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RESUMEN

Nombre: Nancy Elizabeth Jauregui Garza  Fecha de Graduacion: Julio 2015
Universidad Auténoma de Nuevo Leon Facultad de Odontologia
Maestria en Odontologia Avanzada

Paginas: 74 Titulo del Estudio: AH PLUS, SEALAPEX Y CEMENTO

PORTLAND PRESENTAN BIOCOMPATIBILIDAD SEMEJANTE

INTRODUCCION: Los selladores dentales son empleados para la obturacién de
conductos radiculares después del tratamiento endoddntico, éstos deben de ser
biocompatibles para evitar reacciones del tejido periapical, tal como inflamacién.
OBJETIVO: Evaluar la biocompatibilidad de cementos selladores como AH Plus,
Sealapex y cemento Portland, mediante la expresion de SOD1, IL-6 y CCL20.
MATERIALES Y METODOS: Los cementos fueron inoculados en la piel dorsal de
raton (Mus musculus) de la cepa BALBc de 8 semanas. Después de 24 horas y 7 dias los
ratones fueron sacrificados y la piel fue procesada para cortes histolégicos y asi poder
analizar la reaccion inflamatoria, ademds por inmunocitoquimica se analiz6 la presencia
de SOD1, IL-6 y CCL20.

RESULTADOS: Al andlisis histopatolégico no se encontraron diferencias en la
respuesta inflamatoria entre los tres cementos. Similarmente, el analisis morfométrico de
la cantidad de células inmunoreactivas a SODI1, IL-6 y CCL20 no reporto diferencia
significativa (p>0.05) con ninguno de los tres materiales sujetos a estudio.
CONCLUSIONES: No existe diferencia significativa en la biocompatibilidad de los

cementos selladores AH Plus, Sealapex y Portland.

Palabras clave: cementos endodonticos, selladores dentales, biocompatibilidad, AH

Plus, Sealapex y cemento Portland.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Dental sealers are used to fill the root canal after endodontic
treatment, they must have biocompatibility to avoid tissue reactions as inflammation.
OBJECTIVE: To evaluate the biocompatibility of dental sealers AH Plus, Sealapex and
Portland cement.

MATERIALS AND METHODS: The cements were inoculated into the dorsal skin of
mouse (Mus musculus) strain BALBc 8 weeks old. After 24 hours and 7 days, the mice
were sacrificed and the skin was processed for histological sections to analyze the
inflammatory reaction, also by immunocytochemistry the presence of immunoreactive
cells to SOD1, IL-6 and CCL20 was analyzed.

RESULTS: Histopathological analysis found no difference in inflammatory response
between the three cements. Similarly, the morphometric analysis of the amount of
immunoreactive cells SODI1, IL-6 and CCL20 reported no significant difference (p>
0.05) with any of the three materials under study.

CONCLUSIONS: There is no significant difference in biocompatibility sealers AH

Plus, Sealapex and the cement Portland.

Keywords: dental sealants, biocompatibility, AH Plus, Sealapex and Portland cement.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo a la asociaciéon americana de endodoncia (AAE), una obturacién
adecuada se define y se caracteriza por el llenado tridimensional de todo el conducto
radicular, lo mas cercano posible de la unién cemento-dentina. La obturacién es la
ultima etapa operatoria del tratamiento de conductos y tiene valor fundamental en el
éxito a mediano y largo plazo, asi como el cemento sellador que se utilice (Garcia y

Navarro 2014).

En el mercado existen una gran variedad de cementos selladores con diferente
composicion y propiedades que pueden provocar una respuesta no deseada en el tejido

periapical e influir en el resultado endoddntico.

En el campo de la endodoncia el éxito depende en un gran porcentaje de un buen
sellado y de ahi que nace la importancia de que el profesional adquiera un conocimiento
amplio en conocer cual cemento sellador es el ideal para la obturacién del conducto

radicular

La utilizacién de un cemento sellador en la fase de obturacion de los conductos
radiculares es bdsica, ya que estos sirven de lubricante durante la insercion de la
gutapercha, rellenan los espacios y las paredes del conducto, permitiendo un sellado
hermético, ademds obturan conductos laterales o anastomosis a los que la gutapercha no
accede. Al estar en contacto con los tejidos periapicales deben ser materiales
biocompatibles, deben ayudar y estimular la reparacion de lesiones y permitir un sellado

hermético en el dpice (Biedma et al., 2006).

Se considera que un material es biocompatible cuando éste se encuentra en el interior
del organismo vivo ejerciendo una funcién, sin ver alteradas sus propiedades ni producir
dafio. La determinaciéon de la biocompatibilidad de un material, que nos permita
utilizarlo con seguridad, se basa en tres tipos de estudios: de citotoxicidad,

mutagenicidad y genotoxicidad. Los estudios de citotoxicidad in vitro evalian la
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capacidad de un compuesto o material de producir la muerte o inhibir el crecimiento de
una linea celular especifica en un medio de cultivo en el que esta disuelto dicho material.

Los de mutagenicidad y genotoxicidad analizan el dafio en el ADN celular (Biedma et

al., 2006).

Por lo tanto el presente estudio se llevard a cabo para evaluar la biocompatibilidad de
AH Plus, Sealapex y cemento Portland. Teniendo como hipétesis que los cementos

selladores ya mencionados tienen igual biocompatibilidad compardndolos entre ellos.

Siendo la investigaciéon de cardcter experimental, puesto a que el investigador
controla los eventos, abierto ya que todos los investigadores conocen las variables del
experimento, comparativo porque se estudiaran mds de dos muestras, longitudinal ya
que se obtendrdn datos del mismo sujeto en mds de una ocasioén y prospectivo debido a

que todos los datos obtenidos serdn de eventos que ocurran en el futuro.
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2. ANTECEDENTES

El objetivo de la realizacion de una endodoncia es limpiar y desinfectar el sistema de
conductos radiculares, reduciendo la carga bacteriana y la eliminacién del tejido
necrético, creando asi un entorno en el que el restablecimiento de la zona periapical

pueda ocurrir (Rhodes, 2006).

En 1970, Grossman publico una serie de propiedades ideales de los materiales
utilizados en el area dental: Proveer un sellado excelente una vez endurecido, producir
adhesion adecuada entre si, asi como con las paredes del conducto y el material de
obturacion, debe ser radiopaco, no pigmentar el diente, ser estable dimensionalmente,
debe ser facil de mezclar e introducir a los conductos, debe ser facilmente removido si es
necesario, ser insoluble a los fluidos bucales, ser bactericida o no favorecer el
crecimiento bacteriano, debe ser bien tolerado por los tejidos periféricos, tener un
fraguado lento para permitir tiempo de trabajo suficiente, deben ser electroquimicamente
inactivos, no debe generar una respuesta inmune en los tejidos periapicales, y no debe

ser mutagénico ni carcinogénico (Cohen et al., 2004; Enkel el al., 2008).

2.1 Cementos endodonticos

El empleo de un sellador para obturar los conductos radiculares es de suma
importancia para obtener un excelente resultado en el proceso de obturacién. El cemento
sellador no solo nos ayuda a lograr un buen sellado sino que también sirve para rellenar
las irregularidades del conducto y las pequefias discrepancias entre la pared dentinaria y

el material sélido de obturacién. (Topalian 2002)

Se consideran lubricantes y ayudan al asentamiento del material sélido de obturacion
durante la condensacién. Un buen sellador debe ser biocompatible y bien tolerado por
los tejidos perirradiculares. Todos los selladores presentan cierto grado de toxicidad, que
se reduce en gran medida al ser colocados. Todos son reabsorbibles cuando se exponen a
los tejidos y a los liquidos tisulares (Cohen 1999).
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2.1.1 Tipos de cementos endododnticos

A. Cementos a base de Oxido de Zinc-Eugenol: Son los cementos de endodoncia
clasicos. Se presentan en forma de polvo- liquido, siendo éste dltimo eugenol. Este tipo
de selladores mezclan en su composicién diversos compuestos en busca de accion
antiséptica (germicidas y bactericidas como el formaldehido) y antiinflamatoria. El
fraguado de los cementos de 6xido de zinc eugenol comprende un proceso quimico,
combinado con una incrustacion fisica del 6xido de zinc en una matriz de eugenolato de
zinc. La formacién del eugenolato constituye el endurecimiento del cemento. El
eugenolato de zinc tiene la desventaja de disolverse en los tejidos, liberando eugenol y
oxido de zinc; el eugenol libre siempre permanece en el sellador y actia como un

irritante. (Topalian 2002)

B. Cementos de resina epdxica: Son sistemas pasta-pasta, la base es una resina que
una vez mezclada con el catalizador tiene un fraguado lento y por lo tanto nos da un
tiempo de trabajo en clinica mayor. Ademds nos permiten una mayor adhesion a la
dentina, facil manipulacién y mejoran el sellado. Una importante ventaja de estos
selladores es que al no tener eugenol en su composicidén no afectan a la polimerizacién
de composites y adhesivos. Son cementos de resina: Diaket, AH26, TopSeal, AH Plus
(Montoya 2004).

C. Cementos a base a hidroxido de calcio: Intentan anadir los efectos antisépticos
del Ca(OH), y estimular la formaciéon de tejido 6seo en el foramen. Son, por su
composicion, los mds biocompatibles, pero tienen mayor solubilidad. Pertenecen a este

grupo: Sealapex, Apexit, CRCS (Ingle 1996).

D. Cementos a base de ionémero de vidrio: Tienen una excelente capacidad de
sellado, pero dada su gran adhesion a la dentina es muy dificil su eliminacién en caso de

retratamientos. Tienen un tiempo de trabajo muy corto (Racciatti 2003).
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E. Cementos a base de gutapercha modificada: Tienen grandes cambios
dimensionales: alto indice de filtracién, por la evaporacién del cloroformo, poca
radiopacidad, baja accién antimicrobiana. Callahan (1974) utiliz6 la combinacién
cloroformo-resina-gutapercha a fin de aumentar la adhesién del material a las paredes
dentinarias del conducto radicular. El indice de radiopacidad es bajo y su accién

antibacteriana casi nula. La estabilidad dimensional del material es muy pobre.

F. Cementos a base de silicona: Los materiales de polivinilsiloxano se utilizan por
su buena tolerancia a los tejidos y su capacidad de sellar en presencia de humedad es que

se han seleccionado para la obturacion de conductos radiculares.

2.1.1.1 AH plus

AH plus es un cemento sellador basado, en cuya composicidon destaca resina epoxi,
tungstenato de calcio, 6xido de zirconio, aerosil, 6xido de hierro / amina adamantada,
NN-dibencil-50xanonano-diamina-1,9, TDC-diamina y aceite de silicona, tratindose de
una version pasta/pasta mejorada del clasico AH 26. Se puede encontrar en diferentes
formas como: AH Plus en tubos para mezcla manual de las pastas A y B, o en jeringa de
mezcla AH Plus Jet™ para aplicacion intra-oral directa. Dentro de sus caracteristicas se
encuentra su tiempo de fraguado el cual se estima en las siguientes 4 horas después de su
mezcla, como minimo a 23° C. El tiempo de fraguado es de 8 horas, a 37 °C

aproximadamente. (Sonntag etal 2015)

En un estudio realizado por Siqueira en el 2000, comprobaron que AH Plus tenia

valores de fluidez significativamente mayor que el resto de selladores probados.

Algunos autores demuestran que el AH Plus cumple con la mayoria de los postulados
de Grossman, tales como el sellado, la adhesion, la fluidez o la capacidad

antimicrobiana.
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Por otro lado, se ha informado que el AH Plus es capaz de inhibir el crecimiento in vitro
de diversas colonias bacterianas, tales como E. Faecalis, S. aureus, E. coli, S. mutans o

S. epidermidis. (Arias-Moliz et al 2015) (Poggio et al 2011)

Pero se ha descrito que los materiales endoddnticos que presentan una fuerte
actividad antimicrobiana, frecuentemente son mutagénicos, sobre todo aquéllos que

liberan formaldehido. (Vazquez y Vazquez 2001)

Pecora y cols. demostraron que los selladores basados en resinas epoxi mostraban una
mayor adhesion a dentina, y entre ellos, AH plus tenia los valores mds altos al test de
traccion. Con respecto al sellado apical, diversos investigadores concluyeron que el AH

Plus actuaba mejor. (Haikel, et al 1999) (Zmener, et al 1997) (Miletic, et al 1999)

2.1.1.2 Sealapex

Es un sellador a base de hidroxido de calcio sin eugenol y promueve una ripida
cicatrizacién y formacion de tejido duro. Dentro de su composicion se observa hidréxido
de calcio 25%, sulfato de bario 18.6%, 6xido de zinc 6.5%, didxido de titanio 5.1%,
estearato de zinc 1.0%, mezcla de etil tolueno—sulfonamida, metilen-metil obutil-
salicilato y pigmento. Su preparacion implica hacerlo con partes iguales, base y
catalizador. Es un sellador con un tiempo de trabajo y endurecimiento muy prolongado,

que se endurece en el conducto con presencia de humedad.

Los cementos endodonticos a base de Hidréxido de Calcio, son estimuladores de
osteoblastos los cudles son células de hueso encargadas de regenerar el tejido 6seo y
tejidos periodontales; ayudando a formar el tejido duro y calcificado. Por su pH alcalino

favorece a la disminucién de microorganismos bacterianos.

Es un cemento pasta/pasta (base y catalizador) usados en partes iguales,

manipuldndose por 1 o 2 minutos hasta obtener una mezcla de color homogéneo. Una
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vez mezclado tarda tres semanas en alcanzar su fraguado final en humedad al 100%. En

un ambiente seco, nunca fragua. Con este cemento persiste la duda de la solubilidad en

los fluidos tisulares y la liberacién del ion calcio e hidréxido con su efecto terapéutico; y

si es asi, si esta disolucién da lugar a un sellado inadecuado. (Ingle y West 1996).

Entre algunas de las propiedades y caracteristicas que posee el cemento Sealapex se

pueden mencionar:

Plasticidad y viscosidad satisfactoria.
Excelente tolerancia tisular.
Reabsorbible y no irritante al ser extravasado.

Permite un mejor sellado bioldgico apical por aposicioén de tejido mineralizado,

en comparacién con otros cementos a base de hidréxido de calcio.

Preserva la vitalidad del tejido conjuntivo contenido en conductos de los delta

apicales.

Elevada concentracién de ion Calcio, lo que justifica probablemente el elevado

porcentaje de sellados biologicos con este material.

Accidén antimicrobiana en conductos radiculares con necrosis pulpar o con lesion

periapical, disminuyendo el nimero de microorganismos.

Es un sellador con un tiempo de trabajo y endurecimiento muy prolongado, que

se endurece en el conducto con presencia de humedad.

Su plasticidad y escurrimiento son adecuados, mientras que su radiopacidad es

escasa. Tiene alta solubilidad, por lo tanto, poca estabilidad.

Esta solubilidad es la que le permite liberar el hidréxido de calcio.

(Herrera et al 2011) (Estrela et al 2000)

2.1.1.3 Cemento Portland

El cemento Portland es un conglomerante o cemento hidrdulico que ha genrado

grandes intereses en el mundo de la endoddncia. Tiene la propiedad de conformar una

masa pétrea resistente y duradera denominada hormigén. Como cemento hidraulico tiene

21



la propiedad de fraguar y endurecer en presencia de agua, al reaccionar quimicamente
con ella para formar un material de buenas propiedades aglutinantes. Se han realizado
grandes estudios en los cuales se muestra que las células humanas tienes una gran
aceptacion por este material (Ahmed et al. 2015). Las materias primas para la
produccion del portland son minerales que contienen: 6xido de calcio (44 %), 6xido de
silicio (14,5 %), 6xido de aluminio (3,5 %), 6xidos de hierro (3 %) y O6xido de
manganeso (1,6 %). En diversos estudios se ha observado que el cemento Portland tiene

propiedades antimicrobianas, a excepcion de E. Coli. (Sipert et al 2005)

2. 2 Biocompatibilidad

Biocompatibilidad de un material dental es un factor importante que debe ser tomado
en consideracion especificamente cuando se utiliza en recubrimiento de la pulpa, la
reparacion de perforacién o como un relleno retrégrado. Durante los procedimientos
antes mencionados, el material estd en contacto directo con el tejido conectivo y tiene el
potencial para afectar a la viabilidad de las células perirradiculares y pulpares

(Malkondu, 2014).

Durante los tdltimos afios la biocompatibilidad de los materiales dentales se ha
convertido en algo fundamental para la creacién de nuevos materiales de uso dental

(Schamalz et. al., 2009).

En el afio de 1987, la Sociedad Europea de Biomateriales definio a la
Biocompatibilidad como aquella habilidad de un material de actuar con una adecuada
respuesta al huésped, en una aplicacion especifica (Buenahora et. al., 2007). Este tipo de
material se conoce como biomaterial el cual se refiere a cualquier material no vital
destinado a interactuar con los sistemas bioldgicos, dentro o sobre el cuerpo humano

(Schamalz et. al., 2009).

En los Estados Unidos, la Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)

tenia la responsabilidad de determinar y evaluar los efectos bioldgicos de todos los
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medicamentos, materiales y dispositivos utilizados en seres humanos, incluidos los
productos dentales y dispositivos. Pero para que un material dental obtenga el grado de
biomaterial es necesaria la aplicacién de pruebas especificas de biocompatibilidad.La
FDA también preveia el reconocimiento de las normas establecidas por las

organizaciones privadas, como la ANSI/ ADA (Leiendecker et. al., 2012).

2.2.1 Biocompatibilidad de los cementos

La biocompatibilidad de un cemento endoddntico contribuye al éxito clinico de la
terapia endododntica. Un material téxico puede retrasar la reparacion de los tejidos

periapicales o causar una reaccion tisular inflamatoria. (Araki, 1994)

Cuando un cemento no es biocompatible se pueden presenciar alguna de las

siguientes situaciones:

* Reacciones del ligamento periodontal: en casos de sobreobturacion la reacciéon
del ligamento periodontal depende principalmente del grado en que el cemento se
mezcla con el liquido tisular y restos de elementos de la preparacién biomecénica.

Puede producirse necrosis.

* Reacciones en el cemento: puede producirse su necrosis y reabsorcion.

* Reacciones del hueso alveolar: si el material se sobreobtura puede producir la
reabsorcion de la ldmina 6sea superficial. En otros casos se produce una reaccion

inflamatoria seguida de aposicion de nuevo hueso.

Analizando la composiciéon quimica de los diferentes selladores podemos encontrar
en ellos varias sustancias con efectos citotoxicos e irritantes. El eugenol es un agente
muy empleado en odontologia, compone la fase liquida de gran cantidad de cementos y

tiene efecto citotoxico y neurotoxico. Tiene una accién analgésica sobre el tejido pulpar
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inhibiendo la biosintesis de las prostaglandinas y efecto anestésico al inhibir la
conduccién nerviosa actuando asi como un anestésico local. Estudios sobre cementos de
6xido de zinc eugenol muestran que causan la alteracién la actividad de los macréfagos

en la respuesta inflamatoria (de Oliveira Mendes et al. 2002) (Ingle et al. 2002).

El formaldehido es un alcohol que forma parte de la composicién de gran parte de los
cementos de endodoncia. Su utilizacién se basa en su capacidad para provocar la fijacion
histolégica del tejido pulpar. Ademds se sabe que es un excelente agente antimicrobiano
con accién en hongos, bacterias y virus. Se sabe que es un agente alergénico y puede
causar necrosis 0sea y gingival. Una vez digerido por el organismo se degrada en dcido
férmico y es eliminado. Aunque no aparezca como componente en algunos selladores, el

formaldehido se detecta en gran cantidad de ellos. (Schwandt y Gound 2003).

Muchos de los materiales dentales utilizados para apicoformaciones, pulpotomias y
como apésito radicular estaban compuestos de hidroxido de calcio, pero estudios
realizados demostraron que el hidroxido de calcio por contacto prolongado con la
dentina, afecta negativamente a la fuerza y la resistencia a la fractura, esto trajo muchas
desventajas al utilizar estos materiales endodénticamente, por esta razén los materiales a
base de silicato de calcio sustituyeron a los de hidréxido de calcio como materiales de
reparacion de endodoncia debido a su sellado superior, la biocompatibilidad, y
capacidad regenerativa. Sus propiedades antibacterianas se atribuyen a su liberacién de
Ca(OH); en la hidrdlisis superficial de los componentes de silicato de calcio (Sawyer et.

al., 2012).

Los selladores endoddnticos a base de silicato de calcio estdn basados en el cemento
Portland, esto quiere decir que todos estos cementos estin compuestos de silicato de
Calcio (C3S+C,S), aluminatos de Calcio (C3;A), alumino-ferritos de Calcio (C4AF),
sulfatos de Calcio (CaSO4-gypsum), juntos con bajas concentraciones de impurezas
metélicas derivadas de minerales naturales usando materiales crudos (Enkel et. al.,

2008).
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2.2.1.1S0D1

La enzima superdéxido dismutasa (SOD), cataliza la dismutacién de superéxido en
oxigeno y peroxido de hidrégeno. Debido a esto es una importante defensa antioxidante

en la mayoria de las células expuestas al oxigeno. (McCord y Fridovich 1969)

En humanos existen tres formas de superéxido dismutasa. SODI se encuentra en el
citoplasma, SOD2 en las mitocondrias y SOD3 en el liquido extracelular. (Peskin y

Winterbourn 2000)

Superdxido es una de las principales especies reactivas del oxigeno en la célula y la
SOD tiene un papel fundamental como antioxidante. En diversos estudios se ha ilustrado
la importancia fisiolégica de SOD, la falta de este es culpable de severas patologias. Se
han realizado estudios con ratones en los cuales se demuestra que los que no presentan
SODI1 desarrollan una gran variedad de patologias, incluyendo hepatocarcinoma, una
acelerada pérdida de masa muscular relacionada con la edad, una temprana incidencia de
cataratas y una esperanza de vida reducida. La falta de SOD2 provoca muerte del
individuo sujeto a estudio (ratones) y a los pocos dias de nacer por estrés oxidativo
masivo. Los ratones carentes de SOD3 no muestran deficiencias obvias y tienen una

esperanza de vida normal.

Es por eso que el papel del SOD en las enfermedades se relaciona con algunas
mutaciones. El SODI estd relacionado con la esclerosis lateral amiotréfica familiar.

(Rouleau, et al 1996)

A fecha de mayo de 2010 se han encontrado 248 mutaciones en las SOD. Las
mutaciones en SOD1 pueden provocar ELA a través de un mecanismo que aun no es
comprendido, pero que no se debe a una pérdida de la actividad enzimadtica. La

sobreexpresion de SOD1 se ha relacionado con el sindrome de Down.
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2.2.1.2 IL- 6 (Interleucina 6)

La IL-6 ces una citosina que participa en la inmunidad innata, secretada por los
macréfagos, células T, células endoteliales y fibroblastos. Localizado en el cromosoma
7, su liberacién estd inducida por la IL-1 y se incrementa en respuesta a TNFa. Es una
citocina con actividad antiinflamatoria y proinflamatoria (Kindt et al. 2007)

Es un pirégeno endogéno que estimula en la hipéfisis la produccion de ACTH.
Interviene en la produccién de inmunoglobulinas, en la diferenciacién de linfocitos B,
activa a los linfocitos T citotxicos, células plasmaticas, modula la hematopoyesis y es
la responsable, junto con la IL-1, de la sintesis de proteinas de fase aguda hepatica, en
especial fibrindgeno. La interleucina 6 junto con la IL1 actdan con proteinas de la fase

aguda, por esta razén aumenta el sedimento de eritrocitos (Kuby et al. 2007).

2.2.1.3 CCL20

Una clase restringida de citocinas, llamadas quimiocinas, tienen actividad
quimiotéctica y recluta células especificas en el sitio en que la célula secreta esa citocina
(Kindt et al. 2007). Quimiocina (CC motivo) ligando 20 (CCL20), es un pequefio
citoquina que pertenece a la CC de quimioquinas de la familia. Es fuertemente
quimiotdctica para linfocitos y débilmente atrae neutrdfilos. CCL20 estd implicada en la
formacion y funcion de la mucosa tejidos linfoides a través de la quimio atraccion de
linfocitos y células dendriticas hacia las células epiteliales que rodean estos tejidos.
CCL20 provoca sus efectos sobre sus células diana mediante la unién y la activacion de

la del receptor de quimioquinas CCR6.

La expresion de CCL20 puede ser inducida por factores microbianos tales como
lipopolisacarido (LPS), y citoquinas inflamatorias tales como factor de necrosis tumoral
y el interferén-y , y las reguladas por IL-10. CCL20 se expresa en varios tejidos con alto
expresion observada en sangre periférica los linfocitos, los ganglios linfaticos, el higado,

el apéndice, pulm6n y los niveles mds bajos en el timo, testiculo, prdstata y estdmago.
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2.2.2 Pruebas de Biocompatibilidad

Las pruebas de biocompatibilidad buscan orientar el desarrollo y produccién de los
materiales dentales, a través de la biotécnica, para que estos guarden equilibrio entre sus
propiedades fisicas para las cuales son desarrollados, las propiedades bioldgicas y la
relacion con la cavidad oral y los tejidos dentarios. Un material odontolégico podria

ejercer un efecto toxico o un efecto inmunolégico (Martinez et. al., 2006).

Entre 1982 y 1987 el Council of Dental Materials, Instruments and Equipment of
American Nation Standard Institute/ American Dental Association (ANSI/ADA) aprob6
el documento No. 41, donde se indican las précticas estindar para la valoracion
bioldgica de los materiales dentales. Reconociendo la necesidad de disponer de métodos
normalizados de prueba y de pruebas secuenciales de los materiales para reducir el

nimero que habrian de probarse en la practica clinica (Sousa et. al., 2006).

1.- Pruebas Iniciales (Ensayo In Vitro e In Vivo)
Citotoxicidad
Hemodlisis
Prueba de Ames (Potencial de mutacion)
Prueba de Styles (Transformacion celular)
Toxicidad sistémica via oral
Toxicidad sistémica via peritoneal

Inhalacién aguda

2.- Pruebas secundarias
Basandose en los resultados de las pruebas iniciales, los materiales que resulten
prometedores son sometidos a una o mds pruebas en pequefios animales para estudiar
su potencial inflamatorio e inmundgeno.
Irritacién mucosa

Toxicidad dérmica
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Implantes subcutdneo
Implantes en hueso

Implante intramuscular

3.- Pruebas de uso
Los materiales que siguen siendo prometedores son sometidos a estas pruebas In
Vivo. Estas pruebas permiten identificar todos los efectos de los materiales dentales
sobre los tejidos en los que se vaya a utilizar.
Irritacién pulpar
Recubrimiento pulpar
Uso endoddntico

Implante dental

2.2.3 Citotoxicidad

Los materiales usados en endodoncia frecuentemente son colocados en contacto
directo con el tejido periodontotal. Esto es particularmente cierto para los materiales
usadas como selladores. Por lo que es esencial que los materiales selladores, ademads de
cumplir con otras demandas propias de los mismos, no sean toxicos si no que
biocompatibles para los tejidos periodontales. El potencial citotéxico es uno de los
parametros mds comunmente usado en estudios in vitro para determinar el grado de
biocompatibilidad de un material sellador endodéntico. Por lo general se trata de pruebas
simples y rdpidas por medio de las cuales se obtienen resultados cuantificables y por lo
tanto valiosos para poder evaluar la posibilidad de uso clinico de un material

determinado (Fernandez et al 2013).

Cuando un material investigado produce una reaccion citotoxica alta y constante con
algin método de investigacidn in vitro en cultivos celulares, es posible asumir que dicho
material también ejerza una alta toxicidad en tejidos vitales. El grado de toxicidad de un

material puede ser investigado por medio de su implantacion en tejido subcutdneo, 6seo
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o muscular de animales evaluando la reaccion tisular local causada y por medio de la
reaccion in vivo del tejido blando causado por el material a prueba en humanos o

animales (Wennberg y Hasselgren 1981).

Los resultados de las pruebas de citotoxicidad in vitro no pueden ser extrapoladas por
completo a una situacién in vivo , en donde se presentan sistemas multicelulares y
procesos immunoldgicos los cuales no es posible emular en su totalidad y complejidad

en el laboratorio (Fernandez et al. 2013).

2.3 Respuesta inflamatoria

La respuesta del organismo frente a una sustancia determinada se expresa por el
grado de inflamacion que ésta origina; la inflamacién es el mecanismo de reaccion del
tejido vascularizado frente a una agresion local. Existen distintas vias inflamatorias, cada
una de las cuales se lleva a cabo a través de una secuencia de eventos bioldgicos.
Muchos de los eventos individuales son controlados por citocinas, quimiocinas u otras
moléculas reguladoras pequefias, éstas son esenciales para la migracion leucocitaria
desde la circulaciéon hasta sitios de inflamacién, que en este contexto se llaman

mediadores inflamatorios (Snyderman et al. 1981).

Cualquier célula que participa en las reacciones inflamatorias se puede llamar célula
inflamatoria. Por tanto, el término es aplicable a multiples tipos diferentes de células.
Algunas residen por periodos prolongados en tejidos normales como las células cebadas
y macrofagos; otras células circundantes que penetran a los tejidos s6lo durante el
transcurso de una respuesta inflamatoria como son los linfocitos, neutréfilos, eosinéfilos,
basdfilos y plaquetas. Tres clases de células inflamatorias, neutréfilos, macréfagos y
linfocitos son las principales células efectoras de la mayor parte de las reacciones
inflamatorias o inmunitarias agudas. Por ello, es importante el uso de materiales
obturadores poco téxicos y por el contrario, estimuladores de la reparacion ya combatida

la infeccion, para evitar asi irritaciones quimicas persistentes (Snyderman et al. 1981).
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2.4. Técnicas Histologicas

Se denomina técnica histolégica al conjunto de procedimientos aplicados a un
material bioldgico, con la finalidad de prepararlo y conferirle las condiciones 6ptimas
para poder observar, examinar y analizar sus componentes morfoldgicos a través de los

microscopios fotonicos y electrénicos (Montalvo, 2010).

Existen dos formas de llevar a cabo la técnica histoldgica, ya sea por:
- Procedimientos inmediatos o vitales, en donde
- Procedimientos mediatos o post-vitales, el cual tiene por finalidad preparar
células, y organos precedentes de seres en donde los procesos vitales se han
detenido y es necesario conservar la estructura que tenian en vida. Para lograr esto

es necesario realizar los siguientes pasos:

1.- Toma de muestra
2.- Fijacion

3.- Inclusién

4.- Microtomia

5.- Coloracién o tincidén

6.- Montaje

2.4.1 Tincion

El procedimiento de coloracion o tincidén consiste en que una estructura celular o
tisular adquiere especificamente un color bajo la accién de una sustancia colorante. Se
considera que una estructura se ha coloreado o tefiido cuando al ser lavada con el liquido

que disuelve al colorante, no se decolora (Montalvo, 2010).

30



Se denomina sustancia colorante a aquella que puede transferir su color a otro
cuerpo. Existen diferentes técnicas y sustancias para llevar a cabo la tincién de los
tejidos de muestra, entre las mds conocidas estin Hematoxilina y Eosina, Azul de
Metileno, la Tionina, la Fuscina entre otros, los cuales algunas se basan en la

combinacion de sustancias dcidas y bdsicas.

2.4.1.1 Hematoxilina y Eosina

La coloracion de Hematoxilina y Eosina se considera como la técnica de tincién de
uso mds frecuente en el estudio de células y tejidos a través del microscopio foténico. El
método supone la aplicacion de la tincion de hematoxilina, que por ser catidnica o
basica, tifie estructuras dcidas (basofilas) en tonos azules y purpura, como por ejemplo
los nicleos celulares; y el uso de la Eosina que tifie componentes bésicos (dcidofilas) en
tonos de color rosa, gracias a su naturaleza aniénica o dcida, como el citoplasma. Como
resultado se de azul se tefiirdn el nucled celular y de rosa el citoplasma, la musculatura,

los glébulos rojos y la fibrina (Montalvo, 2010).

2.4.1.2 Tricromico de Masson

Al igual que otras tinciones tricromicas, es una técnica de coloracién especial que
permite visualizar claramente las fibras de coldgeno tipo I que forman fibras gruesas o
haces, disefiados para dar resistencia; también evidencia, aunque en menor intensidad,
las fibras reticulares. Se emplea tres colorantes para diferenciar el nicleo celular, el

citoplasma y las fibras de coldgeno.

Primeramente, se tifien las secciones con un tinte acido tal como la Escarlata de
Biebrich. Todos los tintes acidéfilos del tejido tales como el citoplasma, el musculo y el
coldgeno se unirdn a los tintes dcidos. Las secciones entonces se tratan con dcido
fosfotingstico y/o fosfomolibdico. Ya que el citoplasma es mucho menos permeable que
el colageno, los dcidos fosfotingsticos y fosfomolibdicos permiten que la Escarlata de

Biebrich difunda del coldgeno pero no del citoplasma. Los 4cidos fosfotingsticos y
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fosfomolibdicos tienen numerosos grupos dcidos que probablemente actiien como medio
de unién entre el coldgeno y el azul de Alanina. Como resultado se obtendrd que las
fibras de coldgeno se tefiirdn de azul y de color rojo la queratina, los glébulos rojos y el

tejido muscular (Montalvo, 2010).
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3. MARCO DE REFERENCIA

En varios estudios en donde se han analizado las propiedades de algunos cementos se
ha encontrado que el Sealapex presentar un pH adecuado y que a medida que transcurre

el tiempo, disminuian sus valores, lo cual lo hace un sellador biocompatible. (Fidel, et al

1995)

Existen estudios que muestran que todos los cementos de endodoncia actuales tienen
efecto citotoxico en cierto grado. Se comprobd que la toxicidad del AH Plus desaparece
a las cuatro horas de iniciarse la reacciéon de fraguado. AH Plus no produce muerte
celular con la técnica “root- doping”, no debe considerarse citotoxico (AH Plus,

Cortisomol y Sealapex). (Biedma, et al 2006)

Se realiz6 un estudio para comparar la capacidad del cemento Portland para evitar la
filtraciéon coronal. Cada diente se inserté en un tubo de silicona (depdsito bacteriano)
con la regién que contiene la perforacién que sobresale a través del extremo. El sistema
se esterilizd y se colocé en un matraz de vidrio que contiene medio de infusiéon de
cerebro y corazon estéril (BHI). Los depodsitos se llenaron con la saliva humana
mezclada en BHI y el sistema se incub6 a 37 grados C y comprobarse diariamente para
la aparicién de turbidez en el caldo BHI durante los siguientes 50 dias. Cemento

Portland y MTA tienen una capacidad similar para sellar. (De-Deus, et al 2006)

Martinez y cols. En el 2009 realizaron un estudio con el fin de comparar la
biocompatibilidad de cemento Portland con MTA en 24 ratas Wistar macho. Se
colocaron 3 tubos de silicio en el dorso subcutdneamente en cada animal: un tubo
contenia MTA, otro Portland y el otro era un tubo vacio. Las ratas se sacrificaron en 3
grupos de 8 animales en 7, 14 y 30 dias del postoperatorio, respectivamente. Los tejidos
se fijaron en formalina tamponada al 10%, embebidos en parafina, y secciones en serie
se cortaron y se tifieron con hematoxilina y eosina, tricromico de Masson y tincién de
Luna. En el dia 7, los tubos vacios muestran un infiltrado inflamatorio leve. En el grupo

de cemento Portland se observé un infiltrado inflamatorio con algunos eosinoéfilos. El

33



grupo MTA mostré un infiltrado similar sin eosinéfilos y presencia de abundante
necrosis tisular y numerosas células gigantes multinucleadas de cuerpo extrano. En el
dia 14, el infiltrado crénico con eosindfilos persistié. Al dia 30, todos los 3 grupos
mostraron coldgeno tejido fibroso maduro. Se concluyé que el MTA y el cemento
Portland inducen un infiltrado inflamatorio crénico, necrosis y células gigantes de
multinucleadas, predominado en el grupo de MTA. En el grupo de cemento Portland se

observaron numerosos eosinéfilos en todos los periodos de observacion.

Silveira y cols. En el 2011 realizaron un estudio para evaluar la biocompatibilidad
subcutdnea de: Epiphany, AH Plus, Pulp Canal Sealer y Sealapex. Tubos de polietileno
que contiene los materiales ensayados fueron insertados en el tejido conectivo. Los
implantes fueron retirados después de 7, 15 y 30 dias, y se procesaron, tifieron y se
examinaron las muestras de tejido al microscopio Optico. El andlisis descriptivo
considerado: espesor de la capsula fibrosa, la gravedad de la reaccion inflamatoria, y la
presencia de células gigantes. Después de 7 dias, todos los selladores inducirian una
reaccion inflamatoria de moderada a severa. Después de 15 dias, Epiphany y AH Plus
mostraron una reaccion inflamatoria moderada, mientras que Pulp Canal sellador y
Sealapex inducen reacciones inflamatorias graves y leves. Después de 30 dias, se
observaron reacciones inflamatorias leves de la Epiphany, Sealapex y AH Plus. Sealapex
induce la respuesta inflamatoria mds bajo en todos los periodos de evaluacion, y sélo
Pulp Canal sellador no mostraron una disminucion en la reaccién inflamatoria en el

tiempo.

Se realiz6 un estudio con el objetivo de evaluar y comparar la capacidad de absorcion
de agua, solubilidad y sellado apical en el cual se lleg6 a la conclusion de que todos los
selladores probados excepto Sealapex, cumplen los requisitos de la norma ANSI/ ADA
para la solubilidad y no se encontr6 diferencia entre AH Plus y iroot sp en términos de

capacidad de sellado apical. (Ersahan y Aydin 2013)

Otros estudios han comparado la citotoxicidad, la respuesta inflamatoria, el efecto

osteogénico, y el mecanismo de sefializacion de estas actividades bioldgicas de 4
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selladores de conductos radiculares como: Sealapex, ARS, MTA y iRoot SP en las
células del ligamento periodontal. Los niveles de mediadores inflamatorios se midieron
mediante ensayo de inmunoabsorcioén ligado a enzimas, la reacciéon en cadena de la
polimerasa de transcripcion inversa, y andlisis de transferencia Western. Potencial
osteogénico se evalud por la actividad de la fosfatasa alcalina, tincién con rojo de
alizarina, y genes marcadores por transcripcién inversa-reaccion en cadena de la
polimerasa. Las vias de transduccion de sefiales se examinaron mediante transferencia
Western. Se muestran por primera vez que ARS, MTA Fillapex, e iRoot SP inducen una
menor expresion de mediadores de la inflamaciéon y mejoran la diferenciacién
osteoblastica de PDLCs a través de la via de sefializacién mediada por la integrina en

comparacion con Sealapex. (Chang, et al 2014)

Para evaluar la biocompatibilidad de dos selladores se utilizaron 30 ratas hembras
divididos en dos grupos de 15. Cada uno recibi6 implantes subcutaneos: rellenos de AH-
Plus y Obtuseal. Después del 11, 14, y 45 dias, se realiz6 una biopsia, se fijaron y se
procesaron para la evaluacion histologica. Se observaron componentes inflamatorios
celulares, tales como linfocitos y macréfagos. Los datos fueron analizados utilizando
Kruskal-Wallis y pruebas Connover. En el dia 7, la infiltracién de linfocitos aumento en
ambos grupos. Sin embargo, la infiltracién de macréfagos aumenté sélo en el grupo de
AH Plus. A los 14 y 45 dias, infiltraciones de linfocitos y macréfagos se redujeron.
Después de 45 dias, Obtuseal produjo una reaccidon tisular satisfactoria; fue
biocompatible. Sobre la base de los resultados obtenidos, se concluyé que Obtuseal

provoco una reaccion del tejido satisfactorio asi como el AH-plus. (Simsek, et al 2015)

Konjhodzic-Prcic y cols. realizaron un estudio in vitro para evaluar la
biocompatibilidad de cuatro selladores endoddnticos en el cultivo de células de
fibroblasto, a través de la citotoxicidad. Se utilizaron Guttaflow (Roeko) de silicona, AH
Plus (De Tray-Dentsply) resina epoxi basada, sellador Apexit (Vivadent) hidréxido de
calcio basado y EndoREZ (Ultradent) metacrilato basado. Segun los resultados de este

estudio se puede concluir: los cuatro selladores mostraron diferentes efectos de
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citotoxicidad en lineas celulares primarios de fibroblastos gingivales humanos.

(Konjhodzic, et al 2015)

Se han hecho estudios para evaluar las propiedades de los selladores a base de
cemento Portland en comparacion con los selladores convencionales: AH Plus, MTA
Fillapex y Sealapex. Los materiales se ensayaron para determinar el tiempo de fraguado,
resistencia a la compresion, flujo, espesor de la pelicula, radiopacidad, solubilidad,
estabilidad dimensional y liberacién de formaldehido. Los datos fueron sometidos a
ANOVA y Tukey. El cemento Portland tuvo valores similares a los materiales
convencionales, pero de mayor espesor de la pelicula y menor radiopacidad. De manera
similar a AH Plus, Portland se asociaron con la expansiéon dimensional y menor
solubilidad en comparacién con MTA Fillapex y Sealapex. Ninguno de los selladores
endodonticos que se evaluaron libera formaldehido después de la mezcla. Con la
excepcion de radiopacidad, los selladores a base de cemento Portland de endodoncia
experimentales presentan propiedades fisicoquimicas de acuerdo a las especificaciones

ANSI/ ADA e ISO 6876 (Viapiana, et al 2013).

En otro estudio realizado por Topalian en el 2002 se realizé un estudio in vivo
mediante los métodos MTT y CV para observar los efectos citotoxicos del Sealapex. Se
pudo observar que se produjo la mayor alteracion citotéxica en los cultivos de
macréfagos en todos los periodos de evaluacion. Se encontré marcada ruptura celular y
fragmentacion. Se evidencid en este grupo el halo méds amplio de lisis de macréfagos en
contacto con el sellador. Aquellos macréfagos a distancia del sellador mostraron
cambios en la apariencia del citoplasma. Esta toxicidad se adjudica a la pronunciada

alcalinidad del material.

Miletic y col. realizaron un estudio para evaluar el efecto citotoxico de AH26, AH
Plus. Se usaron dos lineas celulares, células HelLa (carcinoma cervical humano y 1.929
(fibroblastos cutdneos de ratén). Se prepararon los selladores bajo condiciones asépticas
y se cubrieron con suspension celular. La toxicidad se estimé determinando el nimero

viable de células con un microscopio de luz, asi como el nimero total de células
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presentes a las 24, 48 y 120 horas luego de la exposicion de las células a los materiales.
Los resultados obtenidos en este estudio evidenciaron que AH Plus presenta un marcado
potencial citotéxico seguido por AH26. Se dice que esto se debe a la presencia de
formaldehido, que es liberado recién mezclado. Ademds que contienen un componente

de resina epoxica que pueden ser otra causa de la citotoxicidad de ambos materiales.
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4. JUSTIFICACION

La biocompatibilidad de los materiales es un requisito relevante. Los cementos
selladores juegan un papel muy importante, debido a que estdn en contacto directo con
los tejido perirradiculares, ya que algunos de los componentes presentes en estos
materiales podrian producir una irritacién o incluso la degeneraciéon de los tejidos
circundantes. Por lo tanto el presente estudio se llevard a cabo para evaluar la

biocompatibilidad de AH Plus, Sealapex y cemento Portland.
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5. HIPOTESIS

Los cementos endodénticos AH Plus, Sealapex y cemento Portland presentan una

biocompatibilidad semejante.
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6. OBJETIVO

6.1 Objetivo general

Evaluar la biocompatibilidad de los cementos AH Plus, Sealapex y cemento Portland.

6.2 Objetivos especificos

- Evaluar la reaccién inflamatoria presente en respuesta AH Plus, Sealapex y cemento

Portland.

- Analizar la presencia de SOD 1, IL-6 y CCL-20 en respuesta a AH Plus, Sealapex y

cemento Portland.

- Contrastar los resultados obtenidos.
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7. MATERIALES Y METODOS

Se emplearon 32 ratones de la especie Mus musculus de la cepa BALBc de 8 semanas
de edad.

Para poder ser incluidos en este estudio los ratones debieron cumplir con los
requisitos que rige la NOM-062-Z00-1999, la cual senala técnicas para la produccidn,

cuidado y uso de los animales de laboratorio.

7.1 Descripcion del Procedimiento.

7.1.1 Inoculacion de los cementos

Cada rat6n fue anestesiado con una inyeccion intramuscular de 10 mg/ 100 g de peso

de clorhidrato de ketamina asociado con 0,05 mg / ml de xilazina.

Una vez que el ratén ya ha sido anestesiado, se procedid a la inoculacién de los
cementos, siendo cada grupo conformado por 4 ratones, 1 grupo control de suero
fisiolégico y 3 grupos experimentales de AH Plus (Dentsply), Sealapex (Patterson
Dental), cemento Portland (Cemento Monterrey), los cuales fueron preparados de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Los cementos fueron diluidos en suero

fisiologico para facilitar su colocacion dentro del tejido.

Habiendo realizado la inoculacion de cada cemento se colocd un punto de color sobre
la piel donde fue realizada la puncién, para poder ser localizada el drea con mds

facilidad cuando se llevd a cabo la toma de muestra.

7.1.2 Toma de muestras

Antes de llevar a cabo la toma de muestra se procedié a rasurar la parte dorsal, la cual

habia sido previamente marcada con un plumon.
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A las 24 horas y 7 dias de haber realizado la inoculacién de los cementos se
sacrificaron a dos ratones de cada grupo, esto se realiz6 mediante la dislocacion cervical

de cada uno de ellos.

Para llevar a cabo la toma de la muestra se corté la zona en donde se realizd la

inoculacion del cemento.

Después de haber sido recolectada cada muestra fue colocada en un frasco de vidrio

el cual contenia paraformaldehido al 4% para ser fijada.

7.1.3 Técnica histolégica de parafina

Después de que las muestras fueron fijadas con paraformaldehido al 4%, fueron
deshidratadas en alcohol etilico de mayor a menor concentracion y aclaradas en xilol,

posteriormente se incluyeron en parafina.

Una vez que la parafina solidificara se cortaron los excesos hasta que solo quedara un

cubo el cual contenia la muestra.

Después se precedid a realizar los cortes de cada muestra utilizando el micrétomo

rotatorio de la marca Microm modelo HM340E.

El corte obtenido se recoge del agua con el portaobjeto previamente identificado con
el nimero de muestra, en donde se deja secar para después llevar a cabo las tinciones

histolégicas necesarias.
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7.1.4 Tincion de corte histolégico

7.1.4.1 Hematoxilina y Eosina

Los portaobjetos se colocaron en una gradilla de vidrio la cual se fue introduciendo
en cada uno de las diferentes sustancias, de acuerdo al siguiente orden: Xilol durante 5
minutos, alcohol al 100% durante 3 minutos, alcohol al 70% durante 3 minutos, alcohol
al 50 % durante 3 minutos, hematoxilina durante 5 minutos, enjuague con agua hasta
que salga limpia, eosina durante 3 minutos, enjuague con alcohol al 70% hasta que este
salga limpio, alcohol al 90% por un minuto, alcohol al 100% durante un minuto, alcohol
al 100% durante un minuto, alcohol-Xilol durante 5 minutos, xilol durante 5 minutos,

xilol hasta que las muestras se monten.

7.1.4.2 Tricromico de Masson

Cada sustancia a utilizar fue colocada en un recipiente de vidrio previamente
identificado y los portaobjetos se colocaron en una gradilla la cual se fue introduciendo
en cada uno en las diferentes sustancias, de acuerdo al siguiente orden: xilol durante 5
minutos (2 veces), alcohol al 100% durante 5 minutos, alcohol al 80% durante 5
minutos, alcohol al 60% durante 5 minutos, alcohol al 50% durante 5 minutos, agua
destilada 5 minutos, bouin 1 hora a temperatura ambiente, agua corriente, hasta quitar el
exceso de tincidén amarilla, agua destilada, realizar tres cambios hematoxilina de Weigert
durante 10 minutos, agua corriente durante 10 minutos, agua destilada, realizar tres
cambios, escarlata de Biebrich durante 5 minutos, agua destilada, realizar dos cambios,
acido fosfotingstico-fosfomolibdico durante 15 minutos, agua destilada, realizar tres
cambios, azul de Alanina durante 6 minutos, agua destilada, realizar tres cambios, dcido
acético glacial 1% durante 3 minutos, agua destilada durante 5 minutos, alcohol a 70%
durante 3 minutos, alcohol al 96% durante 3 minutos, alcohol al 96% durante 3 minutos,
alcohol al 100% durante 3 minutos, alcohol al 100% durante 3 minutos, alcohol-Xilol

durante 3 minutos, xilol durante 3 minutos, xilol hasta que las muestras se monten.

43



7.1.5 Evaluacion de la inflamacion

Grado I: Sin filtrado inflamatorio

Grado II: Leve filtracién de células inflamatorias y ondulados depdsitos de fibra de

coldgeno y fibrosis.

Grado III: Densa filtracién de células inflamatorias, dreas limitadas de edema tisular y

congestion vascular.

Grado IV: Filtracion muy densa de células inflamatorias agudas y crénicas, areas

edematosas generalizadas y congestion vascular junto con depdsitos de fibrina.

(Cox et. al., 1996; Robbins et. al., 1991)

7.1.6 Técnica inmunocitoquimica

La Técnica de Inmunocitoquimica se realizé de la siguiente manera:

1.

Los portaobjetos se colocaron en el horno a 70° aproximadamente durante 5
minutos, hasta que se disolviera la parafina.
Se desparafiniza con xilol durante 15 minutos 2 veces.
Se coloca en alcohol + xilol (250 ml. de alcohol mas 250 ml. de xilol) durante 5
minutos.
Hidratar con alcoholes de grado decreciente.

- Alcohol al 100% durante 5 minutos.

- Alcohol al 90% durante 5 minutos.

- Alcohol al 70% durante 5 minutos.

- Alcohol al 50% durante 5 minutos.

. Para eliminar la peroxidasa enddgena, los cortes se colocan en una solucién de

500 ml de Metanol + 4.95 ml. de Peréxido de Hidrogeno al 30% durante 20
minutos.

Colocar en alcohol al 50% durante 5 minutos.

Lavar con solucién Buffer PBS sin tritéon pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.

e Para 2 litros de H,O,
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- Fosfato de Sodio Dibésico (Na;HPO,): 43.6 gr.

- Fosfato de Sodio Monobésico (NaH,PO4H,0): 12.8 gr.
8. Lavar con solucién Buffer PBS con triton pH 7.2 - 7.4 durante 10 minutos.

e Para 2 litros de H,O,

- Fosfato de Sodio Dibésico (Na;HPOy): 43.6 gr.

- Fosfato de Sodio Monobasico (NaH,PO4H,0): 12.8 gr.

- Tritén X-100: 2 ml.
9. Lavar con solucién Buffer PBS sin tritéon pH 7.2 - 7.4 durante 5 minutos.
10. Colocar pap-pen sobre la laminilla alrededor del corte histolégico.

11. Incubacion de los primeros anticuerpos

e AntiIL-6
e Anti CCL20
e Anti SOD1

11.2 Se utilizaron un total de 24 laminillas, por lo cual fueron 8 laminillas por
cada anticuerpo, en cada laminilla se coloc6 160 pl. del anticuerpo
utilizado y se dej6 incubando por 24 horas a temperatura ambiente.

Lavar por separado las laminillas de cada anticuerpo en solucién Buffer
PBS con tritén pH 7.2-7.4 durante 15 minutos.
12. Incubacién del segundo anticuerpo.
e Goat F(ab")* Polyclonal secondary antibody to rabbit IgG (Fab")*
(HRP) pre-adsorbed ab6112, 1.000 mg/ml, liquido marca Abcam, se
prepar6 con 5 ml. de Buffer PBS sin triton en combinacién con 15
ul. del anticuerpo.
12.1 Se colocé 160 pl. del segundo anticuerpo en cada laminilla y se dejo
incubar por 2 horas a temperatura ambiente.
13. Lavar por separado las laminillas de cada anticuerpo en solucién Buffer PBS sin
tritén pH 7.2-7.4 durante 15 minutos.
14. Aplicacion del DAB al 0.05% + H,0, al 0.04%
- 5mg. DAB
- 13 ul. H,0,

- 10 ml. Buffer sin triton
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15.1 Aplicar 166 pul. en cada laminilla.
15.2 Dejarlo durante 40 a 50 segundos.
15. Lavar con Buffer PBS sin triton pH 7.2-7.4 durante 5 minutos.
16. Contrastar con hematoxilina por 2 minutos
17. Deshidratar con alcoholes de menor a mayor concentracion.
a. OH 50% durante 5 minutos.
b. OH 60% durante 5 minutos.
c. OH 70% durante 5 minutos.
d. OH 100% durante 5 minutos.
18. Se coloca en alcohol + xilol (250 ml. de alcohol + 250 ml. de xilol) durante 5
minutos.
19. Aclarar con xilol durante 15 minutos 2 veces.

20. Montaje con resina sintética y cubreobjetos.

Una vez que estuvieron listas las muestras se observaron bajo el microscopio fotonico
para analizar la presencia de células inmunoreactivas a las citocinas proinflamatorias IL-

6, SOD1 y CCL20.

7.1.7 Analisis Morfométrico

Se realiz6 un andlisis morfométrico de las tinciones de inmunocitoquimica para cada
una de las tres sustancias (IL-6, SOD1, CCL20).

Para llevar a cabo el analisis estadistico se realizé un conteo morfométrico, en donde
se seleccionaron 5 laminillas de inmunocitoquimica de cada uno de los cementos
utilizados y se les realiz6 un contraste con la tincién de Hematoxilina y asi poder
distinguir las células positivas a las citocinas proinflamatorias utilizadas. Se observaron
al microscopio 2 cortes por cada laminilla y en cada uno de los cortes se observaron 5
campos, dando como total 10 campos por laminilla y 50 campos por cada cemento,

sacando el promedio de células inmunoreactivas positivas a IL-6, CCL20 y SODI.
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7.1.8 Analisis Estadistico

Los valores obtenidos de la cantidad de células inmunoreactivas en cada uno de los
campos fueron comparados con los resultados de los controles, ademds se compararon
los resultados entre los diferentes cementos. Se utilizé la prueba estadistica T de Student

para obtener los valores de (P=0.05)
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8. RESULTADOS

8.1 Grado de reaccion inflamatoria

Para evaluar la reaccidon inflamatoria de la piel dorsal de raton producida por los
diferentes cementos endoddnticos se utilizaron los criterios de Robbins y Cox., en los
cuales se clasifica en grado I cuando no hay presencia de filtrado inflamatorio, grado 11
con una presencia leve de células inflamatorias y ondulados depdsitos de fibra de
coldgeno y fibrosis, en el grado III se observa una densa filtracion de células
inflamatorias, edema tisular y congestiéon vascular y en el grado IV hay presencia de

células inflamatorias agudas y cronicas, dreas edematosas generalizadas y congestion

vascular junto con depdsitos de fibrina.

Tabla No. 1

“Grado de reaccion inflamatoria presentada por los diferentes cementos”

Cemento Tiempo Hematoxilina y Eosina Tricromico de Masson
AH Plus 24 horas Grado I1I Grado III

7 dias Grado 11 Grado 11
Sealapex 24 horas Grado III Grado III

7 dias Grado II Grado I1
Portland 24 horas Grado I1I Grado 1II

7 dias Grado 11 Grado 11
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8.2. Evaluacion de cortes

8.2.1 AH Plus

8.2.1.1 Hematoxilina y Eosina

; ‘i*ir. ¥

Fig.2 7 dias

Fotomicrografia de corte histolégico de piel de ratén inoculados con
cemento AH Plus, tefiidas con hematoxilina y eosina en donde se
puede observar inflamacién moderada a las 24 horas y leve a los 7
dias.

8.2.1.2 Tricromico de Masson

Fig:3 24 horas Fig.4 7 dias

Corte histolégico de piel de ratén inoculado con cemento AH Plus,
tefiidas con Tricrémico de Masson en donde al igual que las
fotomicrografias anteriores se observa inflamaciéon moderada a las 24
horas y leve a los 7 dias.
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8.2.2 Sealapex

8.2.2.1 Hematoxilina y Eosina

Fotomicrografias de piel de ratones inoculados con cemento Sealapex,
teflidas con hematoxilina y eosina en donde se puede observar
inflamacién moderada a las 24 horas y leve a los 7 dias.

8.2.2.2 Tricromico de Masson

Fig.7 Fig.8 .

24 horas 7 dias
Fotomicrografia de piel de ratén inoculados con cemento AH Plus,
tefiidas con Tricromico de Masson en donde se puede observar
inflamacién moderada a las 24 horas y leve a los 7 dias.
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8.2.3 Cemento Portland

8.2.3.1 Hematoxilina y Eosina

24 horas 7 dias

Fotomicrografias de piel de ratén inoculados con cemento Portland,
tefiidas con hematoxilina y eosina en donde se puede observar inflamacién
moderada a las 24 horas y leve a los 7 dias.

8.2.3.2 Tricromico de Masson

Fotomicrografia de piel de ratén inoculados con cemento Portland, tefiidas
con Tricrémico de Masson en donde se puede observar inflamacién
moderada a las 24 horas y leve a los 7 dias.
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8.2.4 Grupo control

8.2.4.1 Hematoxilina y Eosina

24 horas ' 7 dias

Fotomicrografias de piel de ratén inoculados con suero fisioldgico, teniidas
con hematoxilina y eosina en donde se puede observar ausencia de
inflamacién moderada a las 24 horas y a los 7 dias.

8.2.4.2 Tricromico de Masson

: g 7z ‘& y Q > '
Fig.15 24 horas Fig.16 7 dias
Fotomicrografia de piel de raton inoculados con suero fisioldgico, tefiidas

con Tricromico de Masson en donde se puede observar un tejido normal a
las 24 horas y a los 7 dias.

52



8.3 Fotomicrografias de inmunoreactividad a SOD1, CCL20 y IL-6

8.3.1 AH Plus

Fig.17

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de raton
tratado con AH Plus, a las 24
horas, donde se observan varias
células inmunoreactivas a SOD1.

Fig.19

Fotomicrografia al microscopio
de campo claro de la dermis de
raton tratado con AH Plus, a las
24 horas, donde se observan
células Inmunoreactivas a

CCL20.

Fig.18

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de raton
tratado con AH Plus, a los 7 dias,
donde se observan varias células
inmunoreactivas a SOD1.

Fig.20

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de ratén
tratado con AH Plus, a los 7 dias,
donde se observan algunas células

inmunoreactivas a CCL20.
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Fig.21

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de ratén
tratado con AH Plus, a las 24
horas, donde se observan varias
células inmunoreactivas a IL-6.

8.3.2 Sealapex

Fig.23

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de ratén
tratado con Sealapex, a las 24 horas,
donde se observan varias células
inmunoreactivas a SOD1.

Fig.22

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de raton
tratado con AH Plus, a los 7 dias,
donde se observa una célula

inmunoreactiva a IL-6.

Fig.24

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de ratén
tratado con Sealapex, a los 7 dias,
se observa una célula

inmunoreactiva a SOD1.
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Fig.25

Fotomicrografia al microscopio
de campo claro de la dermis de
ratén tratado con Sealapex, a las
24 horas, podemos observar

células inmunoreactivas a
CCL20.

»
Fig.27

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de raton
tratado con Sealapex, a las 24 horas,
donde se observan células
inmunoreactivas a IL-6.

Fig.26

Fotomicrografia al microscopio
de campo claro de la dermis de
ratén tratado con Sealapex, a
los 7 dias, donde se observa

una célula inmunoreactiva a

CCL20.

Fig.28

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de ratén
tratado con Sealapex, a los 7 dias,
donde se observa solo una célula

inmunoreactiva a IL-6.
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8.3.3 Cemento Portland

Fig.29

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de raton
tratado con cemento Portland, a las
24 horas, donde se observan varias
células inmunoreactivas a SOD1.

Fig.31

Fotomicrografia al microscopio
de campo claro de la dermis de
raton tratado con cemento
Portland, a las 24 horas, donde se
observan varias células
inmunoreactivas a CCL20.

Fig.30

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de raton
tratado con cemento Portland, a los
7 dias, donde se observa una célula
inmunoreactiva a SOD1.

Fig.32

Fotomicrografia al microscopio

de campo claro de la dermis de

raton tratado con cemento

Portland, a los 7 dias, donde se

observa una célula

inmunoreactiva a CCL20.
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Fig.33

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de ratén
tratado con cemento Portland, a las 24
horas, donde se observan varias
células inmunoreactivas a IL-6.

8.3.4 Grupo control

Fig.35

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de ratén
control, a las 24 horas, no se

observan células inmunoreactivas
a IL-6.

Fig.34

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de ratén
tratado con cemento Portland, a los 7
dias, donde se observa una célula

inmunoreactiva a IL-6.

Fig.36

Fotomicrografia al microscopio
de campo claro de la dermis de
ratén control, a los 7 dias, no se

observan células inmunoreactiva

a IL-6.

57



Fig.37

Fotomicrografia al microscopio de
campo claro de la dermis de ratén
control, a las 24 horas, no se

observan células inmunoreactivas a
CCL20.

Fig.38

Fotomicrografia al microscopio
de campo claro de la dermis de
ratén control, a los 7 dias, no se

observan células inmunoreactiva

a SOD1.
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8.4 Inmunoreactividad
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La grafica 1 muestra la media y desviacion estandar de células inmunoreactivas a CCL20,
se observa mas numero de estas células a las 24 horas en comparacion a los 7 dias.

24 HORAS (Tabla 2)

Valor de “p”  Control AH Plus Sealapex Portland
Control 0.057 0.046 0.069
AH Plus 0.0573 0.1267 0.896
Sealapex 0.0964 0.0897 0.769
Portland 0.0697 0.093 0.255

7 DIAS (Tabla 3)

Valor de “p”  Control AH Plus Sealapex Portland
Control 0.1756 0.2598 0.0745
AH Plus 0.1756 0.789 0.976
Sealapex 0.2598 0.643 0.856
Portland 0.0945 0.721 0.962
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La grafica 2 muestra la media y desviacion estdndar de células inmunoreactivas a IL-6, se
observa mas numero de estas células a las 24 horas en comparacién a los 7 dias.

24 HORAS (Tabla 4)

Valor de “p”  Control AH Plus Sealapex Portland
Control 0.789 0.0831 0.875
AH Plus 0.0789 0.765 0.742
Sealapex 0.0831 0.234 0.612
Portland 0.875 0.678 0.326

7 DIAS (Tabla 5)

Valor de “p”  Control AH-Plus SEALAPEX PORTLAND
Control 0.145 0.189 0.0956
AH Plus 0.145 0.876 0.581
Sealapex 0.189 0.876 0.379
Portland 0.0956 0.421 0.389

60




SOD1

1.6 -
1.4 -
1.2

Control

24 HRS

Control

7 DIAS

AH Plus AH Plus
24 HRS 7 DIAS

24 HRS 7 DIAS

24 HRS 7 DIAS

1 -
0.8
0.6
0.4
0.2

0 -

PORTLAND PORTLAND SEALAPEX SEALAPEX

La grafica 3 muestra la media y desviacion estandar de células inmunoreactivas a SOD1,
se observa mas nimero de estas células a las 24 horas en comparacion a los 7 dias.

24 HORAS (Tabla 6)

Valor de “p”  Control AH Plus Sealapex Portland
Control 0.0567 0.0647 0.0732
AH Plus 0.0567 0.231 0.357
Sealapex 0.0647 0.0875 0.276
Portland 0.0732 0.125 0.129

7 DIAS (Tabla 7)

Valor de “p”  Control AH Plus Sealapex Portland
Control 0.256 0.245 0.174
AH Plus 0.256 0.598 0.498
Sealapex 0.245 0.962 0.853
Portland 0.174 0.731 0.899
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9. DISCUSION

En la presente investigacion se tomaron muestras de la piel dorsal de 24 ratones de la
especie Mus musculus, para evaluar la biocompatibilidad presentada a las 24 horas y a

los 7 dias de AH Plus, Sealapex y cemento Portland utilizados en endodoncia.

Pawinska y cols. realizaron un estudio en el 2015 en el cual se llegd a la conclusion
de que la mayoria de los selladores de conducto radicular probados después del
endurecimiento fueron bien toleradas por los fibroblastos gingivales humanos. S6lo dos
materiales se caracterizan por su alta toxicidad: con metacrilato (Epifania) e hidréxido

de calcio (Sealapex).

Scelza y cols. en el 2012 realizaron un estudio utilizando fibroblastos humanos,
comparando la citotoxicidad de algunos de los selladores (Real Seal SE, AH Plus,
GuttaFlow, Sealapex, Roth 801, and ThermaSeal) que cominmente se utilizan, se
evaluaron resultados al dia 1, 7, 14, 21 y 28, se llegd a la conclusiéon de que todos
presentaban cierto grado de citotoxicidad, sin embargo el sealapex presentaba un grado

mayor al resto de los objetos a estudio.

El proposito del estudio realizado por Camps y About en el 2003 fue comparar la
citotoxicidad de AH Plus, Cortisomol y Sealapex. Después de 24-h la citotoxicidad de L
929 con el ensayo MTT. AH Plus era no citotéxico, Cortisomol mostr6 una alta
citotoxicidad disminuyendo con el tiempo y Sealapex aparece una alta citotoxicidad que
no disminuye con el tiempo. La alta citotoxicidad de Sealapex disminuy6 con el tiempo,

pero la citotoxicidad de AH Plus y Cortisomol no lo hizo.

Con los resultados ya mencionados anteriormente, se puede observar que el AH Plus
no presenta algun tipo de filtrado inflamatorio, asi como la presencia de de células
inmunoreactivas a IL-6, SOD 1 y CCL20, fue positivo en las muestras obtenidas a las 24
horas, coincidiendo con lo mencionado por Biedma et al en el 2006, en donde se

concluye que en el AH Plus se desaparece la toxicidad a las cuatro horas de iniciarse la
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reaccion de fraguado y a su vez no produce muerte celular con la técnica, por lo que se

considera que el AH Plus no es citotéxico y presenta una gran biocompatiblidad.

Por otra parte al observar las muestras a los 7 dias de la inoculacién de los cementos
se observd una leve presencia de células inflamatorias, asi como de células
inmunoreactivas a IL-6, SOD-1 y CCL-20. Concordando con lo encontrado en el estudio
de Simsek, et al en el 2015, donde mencionaron que el AH Plus produce

significativamente mds inflamacién a los 7 dias en comparacién con el Portland.

Otro estudio realizado por Konjhodzic et al, en el 2015 informé la presencia de
necrosis tisular, debido a la citotoxicidad en lineas celulares primarios de fibroblastos
gingivales humanos en diversos materiales endoddnticos entre los mencionados en su

estudio encontramos los que estdn sujetos a investigacion en este trabajo.

En otro estudio realizado en el 2013 por Viapiana y colaboradores en el cual se
estudian diferentes selladores endodénticos. Se concluyé que el AH Plus y el cemento
Portland presentan mejores propiedades que el Sealapex. También se concluyd que
ninguno de los selladores endoddnticos que se evaluaron libera formaldehido después de

la mezcla, lo cual es beneficioso en la biocompatibilidad de los cementos selladores.

Sealapex no ha sido ampliamente estudiado en cuanto a la biocompatiblidad que este
pudiera presentar, ya que en la literatura se pudo encontrar mds articulos que hablan
acerca de su citotoxicidad, en donde autores como Biedma y colaboradores en el 2006,
entre otros han mencionado que el Sealapex presenta baja citotoxicidad, esto al ser

investigado utilizando fibroblastos gingivales.

Estudios tales como los de H Schweiki y cols.,, y los de Bi Cohen y cols.,
determinaron que las muestras analizadas de AH Plus y AH 26 eran citotéxicas, aunque
se hallaron resultados citotéxicos similares en otros cementos de obturacién de
conductos radiculares. Otros autores, en cambio, afirmaron que AH Plus tenia una

marcada menor toxicidad que el AH 26 in vitro, tanto en cultivos con hepatocitos de rata
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(Huang, et al 2000), como en células pulpares y dérmicas de ratén. (Kotilaouzidou 1998)
Asimismo, segin S Jukic y cols., AH 26 fue mucho mas mutagénico para el cultivo,
tanto inmediatamente tras la mezcla, como un mes después, que AH Plus. NG Azar y
cols., encontraron que la citotoxicidad de AH Plus se reducia a las 4 primeras horas tras
la mezcla, mientras que otros selladores tenian un efecto mucho mas prolongado en el

tiempo, incluso 5 semanas.

Por otro lado, existen estudios que afirman que AH Plus no se asocia a la aparicién
de mutaciones o cancer, causando dnicamente minimas o incluso nulas lesiones
celulares, e incluso MR Leonardo y cols., hallaron que tras la obturaciéon del canal
radicular con AH Plus y gutapercha, no se apreciaban células inflamatorias ni areas de

NEeCrosis.
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10. CONCLUSIONES

Gracias a los resultados experimentales mencionados en el presente estudio podemos
concluir que:

- Tanto el AH Plus, Sealapex y el cemento Portland presentan una buena
biocompatibilidad, ya que se presentd una filtracién de células inflamatorias con un
ligero edema tisular a las 24 horas, el cual fue desapareciendo al ser comparado con
las muestras obtenidas a los 7 dias, en las cuales solo se observo un leve infiltrado
inflamatorio. Con esto podemos demostrar que son materiales biocompatibles no
mostrando reacciones inflamatorias de importancia.

- Aunque AH Plus, Sealapex y cemento Portland presentaron células inmunoreactivas
a IL-6, SOD-1 y CCL-20 estas no fueron estadisticamente significativas en
comparacion con el control, por lo tanto, se puede concluir que los tres cementos

son biocompatibles.

Con este estudio podemos considerar a AH Plus, Sealapex y cemento Portland como
excelentes materiales para los procedimientos dentales clinicos por su buena
biocompatibilidad. Sin embargo es necesario hacer estudios posteriores en el cemento de
la construccion Portland acerca de citotoxicidad, genotoxicidad, capacidad de sellado,

fraguado, etc, antes de ser recomendado en su uso clinico.

Es importante mencionar que todos los materiales utilizados en el drea dental,
especialmente en endodoncia, deben tener las caracteristicas de ser biocompatibles y
estables con los tejidos bucales dando esto mismo, calidad y satisfaccién en nuestros

tratamientos.
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