonticas.

Las ventajas de este cemento sellador radican en su capacidad de formacion en
osteoinduccion y biocompatibilidad y las desventajas que se refieren son respecto

al aspecto de su sellado periférico. (44)

G s |
Endo - CPM - Sealer”

Sellador Endodéntico

Trioxido Mineral Agregado

Contiene

Polvo 15 grs.

Liquido 10 cc.
Losetas descartables

Producto Odontolégico - Uso P

Figura 22. Fotografia de la presentacion del cemento Endo CPM Sealer® de marca comercial EGEO
(51)
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4. ACTIVIDAD METABOLICA

4.1. Oxido nitrico

En ano 1980, investigadores, queriendo conocer como se regula la presion
sanguinea, identificaron un «factor relajante del endotelio». Afos después, se
demostré que ese “factor” es el 6xido nitrico (NO,, por sus siglas en inglés, nitric
oxide) y se identificd el modo en que las células lo sintetizan a partir del aminoacido

L-arginina. (52)

El NO es una molécula unica, con las caracteristicas de un neurotransmisor y con
multiples funciones en el organismo. EI NO se difunde rapidamente (no se
almacena), por su naturaleza gaseosa. Comparado con otros radicales, el NO' es
una molécula estable, pero en contacto con el aire se oxida rapidamente a didxido
de nitrégeno. (52) La vida media del NO es extremadamente corta, por lo cual su

cuantificacion directa es dificil. (53)

EINO, en bajas cantidades, media efectos fisiolégicos como la comunicacién celular
y en altas cantidades promueve citotoxicidad. La funcidén citotoxica se relaciona al

efecto microbicida y tumoricida en procesos de la inmunidad inespecifica.(53, 54)

Los mecanismos de citotoxicidad del NO aun no son claros, pero participan diversas
vias que llevan a las células a procesos apoptoticos o necréticos. EI NO ejerce su
efecto principalmente en la membrana, el citoplasma y el nucleo de las células. La
citotoxicidad del NO en los sistemas bioldgicos esta relacionada a su capacidad de
difusion celular, a su autooxidacion y a la reaccion con superoxidos para formar
nitritos (ONOO-). (54)
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4.2. Oxido nitrico sintasa

El 6xido nitrico sintasa es una enzima estudiada por sus efectos e importancia en el
proceso inflamatorio. (54). Es decir, es un indicador indirecto de una respuesta
inflamatoria. La 6xido nitrico sintasa pertenece a una familia enzimas denominadas
sintasas de 6xido nitrico (NOS por sus siglas en inglés Nitric oxide synthases). Las
familias de enzimas NOS son capaces de reaccionar con formas reactivas del
oxigeno y moléculas bioldgicas para formar una gran cantidad de productos finales,

incluyendo NO?-, NO?- (nitritos y nitratos) y S nitrosotioles. (52-54)

Existen tres isoformas de la NOS:

1. Isoforma tipo | (NOS1), también denominada neuronal (nNOS).

2. Isoforma tipo Il (NOS2), también denominada o6xido nitrico sintasa
inducible (iNOS).

3. Isoforma tipo Il (NOS3) también conocida como endotelial (eNOS).
(54)

La iNOS es la enzima estudiada en las pruebas de biocompatibilidad en cementos
selladores. Es estudiada porque puede ser inducida en diferentes tipos de células,
tales como macrofagos, hepatocitos, neutréfilos, musculo liso y endotelio. [La INOS
se activa en respuesta a diferentes estimulos inmunoldgicos tales como: el
interferon gamma (IFN-Y), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el
lipopolisacarido bacteriano (LPS) y algunas citocinas como la interleucina 1 (IL1).
(52-54) (Figura 23)

La enzima 6xido nitrico sintasa inducible tiene la capacidad de produccion de gran
cantidad de NO, que puede ser toxico en ciertas circunstancias o para ciertos grupos

celulares. (54)

Todas las isoformas de NOS catalizan la oxidacion de la L- arginina, dando lugar a

la formacién de o6xido nitrico y L-citrulina y las isoformas nNOS y eNOS median la
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produccion de o6xido nitrico en cantidades bajas vy fisiolégicas, para actuar como

senalizador molecular. (Figura 23y 24) (52, 54)

Figura 23. Activacién de Macréofago. Activacion del macréfago ara la produccion de éxido nitrico
sintasa inducible (iNOS) interferon gamma (IFN-Y), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),

lipopolisacarido bacteriano (LPS) e interleucina 1 (INL-1). (Fuente directa)
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Agente externo

Figura 24. Formacion de nitritos. Esquema de metabolismo celular de la molécula NO, el agente
causal como son. interferon gamma (IFN-Y), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), lipopolisacarido
bacteriano (LPS) o interleucina 1 (IL1) activan al macréfago, este a su vez activa la iNOS y se

metabolizan los nitritos. (Fuente directa)
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5. PRUEBAS DE BIOCOMPATIBILIDAD

Las pruebas de biocompatibilidad se realizan en los materiales dentales con la
finalidad de determinar la capacidad que tiene un material de uso odontolégico para

provocar una respuesta biolégica favorable o desfavorable. (1)

Un biomaterial se define como aquel elemento, que al interactuar con el tejido no le
causa dafo y se relaciona de forma armoénica con los tejidos naturales del
organismo sin causarles dafio alguno y sin que el cuerpo humano lo rechace, de tal

manera que se establece un equilibrio de compatibilidad biologica entre ambos. (1)

También, un biomaterial debe resistir la degradacién o corrosion de parte del
cuerpo. Con un biomaterial el organismo no debe mostrar una respuesta exagerada.
(13)

La mayor parte de pruebas de biocompatibilidad usadas en odontologia miden los

siguientes rubros:

o Citotoxicidad.
e Mutagenicidad o carcinogénesis.
¢ Niveles de reacciones inflamatorias o de respuestas inmunoldgicas frente a

un material.

Las pruebas de uso son aquellas que se realizan en animales y humano que son
realizadas de acuerdo con las Normas ISO 6876:2001, ISO 10993-5 (Estas bajo la

aprobacion de un comité de ética certificado). (1, 55)

5.1. Pruebas in vitro

Las pruebas in vitro se realizan con el material completo o un extracto de material.
El material se pone en contacto con algun sistema biolégico. Con las pruebas in
vitro se puede determinar la muerte o el crecimiento celular, la funcién celular y
evaluar la integridad del material genético de la célula.(1) Estas pruebas resultan
muy utiles para la evaluacion de los efectos biolégicos de los biomateriales y tienen

varias ventajas. No requieren el uso de animales de experimentacion, son rapidas
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y tienen una excelente relacion costo-efectividad. Sin embargo, las respuestas in
vitro no siempre son indicadoras de las reacciones in vivo ya que las condiciones
que pueden reproducirse in vitro son sélo una parte de las que pueden presentarse

in vivo. (1)

5.2. Pruebade Griess

La prueba de Griess, desarrollada en el afio de 1858, lleva el nombre en honor a
Peter Griess, el primero en describirla. La prueba fue elaborada para la identificacion

de compuestos quimico - biolégicos de nitritos organicos.

Actualmente, esta prueba tiene distintos usos, tanto en el ambito de la

biocompatibilidad celular como en el ambito forense.(56)

La utilidad de esta prueba para los ensayos de biocompatibilidad e inflamacién en
los materiales quimicos utilizados en odontologia radica en el estudio de la cadena
de inflamacion en la que se presenta el 6xido nitrico. EI NO en la célula es un gas
sumamente permeable, con una vida inestable que oscila entre 6 a 10 segundos,
dificultando la cuantificacion exacta del NO, esta molécula puede salir u oxidarse de
forma inmediata en la célula. De este modo se utiliza la reaccion de Griess para
identificar la accion de la INOS que produjo nitritos. La enzima iNOS aparece en el
proceso de inflamacién cuando es activada directamente en un macrofago en la
reaccion de sefalizacion de algun factor que interactue con los receptores de la

célula.

El método de este ensayo radica en una reaccion de diazotizacidén, para que el
espectrofotometro pueda medir la absorbancia y detectar los nitritos formados por
la oxidacion espontanea del NO, quiere decir que las moléculas presentes en la
reaccion de Griess tienden a reaccionar con los nitritos presentes, por eso cuando

encuentran un nitrito, cambian de color. (52-54)

Especificamente, la reaccion de Griess consiste en una diazotizacion que ocurre en

dos pasos.
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Primero el acido sulfanilico reacciona con los nitritos acidificados y producen un
agente nitrosido. Después, este idon se aparea con N-(1-naftil) etilendiamina (a-

naftilamina) para formar una sal de diazonio y se desarrolla un color rosado.

Con el reactivo de Griess en las muestras puestas a prueba, el nitrito que es
detectado y analizado causa la formacion de un color rojo rosado cuando una

muestra tiene en su conteniendo NO2~ . (Figura 25) (52-54, 56)

Reaccion
; Célula
- de Griess -

HaM _.55'_" o3 oD
o | A LR - TP i Y
WH; 8] | | i - 'I NH,
. N-(1-nattil) : 4
Acido Nitritos Agente afice it Sal de diazonio
sulfanilico acidificados Nitrésido (a-naftilamina)

Figura 25. Esquema reaccion de Griess. Los componentes en la formula de Griess interactdan
con los nitritos que la célula produjo, creando la sal de diazonio que da un color rosado. (Fuente

directa)
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5.3. Reacciéon de MTT

La reaccion de MTT es una reaccion metabolica realizada en mitocondrias de
células vivas, en la que se produce una reducciéon el Bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Esta reaccion fue desarrollada para la

cuantificacion de actividad metabdlica mitocondrial. (57)

De forma natural el compuesto de MTT pertenece a la familia de sales de tetrazolio,
tiene una coloracion amarilla y es soluble en agua, durante la reduccion que se
realiza por la enzima mitocondrial succinato-deshidrogenasa el MTT gana un
electron H* y termina convirtiéndose en formazan, un compuesto coloreado de color
azul, insoluble en agua. Una vez realizada la reaccion, el compuesto resultante
suele ser combinado con un disolvente organico (DMSO) para facilitar su
cuantificacion. (Figura 26) (57, 58)

La prueba de reacciéon de MTT permite determinar la accion mitocondrial de las
células tratadas, que, en el caso de ensayos de biocompatibilidad, seran las células
que hayan quedado vivas y con accion energética nula o excesiva. (57) Las células
expuestas al MTT que estén vivas y tengan una accién mitocondrial efectiva,
provocaran que el compuesto tome una coloracion azulada/violeta, en caso

contrario, mantendran el color inicial, 6seo amarillo claro. (Figura 26) (57, 59)
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Figura 26. Esquema accion de MTT en células vivas. La célula con actividad mitocondrial

Pocille con celulas que
tuvieron actividad
mitecondrial, formacion

Pocillo con media
suplementado con

MTT.
de formazan.

o

metaboliza la molécula del MTT convirtiéndolo a formazan y tifiendo la célula. (Fuente directa)
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5.4. Método de Sulforrodamina B

El método de tincién con sulforrodamina B (SRB) fue desarrollado en el Instituto
Nacional de Cancer de los Estados Unidos. EI método de sulforrodaminas tiene
como objetivo ser una alternativa al empleo del método de reduccién de MTT in

vitro, para el descubrimiento de nuevos agentes anti-neoplasicos. (60)

La Sulforrodamina B es un colorante de aminoxantano, rosado brillante, posee dos
grupos sulfénicos -SOs. cargados negativamente, capaces de unirse

electrostaticamente a cationes. (Figura 27)

Molécula de Sulforrodamina B

Grupos sulfénicos -503-

Capaces de unirse
electrostaticamente a
cationes. De aminoacidos
de células vivas.

Figura 27. Molécula de Sulforrodamina B y grupos sulfénicos. Se sefialan los iones sulfénicos

tienen afinidad a aminoacidos en la membrana de la célula. (Fuente directa)

La sulforrodamida B en condiciones acidas (disuelta en acido acético 1%), aumenta

su afinidad por los aminoacidos basicos de las proteinas de la membrana o dentro
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de la célula, y se fija selectivamente a éstos. La caracteristica de afinidad por
aminoacidos proporciona un indice del contenido de proteina celular, siempre y

cuando las células sean fijadas con acido tricloroacético (TCA). (Figura 28)

Células tefidas con
Sulforrodamina B

Pocillo con células y
sulforrodamina B

Molécula de Sulforrodamina B con afinidad a
proteinas de membrana celular

Figura 28. Esquema de afinidad y accion de Sulforrodamina B. Los iones sulfonicos se unen a

los aminoacidos de la membrana celular, tifiendo la membrana. (Fuente directa)
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6. CULTIVOS CELULARES

Se entiende por cultivo celular al conjunto de técnicas que permiten el
mantenimiento de las células in vitro, manteniendo al maximo sus propiedades
fisiolégicas, bioquimicas y genéticas. El cultivo de tejidos se desarrollé a partir de
los ultimos afos del siglo XIX como una continuacion de las técnicas de la
embriologia. En 1948, Earle y colaboradores aislaron células de la linea celular L y

mostraron que eran capaces de formar clones en el cultivo.
Existen cuatro tipos de cultivos celulares:

e Cultivo celular primario (Cultivos en monocapa y cultivos en suspension).
e Cultivo de 6rganos.
e Explantes primarios.

e Cultivos histotipicos y organotipicos.

6.1. Cultivo celular primario

El cultivo celular primario es el tipo de cultivo mas utilizado. Se puede obtener a
partir de explantes primarios o de suspensiones de células disgregadas. La
disgregacion celular se realiza por métodos enzimaticos o mecanicos. En los
cultivos de disgregacion celular se pierden las interacciones célula-célula y las
interacciones de la célula con la matriz extracelular. En los cultivos de disgregacion
las células son capaces de proliferar y la poblacion celular crece notablemente,
cuando las células ocupan toda la superficie disponible se dice que han alcanzado

la confluencia.

El hecho de que se detenga la proliferacion en los cultivos de disgregacion celular
es porque las células establecen contactos entre ellas que inhiben su proliferacion
y el crecimiento se detiene. El subcultivo o pase es la operacion que trasplantar las

células que han crecido a un nuevo soporte. (61)
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Existen dos tipos de cultivo celular primario:

» Cultivos en monocapa: las células crecen adheridas sobre un soporte sélido
(plastico o vidrio). El anclaje al sustrato es un prerrequisito para la proliferacion
celular. Es el método utilizado para la mayoria de las células excepto para las

hematopoyéticas.

* Cultivos en suspension: las células se encuentran dispersas en el medio de cultivo.
Su crecimiento no depende del anclaje. Este tipo de cultivo se restringe a las células
hematopoyéticas, células madre, lineas celulares transformadas y células
tumorales. Alcanzan la confluencia cuando el numero de células es grande y los

nutrientes son insuficientes. (62)

Las células del cultivo primario en monocapa se dispersan por métodos enzimaticos
y se pasan a un nuevo frasco de cultivo. En el caso de células en suspension,

sencillamente se diluyen en medio fresco.
Los cultivos sucesivos formados por estas técnicas se denominan una linea celular.
La formacion de una linea celular a partir de un cultivo primario implica que:

* Aumenta el numero de células obtenidas

* Acaban predominando uno o dos tipos celulares: los que tienen mayor tasa
de crecimiento

* La poblacién celular se hace uniforme y homogénea

» Sus caracteristicas se conservan durante las sucesivas generaciones y, Si

se conservan en nitrégeno liquido, de forma indefinida.

Las lineas celulares tienen una vida finita que, segun el tipo de célula, se puede

prolongar entre 20 y 100 generaciones.

Cuando se supera el limite de lineas celulares, las células entran en una etapa que
se denomina senescencia en la que pierden su capacidad de proliferar

(supuestamente por el acortamiento de los telomeros) y mueren.
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Algunas células (como las de roedores y las tumorales) evitan la senescencia y dan

lugar a lineas celulares continuas, que crecen indefinidamente.

Las células que evitan la senescencia pueden surgir de forma espontanea
(exposicion a radiaciones ionizantes o a carcindgenos quimicos) o inducida
(infeccidn virica o transfeccion de DNA) y son el resultado de un cambio genotipico

denominado transformacion. (61, 62)

6.1.1. Fibroblastos Gingivales Humanos (FGH)

En este estudio, se utilizé un cultivo primario de fibroblastos gingivales derivado de
una biopsia de encia de un donador humano sano. Los fibroblastos tienen la

morfologia de huso, tipica de fibroblastos y un crecimiento celular normal. (63)

6.2. Lineas celulares

6.2.1. Fibroblastos L929

Linea celular perteneciente a tejido conectivo de ratén. Proveniente de células
modificadas de raton, macho, de 100 dias de vida, con el nombre comercial y
cientifico de “L929”, su morfologia corresponde a “fibroblasto”, el medio de cultivo
es DMEM + 2 mM de glutamina + 10% de suero bovino fetal inactivado. El medio
esta formulado para incubar a 37° C en atmdsfera con 5% CO2. Susceptibilidad a
otros virus segun el medio de cultivo empleado. Viene con una leyenda que dice
“Subclon de una linea parental cepa L, establecida por Earle en 1940. Fue una de
las primeras lineas que se establecieron como cultivo continuo. La cepa L derivaba
de tejido alveolar subcutaneo normal y tejido adiposo de un raton C34/An, macho
de 100 dias”.(64, 65)
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6.2.2. RAW

La linea celular RAW pertenece a un cultivo celular, especificamente su nombre
comercial y cientifico es RAW 264.7, en su ficha técnica se le describe como un
“Macrofago monocito” y la morfologia con que se describe es como “Macrofago”.
Proveniente de células modificadas de raton, macho, adulto. Ademas, aparece la
siguiente leyenda “Esta linea fue establecida desde un tumor inducido por el virus

de la leucemia murina de Abselon”

También en la ficha técnica se especifica que el medio de cultivo es DMEM + 2mM
glutamina + 1.5 g/ L bicarbonato sédico + 10 mM HEPES + 1 mM piruvato sédico +
4.5 g/L glucosa+ 10% suero bovino fetal inactivado. EI medio esta formulado para
incubar a 37° C en atmdsfera con 5% CO2. (66, 67)
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7. ANTECEDENTES

Durante la obturacién de conductos, los cementos selladores endodonticos pueden
ser extruidos desde el foramen apical hacia los tejidos periapicales. En estas
condiciones, los cementos selladores pueden causar dafo a las células y entonces
inducir inflamacion y retardar o incluso impedir el proceso de curacién. Al evaluar la
citotoxicidad de cuatro cementos selladores: Roeko Seal Automix®, Sealapex™,
MTA FILLAPEX® y AH Plus™ sobre cultivos tanto de fibroblastos gingivales
humanos como de la linea celular L929. Un estudio previamente realizado en el
laboratorio se encontré que tanto los cultivos primarios de fibroblastos gingivales
humanos como los fibroblastos de la linea celular L929 tratados con medios
condicionados a diferentes tiempos (Fresco, fraguado, 1 hora, 24 y 72 horas
después de fraguado) fueron diferentes. (68) Las células presentaron una
morfologia de forma ahusada tipica de fibroblastos y se mantuvieron adheridos a la
caja de cultivo al usar Roeko Seal Automix®. Soélo entre el 20 y 40 % de las células
tratadas con el cemento sellador AH Plus™ fueron viables y las células presentaron
una morfologia esférica. Las células tratadas con el cemento sellador MTA
FILLAPEX® fueron viables en condiciones de fresco, al tiempo de fraguado y a una
hora después de fraguado y la morfologia celular fue normal. Sin embargo, sélo el
50% de las células sobrevivieron a medios condicionados después de 24y 72 h de
fraguado. Las células presentaron una morfologia celular esférica en estos casos.
Finalmente, las células tratadas con el cemento sellador Sealapex™ mostraron una
actividad metabdlica celular de entre el 60 y el 80 % y su morfologia fue similar a la
forma normal. En conclusion, los cementos selladores Sealapex™, MTA Fillapex®
y AH Plus™ poseen diferentes grados de citotoxicidad lo que sugiere que no son
totalmente innocuos. A diferencia, el cemento sellador Roeko Seal Automix® no fue

citotoxico, lo que sugiere que es un cemento sellador biocompatible. (68)

Ademas, en otro estudio también del laboratorio se evalud la actividad inflamatoria
generada por estos cementos selladores endodonticos en un modelo in vivo,
utilizando el modelo de edema inducido por TPA (69). En este estudio, se evalué de

manera indirecta, la infiltracion de neutrofilos, la respuesta inmunolégica promovida
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por neutréfilos, mediante la determinacion del contenido de la enzima
mieloperoxidasa. (69) El AH-Plus™ genera una inflamacion, mientras que ninguno
de los otros cementos selladores endoddnticos genera inflamacion. La inflamacion
generada por el AH-Plus™ recluta neutréfilos mientras el cemento sellador esta
fresco y hasta el tiempo de fraguado. Después del tiempo de fraguado, al disminuir
la inflamacién, también disminuye la cantidad de neutrdfilos reclutados. Los
cementos selladores endodonticos en general no producen inflamacion en el sitio

de aplicacion.

8. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

En el mercado existen diversos cementos selladores endodonticos. Sin embargo,
no todos ellos poseen caracteristicas ideales. Algunos cementos selladores causan
inflamacion cronica en los tejidos periapicales al ser extruidos por lo que es
importante conocer el grado de biocompatibilidad. En este estudio evaluamos
cambios en la actividad metabdlica de fibroblastos y macrofagos al ser expuestos a
los cementos selladores AH-Plus™, Sealapex ™, RSA RoekoSealAutomix ® y MTA-
FILLAPEX® que son de los mas usados en la clinica. Esta evaluacién se realizo, a
través de conocer la produccion de oxido nitrico, de manera indirecta midiendo la
actividad de la enzima 6xido nitrico sintasa; la actividad mitocondrial, mediante la

reduccion de MTT y su citotoxicidad, a través del ensayo de sulforrodamina B.

57



9. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO:

Aunque existen diversos cementos selladores en el mercado pocos reportes
muestran datos del grado de citotoxicidad y de inflamacién que puedan provocar en
los tejidos periapicales. Ademas, es muy dificil hacer comparaciones entre los
cementos selladores ya que los datos no se han obtenido bajo las mismas
condiciones. En nuestro laboratorio hemos empezado a comparar de manera
sistematica los cementos selladores AH-Plus™, Sealapex™, RSA
RoekoSealAutomix ® y MTA-FILLAPEX® que son usados en la clinica. En este
trabajo decidimos evaluar la citotoxicidad mediante el método de sulforrodamina,

MTT y la produccion de éxido nitrico.

10.HIPOTESIS

La citotoxicidad y la produccion de oxido nitrico son menores en células tratadas
con medios condicionados de MTA-FILLAPEX®.

10.1. Hipobtesis alterna

La citotoxicidad y la produccion de 6xido nitrico son mayores en células tratadas
con medios condicionados de MTA-FILLAPEX®.
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11.OBJETIVOS:

11.1. Objetivo general.

Evaluar el grado de biocompatibilidad de los cementos selladores endodonticos AH-
Plus™, Sealapex ™, RSA RoekoSealAutomix®, MTA-FILLAPEX® en dos tipos de

cultivos de fibroblastos y monocitos in vitro.

11.2. Objetivos particulares:

1. Obtener medios condicionados de los cementos selladores endododnticos.

2. Cultivar fibroblastos gingivales humanos, fibroblastos de ratén de la linea L-

929 y de macrofagos murinos de la linea celular RAW.
3. Medir la actividad metabdlica por reduccion de MTT de los macrofagos RAW.

4. Cuantificar nitritos como medida indirecta de la activacion del 6xido nitrico

sintasa en macrofagos murinos.

5. Medir la actividad citotdxica de los cementos selladores usando el método de

sulforrodamina B en el cultivo celular FGH y linea celular L929.
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12.MATERIAL Y METODOS:
Material:

e Campana de flujo laminar clase |l A/B3 (Forma Scientific, Inc. USA)

e Incubadora (Forma Scientific, Inc. USA)

e Microscopio (AmScope, Microsistems)

e Centrifuga

e Cajas de cultivo de 96 pozos (Costar, Corning Incorporated, Corning NY)

e Frascos para cultivo celular (Costar, Corning Incorporated, Corning NY)

e Pipetas

e Micropipetas (Rainin, Pipet - Lite, Mettler Toledo, USA)

e Puntas para micropipetas de 0.1-100J1 (Costar, Corning Incorporated, Corning
NY)

e Vaso de precipitados

e Matraz de cultivo celular (Costar, Corning Incorporated, Corning NY)

e Tubos Eppendorf (Costar, Corning Incorporated, Corning NY)

e Tubos coénicos (Costar, Corning Incorporated, Corning NY)

e Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; GIBCO, Grand
Island, NY), suplementado con: 10% de suero fetal bovino (GIBCO), 8mM de
L-glutamina (GIBCO) vy penicilina/estreptomicina/Fingizone® (10,000
unidades/ml, 10,000 ug/ml y 25,000 ug/ml, respectivamente; GIBCO,
Invitrogen, Grand Island, NY)

e Tripsina/EDTA (GIBCO, Invitrogen, Grand Island, NY).

o Espectometro (BIO-TEK, Synergy HT)

e Medios condicionados

e Cemento sellador AH Plus™ (Dentsply)

e Cemento sellador MTA FILLAPEX® (Angellus)

e Cemento sellador RSA (RoekoSeal Automix®)

e Cemento sellador Sealapex™ (Sybron Kerr)

12.1. Lineas celulares

1. Fibroblastos gingivales humanos. Cultivos primarios de fibroblastos
gingivales humanos (FGH) que ya se tienen en el laboratorio.

2. Fibroblastos de raton de la linea celular L929 donados por el Dr. Alfonso
Gonzalez Noriega (Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM).

3. Macréfagos RAW obtenidos de la American Type Culture Collection (ATCC,

TIB-71)
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12.2. Cultivo celular

12.2.1. Fibroblastos gingivales humanos y fibroblastos de lalinea celular
L929

Ambas lineas celulares de fibroblastos fueron cultivadas en medio de cultivo Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM; GIBCO, Grand Island, NY), suplementado con:
10% de suero fetal bovino (GIBCO), 8mM de L-glutamina (GIBCO) vy
penicilina/estreptomicina/Fingizone® (10,000 unidades/ml, 10,000 ug/ml y 25,000
Mg/ml, respectivamente; GIBCO, Invitrogen, Grand Island, NY). Los cultivos
celulares se mantuvieron en botellas de cultivo de 75 cm? (Corning, Incorporated,
Corning, NY) hasta que llegaron a un 80-90% de confluencia y se sub-cultivaron.
Para esto, los fibroblastos fueron despegados con 0.25% de tripsina/EDTA (GIBCO,
Invitrogen, Grand Island, NY). La tripsina fue neutralizada con un volumen igual de
medio de cultivo fresco. La suspension celular fue centrifugada tres minutos a 1,500
rom. El sobrenadante fue desechado y el boton celular se resuspendié en 5ml de
medio fresco. Un cuarto de la resuspencién fue colocado en una botella de cultivo

nueva. Todos los experimentos se realizaron entre los subcultivos 3y el 10.

12.2.2. Macréfagos RAW
Las células fueron cultivadas en medio esencial modificado Dulbecco (DMEM) con
L-glutamina a 4Mm, glucosa a 4.5 g/l, piruvato de sodio (1mM) suplementado con
suero fetal bovino inactivado con calor (ATCC-302002) al 10%. Las células se
mantuvieron al 37°C con atmosfera de CO2 (5%). Las células se suspendieron en
medio DMEM vy la actividad metabdlica celular se determiné por exclusion con azul
de tripano. Todos los experimentos se realizaron entre los subcultivos 3 y el 10.
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12.3. Obtencién de medios condicionados de cementos selladores

endodoénticos

Los cementos selladores 1) AH Plus™, 2) MTA-FILLAPEX®, 3) RSA
RoekoSealAutomix® y 4) Selapex ™ fueron preparados dentro de la campana de
flujo laminar en condiciones estériles y de acuerdo con las indicaciones de los
fabricantes. Brevemente, en losetas estériles sobre campos estériles fueron
mezclados los cementos selladores que requirieron y se colocaron dentro de
cilindros de teflon (Tetraflon, Toluca, Estado de México). En cajas de cultivo de 24
pozos, se coloco un cuadro de Mylar Sheet (Tetraflon, Toluca, Estado de México)
estéril por pozo. Sobre cada uno de los cuadros se coloco un cilindro de teflon estéril
de 5.5 mm de didmetro. Dentro de cada cilindro se colocé el cemento sellador. A
cada pozo de cultivo se le agregaron 1.5 ml de medio de cultivo (DMEM; GIBCO,
Grand Island, NY). El medio de cultivo se dejé en contacto con el cemento sellador
por diferentes tiempos y luego se colecto pasandolo a un tubo Eppendorf y se
guardo a -20°C hasta su uso. Los medios condicionados de los cementos selladores
se obtuvieron: fresco (tiempo inicial), tiempo de fraguado, y 1, 24 y 72 h después

del fraguado.

Como control de medio condicionado se recolectaron medios que no fueron

expuestos a ningun cemento sellador, a los mismos tiempos.

12.4. Determinacidon de nitritos en sobrenadantes de macroé6fagos

Se emplearon la linea celular RAW a una densidad de 1x10° cel/ml en 100 ul por
pozo, se incubaron por 12 h para favorecer su adherencia. Las células se trataron
con los medios condicionados que fueron agregados en un volumen 100 pl y se
incubaron por 24 h a 37°C. Para medir la concentracion de nitritos en el medio se
utilizaron 100 pl de cada sobrenadante y se mezclé con el mismo volumen de
reactivo de Griess el cual contiene, 1% de sulfanilamida en 5% de acido fosférico y
0.1% de dihidrocloruro de N-(naftil)-etilendiamina en agua. (Figura 29) La

sulfanilamida reacciond con los nitritos en medio acido para formar un compuesto
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de diazonio, el que interacciona con las aminas aromaticas del dihidrocloruro de N-
(naftil)-etilendiamina formando un producto de color rosado. Las absorbancias de
las muestras se determinaron a 515 nm con un lector de ELISA (Syner/HT Biotek
Instruments). Los datos se procesaron a los promedios de la Densidad 6ptica (DO)
de los pozos/linea tratados con los cementos selladores (DOt) entre los pozos
tratados con medio (DOwm) y luego multiplicando por 100. Los resultados se
expresaron como porcentaje de actividad metabdlica celular que se calcula con la

siguiente expresion:

% Nitritos= (DO1/DOwm) * 100

Figura 29. Placa de 96 pozos con células a las que se les agrega reactivo de Griess (lado izquierdo).

Placa de 96 pozos donde se observa la reaccion de Griess. Es decir, los colores mas rosados son

los pozos donde hubo mayor actividad metabdlica celular (lado derecho).
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12.5. Actividad metabdlica en macréfagos por el ensayo de MTT

Se utilizaron las mismas células RAW que sirvieron para medir nitritos, 100 pl/pozo
de 1X108 células/ml, las células fueron lavadas después de 24 h con solucion
amortiguadora de fosfatos antes de agregar la solucion de MTT. La respiracion
celular fue usada como un indicador de actividad metabdlica y fue determinada por
la reduccion de bromuro de 3-(4, %-dimetiliazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) a
formazan. Esta reduccion es dependiente de la mitocondria. Se afiadieron 10 ul de
MTT en 100 ul de PBS a cada pozo de la placa y se incubaron por 4h a 37°C. Se
decanto la solucién de cada pozo y se agregaron 100 ul de Dimetilsulféxido (DMSO)
para solubilizar el formazan producido por la actividad mitocondrial. Se determiné la
absorbancia a 570 nm. (Figura 30) Los datos se procesaron multiplicando por 100
a los promedios de la Densidad optica (DO) de los pozos/linea tratados con los
cementos selladores (DOt) entre los pozos tratados con medio (DOc). Los
resultados se expresaron como porcentaje de actividad metabdlica celular que se

calcula con la siguiente expresion:

% Actividad metabdlica= 100 * (DO1/DQc).

Figura 30. Placa de 96 pozos con células a las que se les agrega reactivo de MTT (lado izquierdo).

Placa de 96 pozos donde se observa la reaccién de MTT. Es decir, los colores mas violetas son los

pozos donde hubo mayor actividad metabdlica (lado derecho).
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12.6. Procedimiento del método de sulforrodamina B

La linea celular L929 y el cultivo primario de FGH fueron cultivados en frascos de
25 cm?, con medio de cultvo DMEN (DulbeccoModified Eagle Medium)
suplementado con suero fetal bovino (10%), una solucion de antibioticos-
antimicoticos al 10% y 2 mM de glutamina. Los cultivos con una confluencia del
80%, fueron cosechados adicionando 1 ml de 0.25% de tripsina-EDTA. Las células
en suspension fueron depositadas en tubos cénicos y centrifugadas por 3 min, ya
formado el boton celular se le agregdé medio de cultivo para resuspender las células.
Se tomo una alicuota de 30 ul indculo y se agregaron 30 pl de azul de tripano, y a
los 5 minutos se depositaron 10 ul en placas de lectura del contador celular
automatizado (BioRad TC20) y cuantificé la actividad metabdlica celular, y se ajusta
el volumen del inoculo por ml. Para ambos cultivos, se empled una poblacién de
células de 10x10* cel/ml. Se emplearon placas de 96 pozos, y con ayuda de una
pipeta multicanal se adicionaron 100 ul por pozo y en la misma placa se adicionaron
los dos tipos de cultivo celulares por triplicado. La placa se preincubd por 24 h a
37°C con una atmdsfera de 5% de CO2y 100% de humedad relativa, para favorecer
la adherencia de las células al sustrato de la placa. Los medios condicionados se
agregaron 100 pl, siendo el volumen final del pozo de 200 ul. Nuevamente la
microplaca fue incubada por 24 h bajo las condiciones antes mencionadas.

Al finalizar el periodo de incubacién los cultivos en los pozos fueron fijadas in situ
afiadiendo 50 pl de una solucién de acidotricloroacetico (TCA) frio al 50% e
incubadas a 4°C por 60 minutos. Se deseché el sobrenadante y las placas fueron
lavadas 5 veces con agua destilada y secadas al ambiente. La tincién de las células
fijadas al sustrato del pozo fue realizada agregando 100ul de una solucion al 0.4%
de sulforrodamina B (SRB) por 30 minutos a temperatura ambiente. La SRB no
unida fue removida por 3 lavados con acido acético al 1% y se dejé secar al
ambiente. Las placas tefidas se les agregd 10 ul de un amortiguador de tris y se
agitaron por 10 minutos para favorecer la disolucién del complejo. A continuacion,
se midié la densidad optica (DO) en un espectrofotometro a una longitud de onda
de 515 nm. (Figura 31)
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Los datos se procesaron obteniendo el promedio de la DO de los pozos/linea
tratados con los cementos selladores (DOt), los pozos tratados con medio (DOc) y
pozos de testigos, es decir aquellos que no tienen células, pero si compuesto
(DObg). El % de inhibicion del crecimiento (%IC) se calcula con la siguiente

expresion:

% Inhibicion de Crecimiento = 100-(DOt-DOb / DOc-DOb) *100

Figura 31. Placa de 96 pozos con células a las que se les agrega sulforrodamina (lado izquierdo).
Placa de 96 pozos donde se observa la reacciéon de sulforrodamina. Es decir, los colores mas

rosados son los pozos donde hubo menor inhibicién del crecimiento (lado derecho).
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13. RECOLECCION DE DATOS

Los datos obtenidos después de realizar los experimentos se agruparon del

siguiente modo:

NOMENCLATURA

Selladores Tiempo

A — AH Plus™ 1 - Fresco

R - RoekoSealAutomix® 2 - Fraguado

M - MTA-FILLAPEX® 3 - 1 hora después de fraguar

S — Sealapex™ 4 - 24 horas después de fraguar

5 - 72 horas después de fraguar

14. ESTADISTICA

Los datos se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) con prueba
posthoc Bonferroni. Esto, con el propdsito de conocer si existe una diferencia

significativa entre tratamientos y los cementos selladores.
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15.RESULTADOS

Actividad metabdlicay generacién de nitritos en macréfagos RAW incubados

con medios condicionados del cemento sellador AH-Plus™,

Los macréfagos de la linea celular RAW fueron incubados con medios
condicionados del cemento sellador AH-Plus™ en condiciones de fresco, fraguado,
a la hora, 24 y 72 horas después de fraguado. La actividad metabdlica fue medida
por el ensayo de reduccién de MTT. Los macrofagos al ser expuestos a medio
condicionado de AH-Plus™ en fresco presentaron una actividad metabdlica mayor
al 100%. Sin embargo, cuando se les adiciond medio condicionado del cemento
sellador fraguado, la actividad disminuyé al 12% (p=0.0011). Este mismo
comportamiento se observé en la actividad metabdlica a los tiempos de 1, 24 y 72

horas después de fraguado. (Figura 32)

En el caso de la produccién de nitritos, ensayo que muestra la activacion de los
macréfagos, se observo que la produccién de nitritos fue del 19% con el cemento
sellador en fresco, este comportamiento se mantuvo al tiempo de fraguado (13%) y
a la hora del fraguado (16%). Sin embargo, a las 24 horas se observo que la
actividad aumentd, alcanzando un 57% (p=0.0081) que nuevamente disminuyé al
11% (p=0.0025) a las 72 horas. (Figura 32)
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Actividad metabdlica y activacion de macrofagos RAW incubados
con medios condicionados del cemento sellador AH-Plus™
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Figura 32. Actividad metabdlica y activacion de macréfagos RAW incubados con medios
condicionados del cemento sellador AH-Plus™. Produccién de nitritos y actividad metabdlica de
macrofagos de la linea celular RAW expuestos a medios condicionados de AH-Plus™ en fresco ya

diferentes tiempos de fraguado. Se realizé un ANOVA, los asteriscos representan un valor de P <

0.05 comparando con las condiciones contiguas inmediatas anteriores. n = 2.
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Actividad citotoxica de fibroblastos de la linea celular L929 y de cultivos
primarios de fibroblastos gingivales humanos incubados con medios

condicionados de cemento cementos sellador AH-Plus™

Los fibroblastos tanto de la linea celular L929 como cultivos primarios de FGH
fueron incubados con medios condicionados de AH-Plus® en fresco, fraguado, a la
1, 24 y 72 horas de fraguado. El porcentaje de inhibicion de la proliferacion de estos
fibroblastos; es decir, la capacidad para detener el crecimiento celular fue medida

por el ensayo de sulforrodamina B.

Los fibroblastos de la linea celular L929, al ser expuestos a medio condicionado de
AH-Plus™ en fresco, mostraron una inhibicion del 5%. Sin embargo, cuando se les
adicion6 medio condicionado al tiempo de fraguado, esta inhibiciéon aumenté al 48%
(p=0.0014). Este mismo comportamiento se mantuvo en los tiempos de 1, 24 y 72

horas después de fraguado. (Figura 33)

En el caso de los FGH, al ser expuestos a medio condicionado de AH-Plus™ en
fresco, no mostraron ninguna inhibicion, de hecho, proliferaron discretamente con
medio no condicionado. Al igual que con los fibroblastos L929, una inhibicion del
45% (p< 0.0001) fue observada cuando fueron expuestos a medio condicionado al
tiempo de fraguado. Este mismo comportamiento se mantuvo en la actividad
metabdlica a los tiempos de 1, 24 y 72 horas después de fraguado, llegando la
inhibicion hasta un 52%. (Figura 33)
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Actividad citotéxica de fibroblastos de la linea celular L1929 y de cultivos
primarios de fibroblastos gingivales humanos incubados con medios
condicionados de cemento sellador AH-Plus™,
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Figura 33. Actividad citotoxica de fibroblastos de la linea celular L929 y de cultivos primarios

de fibroblastos gingivales humanos incubados con medios condicionados de cemento
sellador AH-Plus™. La grafica muestra los porcentajes de inhibicion de la proliferacion de
fibroblastos de la linea celular L929 y gingivales humanos (FGH) expuestos a medios condicionados
del cemento sellador AH-Plus™ en fresco, fraguado y a diferentes tiempos de fraguado. Se realizo

un ANOVA, los asteriscos representan valores de P < 0.05 con respecto a la condicién inmediata

anterior. n = 2.

Nota. Los valores negativos denotan valores mayores que los del grupo tratado solo con medio de

cultivo.
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Actividad metabdlicay generacion de nitritos en macrofagos RAW incubados

con medios condicionados del cemento sellador MTA-FILLAPEX®

Los macréfagos de la linea celular RAW fueron incubados con medios
condicionados del cemento sellador MTA- Fillapex (MTA) en condiciones de fresco,
fraguado, a la hora, 24 y 72 horas de fraguado. Usando cemento sellador MTA-
FILLAPEX® en fresco, los macrofagos presentaron un 85% de actividad metabdlica.
(Figura 34) Sin embargo, usando MTA al tiempo de fraguado, la actividad
metabdlica disminuyé al 48%. (Figura 34) Consecutivamente al exponer los
macréfagos al cemento sellador a la hora del tiempo de fraguado, la actividad
metabodlica aumento hasta 90%, misma que se redujo nuevamente al 40% en el
tiempo de 24 h de actividad del cemento sellador y se mantuvo (55%) al tiempo de
72 h. (Figura 34)

En el caso de la produccion de nitritos, se puede observar que los macrofagos se
activaron ligeramente y esta activacion se mantuvo entre el 20 y 30% en todas las
condiciones evaluadas. Siendo estas, en fresco 21%, al tiempo de fraguado 30%, a
la hora del tiempo de fraguado 33%, a las 24 h 31% y finalmente a las 72 h 20%.
(Figura 34)
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Actividad metabodlica y activacion de macrofagos RAW incubados

con medios condicionados del cemento sellador MTA FILLAPEX®
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Figura 34. Actividad metabdlica y generacion de nitritos en macréfagos RAW incubados con
medios condicionados del cemento sellador MTA-FILLAPEX®. Produccion de nitritos y actividad
metabdlica de macréfagos de la linea celular RAW expuestos a medios condicionados de MTA-

FILLAPEX® en fresco y a diferentes tiempos de fraguado.
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Actividad citotoxica de fibroblastos de la linea celular L929 y de cultivos
primarios de fibroblastos gingivales humanos incubados con medios
condicionados de cemento sellador MTA FILLAPEX®

Como en el caso del sellador AH-Plus™, los fibroblastos tanto de la linea celular
L929 como los FGH fueron incubados con medios condicionados de MTA
FILLAPEX ® en fresco, fraguado, a la hora, 24 y 72 horas de fraguado y la inhibicion

de su crecimiento fue medida mediante el ensayo sulforrodamina B.

Los fibroblastos L929, al ser expuestos al medio condicionado fresco de MTA
FILLAPEX® presentaron un porcentaje de inhibicion del 1%. Este comportamiento
continué al tiempo de fraguado (4%) y a la hora del fraguado (1%). Sin embargo,
utilizando los medios condicionados de 24 h (p < 0.0001) y 72 h la inhibicién

aumentd a 24% y 25%, respectivamente. (Figura 35).

Un comportamiento muy similar fue observado en los FGH en las primeras tres
condiciones. En fresco el porcentaje de inhibicion fue de 4%, que disminuy6 al 2%
al tiempo de fraguado y para la hora de fraguado no existe inhibicion. En
concordancia con las observaciones de los otros fibroblastos, utilizando los medios
condicionados de 24 y 72 h la inhibicién aumenté a 25% y 21%, respectivamente.
(Figura 35).
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Actividad citotéxica de fibroblastos de la linea celular L929 y de cultivos
primarios de fibroblastos gingivales humanos incubados con medios
condicionados de cemento sellador MTA-FILLAPEX®.
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Figura 35. Actividad citotoxica de fibroblastos de la linea celular L929 y de cultivos primarios
de fibroblastos gingivales humanos incubados con medios condicionados de cemento
sellador MTA-FILLAPEX®. La grafica muestra los porcentajes de inhibicion de la proliferacion de
fibroblastos de la linea celular L929 y gingivales humanos (FGH) expuestos a medios condicionados
del cemento sellador MTA-FILLAPEX® en fresco, fraguado y a diferentes tiempos de fraguado. Se
realizo un ANOVA, los asteriscos representan valores de P < 0.05 con respecto a la condicion

inmediata anterior. n = 2.

Nota. Los valores negativos denotan valores mayores que los del grupo tratado solo con medio de

cultivo.
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Actividad metabdlicay generacion de nitritos en macrofagos RAW incubados

con medios condicionados del cemento sellador Roeko-Seal Automix®.

Como con los cementos selladores anteriores, macrofagos de la linea celular RAW
fueron incubados con medios condicionados de Roeko-Seal Automix® (RSA) en
fresco, fraguado, ala 1, 24 y 72 horas de fraguado. Adicionado medio condicionado
en fresco, los macréfagos presentaron un 54% de actividad metabdlica. Esta
actividad aumento al 98% para el tiempo de fraguado. Sin embargo, para la hora de
fraguado, la actividad metabdlica disminuy6 al 73% y se mantuvo para las 24 h
después del fraguado (72%). En el tiempo de 72 h la actividad nuevamente aumento
al 101%. (Figura 36).

En el caso de la produccion de nitritos, se puede observar que la activacion de los
macrofagos fue de un 25% en fresco a un 38% a las 72 h. La activacion inicial fue
de 25% aumentado a 40% al tiempo de fraguado y hasta 68% a la hora de fraguado,
siento este tiempo el momento maximo de activacion de macrofagos. La actividad
disminuye a 21% para las 24 h (p=0.0585) y sube ligeramente a 38% para las 72 h.
(Figura 36).
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Actividad metabdlica y activacion de macréfagos RAW incubados
con medios condicionados del cemento sellador RSA®
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Figura 36. Actividad metabdlica y activacién de macr6fagos RAW incubados con medios
condicionados del cemento sellador RoekoSealAutomix®. Produccién de nitritos y actividad
metabdlica de macréfagos de la linea celular RAW expuestos a medios condicionados de

RoekoSealAutomix® en fresco y a diferentes tiempos de fraguado.
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Actividad citotoxica de fibroblastos de la linea celular L929 y de cultivos
primarios de fibroblastos gingivales humanos incubados con medios

condicionados de cemento sellador RoekoSeal Automix®.

Al igual que con los macréfagos RAW, fibroblastos L929 y FGH fueron incubados
con medios condicionados de RSA en fresco, fraguado, a la hora, 24 y 72 horas de

fraguado.

Los medios condicionados de RSA en todas las condiciones no mostraron ninguna
inhibicion del crecimiento en la linea celular de fibroblastos L929. Por el contrario,
estos medios condicionados favorecen el crecimiento celular. Los porcentajes
fueron en fresco de -1%, al tiempo de fraguado y a la hora del fraguado de -6%, a
las 24 h de -0.2% y finalmente en el medio de 72 horas fue de -1.5%. (Figura 37).

En concordancia, los medios condicionados de RSA en todas las condiciones no
mostraron ninguna inhibicion del crecimiento de FGH. En el caso de los FGH se
vieron favorecidos mejor en su crecimiento que los L929. Los porcentajes fueron en
fresco de -14%, al tiempo de fraguado -16%, a la hora del fraguado de -17%, a las
24 h de -14% y finalmente en el medio de 72 horas fue de -13%. (Figura 37).
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Actividad citotéxica de fibroblastos de la linea celular L1929 y de cultivos
primarios de fibroblastos gingivales humanos incubados con medios
condicionados de cemento sellador RSA®.
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Figura 37. Actividad citotoxica de fibroblastos de la linea celular L929 y de cultivos primarios
de fibroblastos gingivales humanos incubados con medios condicionados de cemento
sellador RoekoSealAutomix®. La grafica muestra los porcentajes de inhibicién de la proliferacion
de fibroblastos de la linea celular L929 y gingivales humanos (FGH) expuestos a medios

condicionados del cemento sellador RoekoSealAutomix® en fresco, fraguado y a diferentes tiempos

de fraguado.

Nota. Los valores negativos denotan valores mayores que los del grupo tratado solo con medio de

cultivo.

‘..... ......‘oooooooooo‘oooooooo..‘
°‘O...‘..o'

[ — =0
Y —r— e
Fresco Fraguado 1 Hora 24 Horas 72 Horas
-1.71 -6.80 -0.16 -0.27 -1.56
-14.74 -16.23 -17.34 -14.85 -13.52
Condiciones

79



Actividad metabdlicay generacion de nitritos en macrofagos RAW incubados

con medios condicionados del cemento sellador Sealapex™

Al igual que con los tres cementos selladores antes mencionados, macréfagos de
la linea celular RAW fueron incubados con medios condicionados de Sealapex™ en
fresco, fraguado, ala 1, 24 y 72 horas de fraguado. Al ser expuestos al medio fresco,
los macréfagos presentaron un 86% de actividad metabdlica, misma que se
mantuvo al tiempo de fraguado (81%). Sin embargo, la actividad metabdlica fue
disminuyendo conforme al tiempo de fraguado. Para la hora de fraguado la actividad
metabdlica disminuyd hasta el 63%, luego a un 31% para las 24 h de fraguado y

finalmente a un 17% para las 72 h de fraguado. (Figura 38).

El decremento entre un punto contiguo y el siguiente no fue significativo, pero si

comparamos el primer punto con el ultimo es diferente p=0.0079.

La activacion de los macrofagos comenzé en 21% al ser expuestos a medio
condicionado fresco, la activacion se mantuvo entre 5% y 8% en las condiciones
subsecuentes. Siendo estas, en fresco, 21%; al tiempo de fraguado, 8%; a la hora

del tiempo de fraguado, 6%; a las 24 h, 8% y finalmente a las 72 h, 5%. (Figura 38).
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Actividad metabodlica y activacion de macrofagos RAW incubados
con medios condicionados del cemento sellador Sealapex™
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Figura 38. Actividad metabdlica y activacién de macréfagos RAW incubados con medios
condicionados del cemento sellador Sealapex™. Produccion de nitritos y actividad metabdlica
de macréfagos de la liné% celular RAW expuestos a medios condicionados de Sealapex™ en fresco
y a diferentes tiempos de fraguado. Se realizd6 un ANOVA, los asteriscos representan un valor de P

< 0.05 comparando con las condiciones contiguas inmediatas anteriores. n = 2.
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Actividad citotoxica de fibroblastos de la linea celular L929 y de cultivos
primarios de fibroblastos gingivales humanos incubados con medios

condicionados de cemento sellador Sealapex™

Como en el caso de los otros cementos selladores, fibroblastos L929 y FGH fueron
incubados con medios condicionados de Sealapex™ en fresco, fraguado, a la hora,

24 y 72 horas de fraguado.

Los fibroblastos L929 inhibieron de manera progresiva su crecimiento. El cemento
sellador fresco al tiempo de fraguado disminuyo el crecimiento de los fibroblastos
en un 5%. Sin embargo, este porcentaje aumentd a la hora del tiempo de fraguado
a un 12% (p=0.0014) que se duplico para las 24 h (24%) (p< 0.0001) y se mantuvo
para las 72h (26%). (Figura 39)

En el caso de los FGH, no se observé disminucién en el crecimiento al ser expuestos
al medio condicionado del cemento sellador en fresco (-3%), ni al tiempo de
fraguado (-9%). Sin embargo, para la hora de fraguado el crecimiento se empez6 a
inhibir en un 4%, que gradualmente empezé a aumentar en los siguientes tiempos,
para las 24 horas, la inhibicidn fue del 46% (p=0.0006) y para las 72 horas desciende
ligeramente a 43%. (Figura 39)
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Actividad citotéxica de fibroblastos de la linea celular L929 y de cultivos
primarios de fibroblastos gingivales humanos incubados con medios
condicionados de cemento sellador Sealapex™
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Figura 39. Actividad citotoxica de fibroblastos de la linea celular L929 y de cultivos primarios
de fibroblastos gingivales humanos incubados con medios condicionados de cemento
sellador Sealapex™. La grafica muestra los porcentajes de inhibicion de la proliferacién de
fibroblastos de la linea celular L929 y gingivales humanos (FGH) expuestos a medios condicionados
del cemento sellador Sealapex™ en fresco, fraguado y a diferentes tiempos de fraguado. Se realizé
un ANOVA, los asteriscos representan valores de P < 0.05 con respecto a las condiciones inmediatas

anteriores. n = 2.

Nota. Los valores negativos denotan valores mayores que los del grupo tratado solo con medio de

cultivo.
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16.DISCUSION

En este estudio se realizaron pruebas in vitro para medir la respuesta de cuatro
cementos selladores AH Plus™, MTA-FILLAPEX®, RSA RoekoSealAutomix® y
Sealapex™ y en cinco diferentes condiciones: materiales en fresco, al tiempo de
fraguado, a la hora, 24 y 72 horas después del fraguado. Las pruebas realizadas
fueron: el ensayo de MTT, para medir la actividad metabdlica mitocondrial, el ensayo
de Griess, para cuantificar nitritos y para observar la citotoxicidad por el método de

sulforrodamina B.

La reaccion de Griess es un ensayo que permite cuantificar nitritos generados en
sobrenadante de cultivos de la linea de macréfagos murinos que pueden inducir a
la expresion de la enzima Oxido nitrico sintasa. Los nitritos son indicadores
indirectos de un proceso inflamatorio, de citotoxicidad o de procesos de
comunicacion celular. En la reaccion de MTT, se puede comprobar el grado de
actividad metabdlica que indica tanto la viabilidad celular o un aumento en el
metabolismo de la célula cuando son expuestos a condiciones experimentales
extrafas. En el ensayo de sulforrodamina B, la citotoxicidad se fundamenta por la
capacidad que tiene el colorante de unirse a los aminoacidos de las proteinas
presentes en la membrana de las células que se fijaron en el sustrato del pozo y
proliferaron o no en presencia de medios condicionados. Sin embargo, los
resultados con valores negativos reflejan que algunos medios condicionados, son

capaces de favorecer la proliferacion.

Los cementos selladores estan en contacto directo a través del periapice del diente
con los tejidos periapicales. En estos tejidos, al presentarse un material extraio
existe una respuesta inmunoldgica en la que participan los macrofagos. Por esto,
se decidio usar macréfagos de la linea celular RAW para conocer su activacion ante
los medios condicionados de los cementos selladores endodonticos. Ademas, la
inhibicion del crecimiento se realizé en dos tipos de fibroblastos, en una linea celular
de fibroblastos gingivales de raton L929 que es la linea utilizada para realizar este
tipo de ensayos, y en cultivos primarios de fibroblastos gingivales humanos que son

un modelo mas cercano a las condiciones reales de los cementos selladores.
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La naturaleza quimica de cada cemento sellador promueve una reaccién diferente
en los tejidos periapicales después de un tratamiento de conductos radiculares (70).
De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente estudio se propone que
cada uno de los cementos selladores, provoca distinto grado de liberacion de
subproductos, lo que podria causar los cambios en la actividad metabdlica y
activaciéon de macréfagos, asi como en la proliferacion de fibroblastos. Cabe
destacar que este estudio complementa estudios previos de estos cementos
selladores en las mismas condiciones de fresco, fraguado, a la hora, 24 y 72 horas
del tiempo de fraguado. (68, 69)

AH-Plus™

El cemento AH Plus™ se compone principalmente de resina, fue el mas citotoxico
de todos los cementos probados. Esto concuerda con reportes previos. (71-73)
Aunque se ha reportado que después de dos semanas y no presenta toxicidad. (74)
La toxicidad de este cemento se debe que este tipo de cementos a base de resina
liberan formaldehido durante la polimerizacién.(75) (76) Dado que la resina se
encuentra en fase acuosa el monémero pueden difundirse a través de los tubulos

dentinarios y afectar estos tejidos. (77)

En otro estudio de Ramos (69) con modelo in vivo, de edema en orejas de raton,
donde se midi6 el grado de inflamacion y la produccion de mieloperdxidasa, se
demostré que el cemento sellador AH-Plus™ fue el Unico cemento sellador que

indujo inflamacion cutanea. (69)

En el presente trabajo se observd que el cemento sellador AH-Plus™, activa
macrofagos y disminuye la actividad metabdlica mitocondrial, esto se infiere por los
resultados obtenidos en los experimentos realizados. Se pudo observar que,
aunque en un inicio no se afecto la actividad metabdlica celular, esta descendio de
forma abrupta cuando el cemento sellador fragua y a los diferentes tiempos después
de fraguado. Ademas, en el ensayo de Griess se pudo observar que la produccién
de nitritos era baja, hasta llegar al medio condicionado de 24 h, donde se elevé de
forma brusca y volvié a descender para las 72 h. El aumento en la produccion de
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nitritos a las 24 h podria deberse a que el medio condicionado acumul6 elementos
citotoxicos desde la primera hora, y en cuanto entré6 en contacto con las células,
estas detectaron un elemento externo agresivo. Estos resultados sugieren que el
cemento sellador AH-Plus™ genera productos citotéxicos (2) o bien que el cemento

sellador provoca una reaccion exotérmica que induce muerte celular.

En un estudio previo, se evaluo la citotoxicidad de los mismos cementos selladores,
revisando la morfologia y la reduccién de MTT en L929 y FGH. Se demostrd que el

cemento sellador AH-Plus™ resulto ser el mas toxico. (68)

En el presente trabajo, en las células de la linea L929 y FGH, en un principio el AH-
Plus™ no resulto ser citotdxico. Sin embargo, en cuanto el cemento habia fraguado,
se incrementd la citotoxicidad y se mantuvo asi en el resto de los medios
condicionados. Este hecho requiere de mayor estudio, se podrian buscar cambios
fisicos y quimicos que sufre el cemento sellador después de mezclado y hasta

varias horas después de su fraguado.
MTA-FILLAPEX®

El Mineral Triéxido Agregado (MTA) es un polvo que contiene particulas hidrofilicas
de silicato tricalcico, aluminato tricalcico, éxido tricalcico y éxido de bismuto, ademas
de otros minerales. Cuando el MTA es hidratado se obtiene un gel coloidal con un
pH alcalino aproximado de 12.5, que solidifica en menos de 4 horas (78). El cemento
MTA Fillapex® contiene un 13.2% de MTA, cantidad suficiente para inducir la
biomineralizacion (72). EI MTA Fillapex® muestra citotoxicidad en fresco (79) y a

diferentes tiempos (80).

Con respecto al cemento sellador MTA FILLAPEX®, los resultados obtenidos por
Ramos(69) indicaron que el reclutamiento de neutréfilos se presenté en el medio de

cemento fraguado, desciende a la 1 hora y va en aumento hasta las 72 horas. (69)

El MTA FILLAPEX® tiene un comportamiento en las celular RAW que un inicio, se
presenta una buena actividad metabdlica, la cual desciende cuando el cemento ha

fraguado, y vuelve a incrementarse a la hora. Sin embargo, desciende en los medios
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de 24 y 72 horas. Por otra parte, la produccién de nitritos practicamente fue
constante en todos los medios condicionados. Estos resultados pueden deberse a
que el cemento después de fraguar provoca un cambio del pH del medio

condicionado como lo ha referido, lo que explicaria tal respuesta.(3, 16, 24, 49)

Otro estudio mostro que en las lineas L929 y FGH, expuestos a medios
condicionados de MTA FILLAPEX® la respuesta de viabilidad fue dependiente del
tiempo de fraguado, es decir en un inicio la viabilidad fue de un 50% la cual fue

decayendo hasta las 72 horas después de fraguado. (68)

Con respecto a resultados obtenidos en el presente estudio con las células L929 y
FGH el comportamiento fue un poco mas estable, siendo un porcentaje muy bajo
los primeros tres medios y aumentando la citotoxicidad de forma discreta en los
medios de 24 y 72 horas. Estos resultados son congruentes con lo obtenidos
anteriormente (68), que indica que el cemento de MTA FILLAPEX® podria generar

componentes que favorecen la citotoxicidad conforme el cemento fragua. (68)

RoekoSealAutomix®

El cemento Roeko Seal Automix® (RSA) tiene como base el polidimetilxiloxano, una
silicona. Este cemento fue el unico que no mostré efecto citotdoxico alguno. Al
contrario, parece proteger a las células. Nuestros resultados coinciden con otros
autores donde se muestra que el RSA® sélo fue poco citotdxico o completamente
no citotoxico. (81) (82) (83)

En otro estudio con modelo in vivo, el cemento sellador RSA solo promueve el

reclutamiento de neutrdfilos cuando el sellador fragua. (69)

En la actividad de macréfagos RAW al ser expuestos con RSA en condiciones
basales se observd que la actividad metabdlica era baja y después de estar en
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contacto con el cemento fraguado aumento, inmediatamente volvié a descender
ligeramente en el medio de 1 hora y 24 horas, y finalmente volvié a aumentar a las
72 horas. La actividad de nitritos también tuvo ligeros cambios no significativos,
teniendo inicialmente un porcentaje bajo de nitritos, que fue en aumento hasta la 1
hora después de fraguado, donde llegd a su pico maximo, después a las 24 horas
descendio y volvio a aumentar en las 72 horas de manera discreta. Esto sugiere
que la respuesta bifasica se explique por cambios quimicos y/o fisicos de los

cementos selladores en el medio de cultivo.

En lo que respecta a las células de las lineas L929 y FGH ninguna condicion fue
toxica. Estos resultados podrian indicarnos que los medios condicionados del
cemento no inhiben el crecimiento celular. Lo cual coincide con los resultados
obtenidos anteriormente donde se reportd que en el cemento de RSA no modifico

la respuesta de viabilidad celular. (68)

Sealapex™

El cemento Sealapex™ se compone principalmente de hidroxido de calcio. El
hidroxido de calcio se difunde a través de los tubulos dentinarios y puede
comunicarse con el ligamento periodontal. (84) Esto puede detener la reabsorcién
radicular externa y acelerar la curacién. (85) El cemento Sealapex™ fue citotdxico

a las 24h como se ha reportado anteriormente. (86)

El Sealapex™, aunque no produce una inflamacion elevada, su pico de mayor
reclutamiento de neutréfilos es en el medio condicionado de cemento fraguado,
teniendo después un comportamiento fluctuante, donde desciende 1 hora después

y vuelve a aumentar discretamente en las 24 y 72 hrs. (69)

Con el cemento sellador Sealapex™, los resultados obtenidos con la linea celular
RAW, mostraron que la actividad metabdlica va decayendo en funcién del tiempo
de fraguado. Sin embargo, la concentracion de nitritos permanecio practicamente

sin cambios a partir del tiempo de fraguado. Esto sugiere que este componente no
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es capaz de estimular los macrofagos para producir nitritos de manera

importante.(2)

Asi mismo, en trabajos anteriores se observo que, el comportamiento de las lineas
celulares L929 y FGH en contacto con Sealapex™, mostraron que el porcentaje de
actividad metabdlica es bajo con el primer medio condicionado y con el resto de los
medios empieza a aumentar discretamente el porcentaje de actividad metabdlica,
sin llegar a ser mayor que el promedio basal, en ese trabajo se concluy6 que el

cemento Sealapex era medianamente citotoxico. (68)

En la linea FGH se observo un comportamiento donde en los primeros dos medios
no presento citotoxicidad, a la hora present6 un porcentaje discreto y en los medios
de 24 y 72 horas se increment6é de manera importante (mayor al 40%). Para el caso
del L929 la citotoxicidad en fresco y fraguado fue aproximadamente del 5%, sin
embargo, conforme transcurrié el tiempo de fraguado la citotoxicidad fue

aumentando solo hasta un 25%.

Estos resultados sugieren que el cemento no presenta citotoxicidad mientras este
fresco 0 apenas empiece a fraguar, probablemente, después de que empieza su
reaccion en las primeras horas, desprende algun tipo de subproducto, reaccion
exotérmica o es toxico para las células en contacto con el mismo. Resultados que

no fueron congruentes con los obtenidos anteriormente. (68)
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17.CONCLUSIONES

1. Los cementos selladores utilizados en el presente estudio poseen diferente
capacidad de activar macrofagos y afectan diferencialmente la proliferaciéon
celular.

2. El cemento sellador AH-Plus™ es el mas citotoxico a partir del tiempo de
fraguado.

3. El cemento sellador MTA FILLAPEX® es toxico 24 horas después de fraguar.

4. El cemento sellador RSA parece ser el mas biocompatible, pues no indujo
ninguna actividad citotoxica, pero si activd la funcionalidad de los
macrofagos.

5. El Sealapex™ no presenta citotoxicidad mientras esté fresco o apenas
empiece a fraguar. Sin embargo, la citotoxicidad se inicia de manera discreta

a partir de la primera hora de fraguado.

18. PERPECTIVAS

Estos resultados plantean la necesidad de hacer otro tipo de experimentos para
esclarecer si la muerte celular observada con algunos selladores se da por

apoptosis o necrosis.
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