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NeoSealer Flo

RESUMEN

INTRODUCCION: Los selladores a base de silicato de calcio son diferentes a los selladores
tradicionales, principalmente por su naturaleza hidraulica y su interaccion con el medio
ambiente, la mayoria son biocompatibles y tienen el potencial de promover una curacion mas
rapida y predecible de la periodontitis apical. OBJETIVO: Evaluar la biocompatibilidad y
potencial ostegénico, de 3 nuevos cementos selladores a base de silicato de calcio Bio-C
Sealer, CeraSeal y NeoSealer Flo. METODOLOGIA: Se utilizaron 5 ratones y se
distribuyeron en grupos experimentales (Bio-C Sealer, CeraSeal, NeoSealer Flo, Ah Plus y
grupo control), se inocularon subcutdneamente, se realizaron cortes a los 15 dias y se tifieron
por HyE y Tricromico de Masson, asi como deteccion de osteocalcina e Interleucina-1 beta
por inmunocitoquimica. RESULTADOS: Bio-C Sealer, CeraSeal y NeoSealer Flo
presentaron excelente biocompatibilidad, no se observé tejido inflamatorio alrededor de la
inoculacion de los cementos. No se observo diferencia en la produccién de IL-1beta entre los
cementos y el control (p<0.05). No se encontrdé produccion de osteocalcina con ninguno de
los cementos. CONCLUSIONES: Tanto Bio-C Sealer, CeraSeal como NeoSealer Flo

presentan excelente biocompatibilidad, sin produccion de osteocalcina.

Palabras Clave: Biocompatibilidad, Potencial Osteogénico, Bioceramicos, Selladores de
Conductos Radiculares.
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BIOCOMPATIBILITY AND OSTEOGENIC POTENTIAL OF CALCIUM

SILICATE-BASED SEALING CEMENTS: CeraSeal, Bio-C Sealer AND NeoSealer
ABSTRACT o

INTRODUCTION: Calcium silicate-based sealers are different from traditional sealers,
mainly because of their hydraulic nature and their interaction with the environment, most of
them are biocompatible and have the potential to promote faster and more predictable healing
of apical periodontitis. OBJECTIVE: To evaluate the biocompatibility and osteogenic
potential of 3 new calcium silicate-based sealer cements Bio-C Sealer, CeraSeal and
NeoSealer Flo. METHODOLOGY: 5 mice were used and distributed in experimental
groups (Bio-C Sealer, CeraSeal, NeoSealer Flo, Ah Plus and control group), inoculated
subcutaneously, cut at 15 days and stained by HyE and Masson's Trichrome, as well as
detection of osteocalcin and Interleukin-1 beta by immunocytochemistry. RESULTS: Bio-
C Sealer, CeraSeal and NeoSealer Flo showed excellent biocompatibility, no inflammatory
tissue was observed around the inoculation of the cements. No difference in IL-1beta
production was observed between the cements and the control (p<0.05). No osteocalcin
production was found with any of the cements. CONCLUSIONS: Both Bio-C Sealer,

CeraSeal and NeoSealer Flo have excellent biocompatibility, without osteocalcin production.

Keywords: Biocompatibility, Osteogenic Potential, Bioceramics, Root Canal Sealants.
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1.- Introduccién

Los selladores de conductos radiculares son utilizados para el sellado de espacios entre la
gutapercha y las paredes dentinarias, asi como irregularidades, conductos laterales,
conductos accesorios, y agujero apical. Un sellador ideal debe tener propiedades
antimicrobianas, capacidad de sellado, ser biocompatibles y bioactivos.
Siempre existe el riesgo de extrusion del sellador de conductos radiculares a los tejidos
perirradiculares lo que puede contribuir a la inflamacion, el endodoncista al seleccionar un
sellador apropiado debe basarse no solo en las propiedades fisicas, si no también en la
biocompatibilidad y bioactividad de este.
AH Plus es un sellador a base de resina epoxi ampliamente estudiado, que a mostrado buenos
resultados en cuanto a capacidad de sellado, efecto antimicrobiano y radiopacidad.
Los selladores a base de silicato de calcio tienen propiedades prometedoras para el éxito del
tratamiento endodontico, entre estas biocompatibilidad y potencial osteogénico, dichas
propiedades estan directamente relacionadas con la composicion del material.
Para este estudio se utilizaron ratones, se distribuyeron en 5 grupos, grupo 1: CeraSeal, grupo
2: Bio-C Sealer, grupo 3: NeoSealer Flo, 4: AH Plus y un grupo control. Los cementos
selladores fueron inyectados en sitios subcutaneos dorsales. Se analizaron cortes histologicos
tefiidos con Hematoxilina y Eosina, y Tricromico de Masson, y por métodos
inmunocitoquimicos, se detecto inflamacion mediante Interleucina-1beta y potencial activo
mediante osteocalcina.
La biocompatibilidad y bioactividad son propiedades ideales que debe tener un sellador de
conductos radiculares, para una interaccion optima con los tejidos periapicales e influir en la
curacion y formacion de tejido duro.

e Los selladores bioceramicos CeraSeal, Bio-C Sealer y NeoSealer Flo, ;muestran una

mejor biocompatibilidad y potencial bioactivo en comparacion con AH Plus?

Se han desarrollado nuevos selladores a base de silicato de calcio entre ellos CeraSeal, Bio-
C Sealer y NeoSealer Flo, existen pocos estudios de que evallen estas propiedades, por lo
tanto, en este estudio se verificara la biocompatibilidad y potencial bioactivo de 3 nuevos
selladores a base de silicato de calcio CeraSeal, Bio-C Sealer y NeoSealer Flo, en

comparacion con el gold estandar AH Plus.



2.- Hipotesis
“Los cementos selladores CeraSeal, Bio-C Sealer y NeoSealer Flo, son biocompatibles y

presentan un mejor potencial osteogénico en comparacién con AH Plus”



3.- Objetivos

3.1- Objetivo General
Evaluar la biocompatibilidad y potencial osteogénico, de 3 cementos selladores a base de

silicato de calcio CeraSeal, Bio-C Sealer y NeoSealer Flo.

3.2- Objetivos especificos

- Analizar la biocompatibilidad y potencial osteogénico del cemento sellador CeraSeal en
comparacion con AH Plus.

- Realizar un andlisis comparativo de biocompatibilidad y potencial osteogénico del
cemento sellador Bio-C Sealer y AH Plus.

-Comparar la biocompatibilidad y potencial ostegénico del cemento sellador NeoSealer Fo
y AH Plus.



4. Antecedentes

4.1 CEMENTOS SELLADORES DEL CONDUCTO RADICULAR

Los selladores de conductos radiculares se utilizan para rellenar el espacio entre la pared de
la dentina y la gutapercha, las irregularidades en el conducto radicular y los conductos
laterales y accesorios durante la obturacion del conducto radicular (Chen et al., 2020). Los
selladores endodonticos se utilizan para sellar discrepancias menores entre la pared dentinaria
del conducto radicular y el material de obturacién radicular, incluidas las irregularidades en
el agujero y conducto apical (Lim et al., 2020). Deben ser biocompatibles y bien tolerados
por los tejidos perirradiculares (Hargreaves y Berman, 2020). EIl resultado de los
tratamientos de endodoncia no depende Unicamente de un proceso de desinfeccion adecuado,
sino también de rellenos herméticos de los conductos como barreras para prevenir la
reinfeccion (Wong et al., 2017). El relleno del conducto radicular debe sellar el espacio del
conducto tanto apical como coronalmente para evitar que los microorganismos y los fluidos
tisulares entren en el espacio del conducto y viceversa (Ersoy y Evcil, 2015). El sellador ideal
deberia ser capaz de matar las bacterias restantes presentes en las paredes dentinarias de los
conductos radiculares junto con las presentes en el interior de los tubulos dentinarios (Shakya
et al., 2016). Nichos como la luz del conducto radicular y los tubulos dentinarios pueden
favorecer su supervivencia y una infeccion local de larga duracion (Zhang et al., 2015). Los
selladores endodonticos con actividad antimicrobiana pueden ser Gtiles para eliminar los
microbios restantes de los conductos radiculares (Singh et al., 2016). La periodontitis apical
se caracteriza por inflamacion y destruccién del hueso periapical. (Lee et al., 2019). Los
selladores de conductos radiculares biocompatibles y bioactivos tienen el potencial de
promover la rapida curacién de la periodontitis apical (Seo et al., 2019)

Los selladores endoddnticos que poseen varias caracteristicas ideales, como actividad
antimicrobiana, biocompatibilidad, capacidad de sellado y propiedades de manipulacion,
pueden tener un impacto positivo en los resultados clinicos deseables (Bose et al., 2020). La
capacidad para inducir la deposiciéon de tejido mineralizado, la biocompatibilidad y las
propiedades antimicrobianas se encuentran entre los mayores desafios endodonticos
(Almeida et al., 2018).



Los criterios para un sellador endoddntico son: 1. hacer un sello hermético, 2. ser pegajoso y
preferiblemente adhesivo a la dentina y al material de obturacion entre esta y la pared del
canal cuando esté colocado, 3. contener polvos finos, preferiblemente para aplicaciones
anatdbmicas acomodacién, 4. radiopacidad, 5. dimensionalmente estable con cambios
limitados antes y después del fraguado, 6. color estable, 7. bacteriostatico o antibacteriano,
8. fraguado lo suficientemente lento para el procedimiento de obturacion, 9. insoluble en
fluidos tisulares, 10. biocompatible, incluyendo no mutagénico, no sensibilizante y no
citotoxico después del fraguado, 11. capaz de eliminarse para retratamiento por medios
quimicos o mecanicos, 12. preferiblemente bioactivo, estimulando la formacién de
hidroxiapatita en contacto con fluidos corporales (Komabayashi et al., 2020). Los selladores
se clasifican segun sus principales componentes quimicos: éxido de zinc, eugenol, hidréxido
de calcio, iondmero de vidrio, silicona, resinay selladores a base de bioceramica (Al-Haddad
etal., 2016).

4.2 CEMENTOS SELLADORES BIOCERAMICOS

Las ceramicas, una clase de biomaterial, son materiales policristalinos que presentan una
dureza, fragilidad, fuerza, rigidez, resistencia a la corrosion y al desgaste caracteristicas y
baja densidad. Los médicos generales desean un sellador de conductos radiculares capaz de
adherirse fuertemente a las paredes del conducto radicular con altas propiedades de sellado,
alta biocompatibilidad y capacidad de extraccion para adaptarse al retratamiento. Los
investigadores han encontrado resultados prometedores en la aplicacion de bioceramicas para
resolver estos problemas (Washio et al., 2019).

Los nuevos selladores a base de bioceramica muestran propiedades fisicogquimicas aceptables
y resultados prometedores como selladores de conductos radiculares (Colombo et al., 2018),
son excelentes en la obturacién endodontica con un pH alcalino y solubilidad (Bueno et al.,
2016), tienen baja citotoxicidad tanto en medios frescos como en medios de fraguado (Oh et
al., 2020). La radiopacidad varia de 3 a 8 mm de aluminio equivalente con variaciones
dependiendo de la relacion de polvo a liquido de los materiales que requieren mezcla, las
indicaciones del uso de silicatos tridicalcicos se encuadran en tres categorias: terapia pulpar
vital, restauraciony sellado endoddnticos (Primus et al., 2019). Son diferentes a los selladores

tradicionales, principalmente por su naturaleza hidraulica y su interaccion con el medio



ambiente (Kebudi Benezra et al., 2018). EI mecanismo de fraguado de los selladores a base
de silicato tricalcico de pasta Unica es la absorcién de agua de los tdbulos dentinarios con la
formacién concomitante de hidroxiapatita en la superficie dentro de los conductos (Koch et
al., 2010). Los nuevos selladores de silicato tricalcico modificados podrian seguir siendo
prometedores incluso cuando se utilizan técnicas termoplasticas, lo que resulta en una mejora
en la calidad del relleno (Eid et al., 2021).

El diagndstico de pulpa como vital o necrotico es importante para la seleccion de un sellador
endodontico para uso clinico. En casos de pulpa necrdtica, especialmente casos con gran
radiolucidez apical, los efectos terapéuticos de los selladores a base de silicato triclcico son
atiles (Komabayashi et al., 2020).

4.2.1 BIOCOMPATIBILIDAD

La biocompatibilidad se define como la capacidad de un material para realizar funciones
especificas cuando se implanta en un tejido vivo sin dafarlo (Bésio et al., 2014), es una
propiedad importante para los materiales de obturacion del conducto radicular, ya que
permanecen en contacto directo con los tejidos apical y periapical (Silva et al., 2021).

La compatibilidad bioldgica de los selladores de conductos radiculares es de vital
importancia porque, en condiciones clinicas, estos materiales se colocan en contacto directo
con tejidos vitales. La respuesta del tejido a estos materiales puede influir en el resultado del
tratamiento endodontico (Silveira et al., 2011).

La mayoria de los selladores de conductos radiculares a base de bioceramica son
biocompatibles. Esta biocompatibilidad se atribuye a la presencia de fosfato de calcio en el
propio sellador. El fosfato de calcio también es el principal componente inorgénico de los
tejidos duros (dientes y huesos) (Al-Haddad et al., 2016). Los selladores con buena
biocompatibilidad son beneficiosos para ayudar o estimular la reparacion de los tejidos
lesionados (Jung et al., 2019).

La presencia de inflamacion es un criterio importante al evaluar la aceptabilidad bioldgica de
un material (Taha et al., 2016).



4.2.1.1 Evaluacion de la biocompatibilidad

La biocompatibilidad de los biomateriales se evalta examinando la intensidad y duracion de
la respuesta inflamatoria (Santos et al., 2019). Existen cuatro métodos clasicos para la
evaluacion de la biocompatibilidad de materiales. Estos métodos son: (a) evaluacion
citotoxica, (b) implantes subcutaneos, (c) implantes intradseos y (d) la evaluacion in vivo de
la reaccion del tejido perirradicular en sujetos humanos (Shahi et al., 2006). Se han utilizado
varios métodos para evaluar la biocompatibilidad de los selladores endodonticos. Uno de los
métodos més practicos y ampliamente utilizados es la implantacion del material en el tejido
conectivo subcutaneo de ratas (Silveira et al., 2011). La implantacion subcutanea es un
método habitual para evaluar la biocompatibilidad de biocerdmicas in vivo cuando se aplica
en endodoncia. Generalmente, las cavidades quirurgicas se hacen en la espalda del animal y
luego se implantan tubos de polietileno llenos de bioceramica en las cavidades quirdrgicas.
Posteriormente se obtienen las biopsias para la tincion con hematoxilina-eosina y luego se
utiliza la observacion de los eventos celulares e inflamatorios para evaluar la
biocompatibilidad de las bioceramicas in vivo (Song et al., 2020).

Se deben tener en cuenta las siguientes consideraciones metodoldgicas en la fase de disefio
de los estudios de biocompatibilidad para mejorar la aplicabilidad clinica de los resultados:
(@) los selladores endoddnticos se utilizan clinicamente en un estado recién mezclado de
acuerdo con las instrucciones del fabricante y, por lo tanto, las condiciones frescas son una
representacion mas precisa del entorno clinico en una fase temprana del tratamiento; (b)
aunque probar los selladores diluidos proporciona informacién completa con respecto a la
influencia de la concentracion del sellador, estos materiales se utilizan sin diluir en la clinica
y, por lo tanto, los estudios deberian centrarse mas en probar materiales sin diluir; (c) los
métodos de contacto directo son una representacion mas precisa del uso clinico de los
selladores endoddnticos, en comparacion con los métodos de contacto indirecto (Fonseca et
al., 2019).

4.2.2 BIOACTIVIDAD
La bioactividad es una expresién que describe el efecto beneficioso de un material
implantado en tejido vivo. La capacidad del material para interactuar con la materia viva

permite la integracion del biomaterial en el medio ambiente (Reyes-Carmona et al., 2009).



Aunque un biomaterial se puede caracterizar como biocompatible, su calificacion de
bioactividad implica una capacidad para estimular eventos metabolicos/celulares especificos,
lo que lleva a la curacion del tejido, ya sea a través de la induccion del paso regenerativo, el
control de la inflamacién o ambos. En el caso de los selladores endodonticos, eventos como
la migracion de células madre mesenquimales, la secrecion del factor de crecimiento y la
diferenciacion celular estan implicados en la curacion periapical, al igual que la modulacion
de la secrecion/expresion celular del factor proinflamatorio o el reclutamiento de células
inmunes estan relacionados con la resolucion de la inflamacion periapical (Sfeir et al., 2021).
Después de la eliminacién de bacterias, la curacion de la periodontitis apical requiere la
remodelacion del tejido granulomatoso y la induccién de la proliferacion de células madre
de la médula 6sea y precursores de osteoblastos en osteoblastos maduros, lo que conduce a
la remineralizacion de los tejidos apicales. Los selladores con la capacidad de mejorar la
osteogénesis tienen el potencial de promover una curacién mas rapida y predecible de la
periodontitis apical (Giacomino et al., 2019).

Los selladores a base de silicato de calcio tienen, ademas de sus capacidades de sellado, el
potencial de proporcionar una superficie bioactiva con una estimulacion de la formacion de
tejido duro (Donnermeyer et al., 2019).

Un pH alcalino de los selladores de conductos radiculares podria neutralizar el acido lactico
de los osteoclastos y evitar la disolucion de los componentes mineralizados de los dientes
(Leeetal., 2017). La mayor solubilidad de los selladores de conductos radiculares a base de
silicato de calcio indica altos niveles de Ca2 +, que es una expresion de bioactividad (Kharouf
et al., 2020). Los cementos bioactivos tienen la capacidad de liberar iones y una capacidad
de neutralizacion de acidos que favorece la cicatrizacion de los tejidos (Lépez-Garcia et al.,
2020), se fijan con agua, crean un pH alcalino y liberan iones de calcio, que juntos, son
responsables de su bioactividad a través de la formacion de una capa superficial de apatita
(Primus et al., 2019). La interaccion con el liquido dentinario puede potencialmente inducir
la biomineralizacién con la formacion de tapones minerales dentro de los tibulos dentinarios,
mejorando asi la actividad bioldgica dentro del conducto radicular (Reyes-Carmona et al.,
2010). Los selladores endoddnticos a base de silicato de calcio promueven la curacion del
tejido periapical al reducir la inflamacion e inducir la diferenciacion de los odontoblastos y

la mineralizacion en los preosteoblastos (Lee et al. 2019), pueden mejorar el sellado de los



empastes radiculares mediante la expresion in situ de su actividad biolégica (Viapiana et al.,
2016).

Los selladores bioceramicos pueden ser coadyuvantes en el proceso de curacion al
proporcionar sefiales bioactivas, representando una nueva generacion de materiales que,
ademas de su capacidad de sellado, estan funcionalizados para favorecer la supervivencia,

diferenciacion y funcién osteobléstica (Giacomino et al., 2019).

4.2.3 CeraSeal

Ceraseal (Meta Biomed Co., Cheongju, Corea), es un sellador endoddntico premezclado
recientemente lanzado que contiene silicatos de calcio, éxido de circonio y agente espesante
(Lopez-Garcia et al., 2020), es menos citotoxico y mas biocompatible que los selladores a
base de resina epoxi (Oh et al., 2020). Puede tener una capacidad de llenado superior y una
menor solubilidad que otros selladores (BioRoot) (Kharouf et al., 2020). Los tiempos de

fraguado para los selladores Bio-C y CeraSeal son 4, 3y 3,5 hrs (Komabayashi et al., 2020).

4.2.4 Bio-C Sealer

Bio-C Sealer tiene un tiempo de fraguado corto, capacidad de alcalinizacion y flujo y
radiopacidad adecuados (Zordan-Bronzel et al., 2019), es biocompatible para usarse en
estrecho contacto con el tejido periapical, induciendo una reaccion inflamatoria leve y

favoreciendo la reparacion (Alves Silva et al., 2020).

4.3 CEMENTO SELLADOR A BASE DE RESINA EPOXI

Los selladores poliméricos del conducto radicular, como los selladores a base de silicona y
los selladores a base de resina, se introdujeron en el mercado para superar las limitaciones
asociadas con los selladores convencionales (Baras et al., 2020). Los selladores a base de
resina epoxi, estan compuestos de aminas y resinas epoxi de bajo peso molecular y fraguado
por reaccién de adicion entre grupos epdxido unidos a resinas epoxi y aminas para formar un
polimero, tienen una biocompatibilidad limitada cuando no se fijan (Komabayashi et al.,

2020). Los selladores a base de resina muestran una mejor radiopacidad (Jafari et al., 2017).



4.3.1 AH Plus

AH Plus ha sido el sellador més estudiado en las ultimas dos décadas, ya sea como sellador
de prueba o como material de referencia (Fonseca et al., 2019). Ha demostrado una baja
solubilidad y una buena estabilidad dimensional en soluciones (Baras et al., 2020).

La adhesion relativamente buena de AH Plus puede explicarse por su capacidad para formar
anillos de epdxido abiertos de enlace covalente a algunos grupos amino expuestos presentes
en la red de colageno de dentina (Oliveira et al., 2016). Es un material de pasta a pasta que
tiene una reaccion de polimerizacion de amina contenida en la resina epoxi (Almeida et al.,
2020).

Los selladores ZOE y AH Plus son citotdxicos para los tejidos en comparacion con cementos
bioceramicos (Zoufan et al., 2011), esto puede deberse a la liberacion de una pequefia
cantidad de formaldehido durante la reaccion quimica de fraguado, su formacién a partir de
AH Plus se atribuye a la reaccion quimica que ocurre entre la resina de bisfenol A y la
hexametilentetramina, que pueden causar necrosis e inflamacién tisular, lo que ralentiza la

reparacion tisular (Leonardo et al., 1999).

4.4 TECNICA HISTOLOGICA

Las reacciones tisulares inespecificas in vivo causadas por materiales endodonticos
normalmente se investigan mediante estudios histoldgicos después de la implantacion del
material de prueba en varios tejidos de animales (Hauman y Love, 2003).

Debido a que las células y el material intracelular son transparentes, es necesario utilizar
colorantes, mismos que son identificables en funcion de su afinidad por las diferentes
estructuras celulares, aprovechando sus propiedades fisicas y quimicas. Los fendmenos
fisicos pueden ser: fuerzas de capilaridad y osmosis, absorcién y adsorcién. En cambio, las
reacciones quimicas, por lo general, tienen que ver con cromdgenos que poseen la propiedad

de reducirse con facilidad.

4.4.1 Hematoxilina y Eosina
La combinacion de estos dos colorantes tifie los ndcleos de azul, los citoplasmas en rosa, el
musculo en tonos rojizos a rosados fucsia, los glébulos rojos en naranja o rojo y la fibrina en

rosa intenso: la hematoxilina tifie los nicleos de azul oscuro. La eosina es el colorante mas
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usado en soluciones alcohélicas, mismo que tifie el citoplasma en diferentes tonos de rosa;

es la tincion mas atil y rutinaria en la mayoria de los laboratorios.

4.4.2 Métodos Tricromicos

Se emplean tres colorantes para teiiir distintos componentes en diversos colores. Muchos
métodos tricromicos pueden utilizarse para poner de manifiesto la arquitectura general,
resaltar las fibras de sostén o diferenciar el tejido conjuntivo de las fibras musculares, el
colageno y las fibras reticulares se tifien en medios muy acidos con colorantes acidos.

Entre ellas, la técnica mas comun es el tricromico de Masson, que requiere fijacion o
posfijacion en Bouin, y permite ver:

a) Nucleos en negro.

b) Musculo, citoplasma y queratina en rojo.

c) Colagena en azul o verde dependiendo del contraste que se use (Fortoul, 2017).

4.5 INMUNOCITOQUIMICA

Es importante evaluar e investigar las actividades de los biomarcadores inmunol6gicos
producidos por las células presentes en los tejidos periapicales provocados por selladores con
diferentes composiciones (Souza et al., 2019). Los estudios inmunohistoquimicos permiten
analizar los marcadores de mineralizacion e inflamacion (Cosme-Silva et al., 2019).
Mediante la deteccion inmunocitoquimica de células inflamatorias / inmunocompetentes, la
identificacion y el recuento de tipos de células especificas, puede ser mucho mas facil de
lograr y los resultados pueden ser méas objetivos, en comparacion con la evaluacion que
utilizan los sistemas tradicionales de puntuacion subjetiva y las secciones tefiidas (Yamanaka
etal., 2011).

4.5.1 Interleucina-1 beta

Los selladores endodonticos se colocan con frecuencia en estrecho contacto con los tejidos
periapicales durante mucho tiempo y, como resultado, los productos de degradacién de los
selladores endoddnticos y la produccién de citocinas durante el proceso de inflamacion
pueden pasar a los tejidos circundantes. Durante la curacién periapical, los macrofagos

secretan una serie de mediadores inflamatorios, incluidas citocinas como la interleucina (IL)
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1b, IL6, IL8, IL10, IL12 y el factor de necrosis tumoral (TNF) (Diomede et al., 2014). La
proteina de citoquinas IL-1p es responsable de inscribir las células inflamatorias mediante la
induccion de moléculas de adhesion en las células endoteliales y la liberacion de quimiocinas

por las células estromales (Cosme-Silva et al., 2020).

4.5.2 Osteocalcina

Los constituyentes proteicos de la matriz organica de tejidos mineralizados como
Osteocalcina, pueden usarse como marcadores de mineralizacion (Cosme-Silva et al., 2019).
La Osteocalcina participa en la formacion de la matriz mineralizada, es una importante
proteina no colagena que se encuentra en el hueso, desempefia un papel regulador en la

mineralizacion del tejido duro. (Tani-Ishii et al., 2009).
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5. Métodos

5.1 Biocompatibilidad

5.1.1 Estudio Animal

Se obtuvieron ratones hembra C57BL/6 de 6 semanas de edad del Centro de Investigacion y
Estudios Avanzados del Instituto Politécnico Nacional (CINVESTAV, Ciudad de México,
México), y se distribuyeron en 5 grupos experimentales (CeraSeal, Bio-C Sealer, NeoSealer
Flo, Ah Plus y grupo control). Todos los procedimientos estan de acuerdo con lo estipulado
en el Reglamento de la ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud en el
titulo séptimo, de la investigacion que incluye la utilizacion de animales de experimentacion,
capitulo dnico, articulos 121-126. Se siguieron las indicaciones de la Norma Oficial
Mexicana-062-Z00-1999, sobre las especificaciones Técnicas para la Produccién, Cuidado y
Uso de los Animales de Laboratorio.

5.1.2 Preparacion de cemento selladores
AH Plus (Dentsply), se preparo de acuerdo con las instrucciones del fabricante en
condiciones estériles. La presentacion de CeraSeal (Meta Biomed), Bio-C Sealer (Angelus)

y NeoSealer Flo (NuSmile), es en jeringas premezcladas listas para su uso.

[ EVE] Fabricante Composicion Proporcién

CeraSeal Meta Biomed CO.LTD, | Silicatos de calcio, oxido de zirconia, | Jeringa lista para usar
Chungcheongbuk-do, Corea. agente espesante. 2g.

Bio-C Sealer Angelus, Londria, PR, Brasil. Silicato de calcio, aluminio de calcio, | Jeringa lista para usar
oxido de calcio, dxido de zirconia, |0.5 g.
oxido de hierro, diéxido de silicio,
agente dispersor.

NeoSealer Flo NuSmile, Texas, USA. Pasta bioactiva, consiste en un polvo |Jeringa lista para usar
inorgdnico extremadamente fino de |2.2 g.

silicato tricalcico / dicdlcico en un
medio orgdnico.

Dentsply DeTrey, Konstanz, |Pasta A: resina epoxy de bisfenol-A, | Pasta A: 4ml
Alemania. resina  epoxy de bisfenol-F, | Pasta B: 4ml
tugstenato de calcio, dxido de
zirconio, silice, éxido de hierro.
Pasta B: dibenzil-diamina,
aminoadamantano, triciclo-decano-
diamina, tugsteno de calcio, oxido
de zirconio.

Tabla 1. Cementos selladores de endodoncia, fabricante, composicion y proporcion utilizada.
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Fig. 1. Cementos selladores de conductos: CeraSeal (MetaBiomed), Bio-C Sealer (Angelus), Neo Sealer Flo (NuSmile) y Ah Plus
(Dentsply).

5.1.3 Inyeccion subcutanea
Se inyecto 5Sul de los cementos selladores en la regidon subcutanea y posteriormente se
mantuvieron en cajas individuales, con una dieta regular y agua ad libitum.

Fig. 2. Inyeccion subcutanea de cementos selladores.

5.1.4 Procesamiento de tejidos

Después de los periodos experimentales de 24hrs y 21 dias, los animales fueron sacrificados
por dislocacion cervical, y se tomaron las biopsias de tejido. Las muestras de biopsia se
almacenaron etiquetadas con el nimero de animal y grupo de estudio en el laboratorio de

Fisiologia Humana de la FO UANL. Se fijaron en paraformaldehido al 4% por 48 horas.
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Después de la fijacion las muestras las muestras se deshidrataron en grados ascendentes de
alcohol, aclarados con xilol, y se impregnaron e incrustaron en parafina. Los bloques de tejido
se cortaron en secciones de 7 um utilizando un micrétomo, se montaron en portaobjetos y se
tifieron con hematoxilina y eosina, tricrémico de Masson, y por inmunocitoquimica dirigida

a IL1-beta y Osteocalcina.

Fig. 3. Inmersién en formaldehido al 10% y etiquetado de muestras.

5.2 Inmunocitoquimica
Se realizo procesamiento de las biopsias. Las secciones se incubaron con anticuerpo dirigido
a osteocalcina de raton, monoclonal (Santa Cruz Biotechnology) y con un anticuerpo dirigido

a IL-1beta de raton, policlonal (Santa Cruz Biotechnology).

Después se realizaron 2 cambios de xilol durante 15 minutos, posteriormente se colocaron
en concentraciones descendentes de alcohol y posteriormente en buffer PBS pH 7.2-7.4, se
introdujeron en metanol con peroxido de hidrogeno, para eliminar la peroxidasa endogena,
se lavaron en buffer y se colocaron con cada anticuerpo (IL-1beta y osteocalcina) durante 12
horas, se lavaron y se coloco el segundo anticuerpo IgG de conejo, se lavo y se revelo la
peroxidasa mediante diaminobencidina, se lavo y se coloco 1 minuto en hematoxilina, se lavo
nuevamente, y se colocaron en concentraciones ascendentes de alcohol, se colocaron en xilol
10 minutos, se colocaron los cubreobjetos y se observo al microscopio. Se emplearon cortes
de piel de raton infectados con Nocardia brasiliensis como control positivo para IL-1 beta, y

cortes de hueso de ratdbn como control positivo para osteocalcina.
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5.3 Andlisis Microscépico

Se realizo en andlisis con un microscopio 6ptico, bajo los criterios descritos por Cox et al.,
en 1996, de las respuestas tisulares: grado I, células inflamatorias crénicas dispersas; grado
I, infiltracion de células inflamatorias, dep6sitos de fibras de coldgeno onduladas y fibrosis;
grado I, infiltracion densa de células inflamatorias, areas limitadas de edema tisular y
congestion vascular; grado 1V, infiltracion muy densa de células inflamatorias agudas y
cronicas, areas edematosas generalizadas y congestion vascular junto con depdsitos de
fibrina.

Se realiz6 un andlisis morfométrico, registrando la cantidad de células inmunoreactivas a IL-

1beta y osteocalcina por cada 400 micras cuadradas.

5.4 Registro de resultados:
Se elaboro un registro de resultados en una base de datos de Microsoft Excel, para lo cual
se realizo un analisis comparativo entre el grupo 1 (Bio-C Sealer), el grupo 2 (CesaSeal),

grupo 3 (NeoSealer Flo), grupo 4 (AH Plus) y el grupo control negativo.
5.5 Andlisis estadistico:

Se utilizo la prueba t de Student para analizar diferencias entre dos grupos, y ANOVA para

analizar diferencias entre los grupos.
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6. Resultados
A la inspeccion clinica a 24hrs. posteriores a la inyeccion subcutanea no se observaron

signos de inflamacién con ninguno de los selladores.

Neo Sealer
Flo

Fig. 4. Inspeccion clinica a 24 hrs.
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Histologia

Tincion: Hematoxilina y Eosina, y Tricromico de Masson.
Cortes Histologicos 24 hrs. Cortes Histologicos 21 dias

CeraSeal A B

Bio-C

Sealer
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NeoSealer E
Flo

Ah Plus

Suero

fisiologico

Fig. 5. Cortes Histoldgicos, tincion hematoxilina y eosina, y Tricrémico de Masson. para mostrar reaccion inflamatoria. CeraSeal: A. 24 hrs, B. 21d. Bio C-
Sealer: C. 24hrs, D. 21d, Neo Sealer Flo: E. 24 hrs, F. 21d, Ah Plus: G. 24hrs, H. 21d. Suero fisiolégico: i. 24 hrs, J. 21d.
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En el andlisis histoldgico con la tincién de hematoxilina y eosina, y tricromico de Masson.
para detectar inflamacion, se observaron cortes a 24 horas y 21 dias de la inyeccion
subcutanea (Fig. 5), los cementos selladores CeraSeal, Bio C-Sealer y Neo Sealer Flo,
mostraron un resultado comparable con el gold estandar el cemento AH Plus y el grupo
control negativo, sin resultados estadisticamente significativos entre los grupos, presentando
biocompatibilidad en comparacion con el grupo control positivo, en el cual habia presencia

de células inflamatorias.

Inmunocitoquimica
IL-1beta

Cortes Histologicos 24 hrs. Cortes Histologicos 21 dias

CeraSeal

Bio-C
Sealer
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Fig. 6. Deteccion inflamatoria por métodos inmunocitoquimicos, mediante Interleucina-1- 8. CeraSeal: A. 24 hrs, B. 21d. Bio C-Sealer: C. 24hrs,
D. 21d, Neo Sealer Flo: E. 24 hrs, F. 21d, Ah Plus: G. 24hrs, H. 21d. Suero fisioldgico: i. 24 hrs, J. 21d.
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En el analisis de deteccion inflamatoria por métodos inmunocitoquimicos, mediante IL-1
beta, se observaron cortes a 24 horas y 21 dias de la inyeccion subcuténea (Fig. 6), los
cementos selladores CeraSeal, Bio C-Sealer y Neo Sealer Flo, no mostraron células
inmunopositivas, un resultado comparable con el gold estandar el cemento Ah Plusy el grupo
control negativo, sin resultados estadisticamente significativos entre los grupos, presentando
biocompatibilidad en comparacion con el grupo control positivo, en el cual habia presencia

células inmunopositivas.

Inmunocitoquimica

Osteocalcina

Cortes Histologicos 24 hrs. Cortes Histologicos 21 dias

Ceraseal
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Suero

fisiologico

Fig. 7. Deteccién de osteomineralizacién métodos inmunocitoquimicos, mediante osteocalcina. CeraSeal: A. 24 hrs, B. 21d. Bio C-Sealer: C. 24hrs, D. 21d,
Neo Sealer Flo: E. 24 hrs, F. 21d, Ah Plus: G. 24hrs, H. 21d. Suero fisioldgico: i. 24 hrs, J. 21d.

En el andlisis de deteccion de osteomineralizacion por métodos inmunocitoquimicos,
mediante osteocalcina, se observaron cortes a 24 horas y 21 dias de la inyeccidn subcutanea
(Fig. 7), los cementos selladores CeraSeal, Bio C-Sealer y Neo Sealer Flo, no mostraron
células inmunopositivas, un resultado comparable con el cemento AH Plus y el grupo control
negativo, sin resultados estadisticamente significativos entre los grupos, no presentando
produccién de la proteina de osteomineralizacion en comparacion con el grupo control

positivo, en el cual habia presencia células inmunopositivas.
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7. Discusion

El presente estudio demuestra la excelente biocompatibilidad de los cementos CeraSeal, Bio-
C Sealer, NeoSealer Flo y AH Plus (control), demostrado in situ, analizando la histologia y
mediante la expresion de IL-1 beta. Ademas, no se observé la produccion de osteocalcina,
que es un marcador de mineralizacion, con ninguno de los cementos tratados.

La metodologia del presente estudio se baso en el articulo de Olsson et al., de 1981, en el
cual estan basadas diferentes investigaciones actuales de biocompatibilidad y bioactividad,
en este hacen uso del método de implantacion subcutanea, mencionando que es un método
practico para la evaluacién cualitativa de materiales endoddnticos, y puede proporcionar
informacion detallada y exacta sobre la reaccion material-tejido a nivel celular.

Alsulaimani et al., 2019 hacen énfasis en que los modelos animales ayudan a los
investigadores a crear y controlar escenarios operativos, al igual que Silva et al., en 2020,
quienes proponen pruebas para futuros estudios sobre selladores de conductos radiculares,
que al igual que ellos en su estudio, se realicen en un modelo animal experimental in vivo,
ya gque permite realizar pruebas en condiciones mas cercanas a las de un entorno clinico, en
nuestro estudio igualmente se realizaron las pruebas en un modelo animal experimental in
vivo. Los roedores han sido constantemente el modelo animal elegido para muchas
enfermedades humanas debido a su similitud genética con humanos (Rao et al., 2017).
Estudios previos de biocompatibilidad de cementos selladores han sugerido que la
introduccion de materiales endoddnticos en tubos estandarizados es un método adecuado de
implantacion en el tejido conectivo subcutaneo de animales pequefios, en el cual se realizan
cortes en la zona dorsal creando bolsas en las cuales se insertan tubos de polietileno que
contienen el cemento sellador a analizar, para evaluar la reaccion de los tejidos. Sin embargo,
Zmener et al., en 1990, mencionan en su estudio que a medida que aumentaba el tiempo de
observacion, el material ubicado en el interior de los tubos (cemento sellador) fue
reemplazado progresivamente por tejido granulomatoso. En el presente estudio se opto por
realizar inyecciones subcutaneas como sugiere en su estudio Hauman y Love, en 2003, donde
menciona que el material de prueba puede inyectarse o implantarse directamente. Esto
eliminando la incisién, introduccion de capsulas y sutura posterior, para evitar lesiones en el

tejido que pudieran dar resultados falsos positivos en la evaluacion inflamatoria.
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Sasaki et al., en 2019 examinaron la cinética de la inflamacion (similar a osteomelitis)
inducida por infeccion endoddntica en ratones y exploraron un mecanismo de curacion de
heridas periapicales, La histologia incluia inmunocitoquimica para la arginasa 1 (Argl) y
Oxido nitrico sintasa inducible, esta reveldé una destruccion tisular severa e infiltracion
extrema de células inflamatorias en ratones TLR2 / IL-10 dKO, que se asemeja a una
osteomielitis aguda. En el presente estudio, se realizd histologia que incluyo
inmunocitoquimica IL-1 beta para determinar inflamacion, y anticuerpo antiosteocalcina
para determinar potencial osteogénico.

En un estudio Ferreira et al., en 2019 evaluaron la biocompatibilidad de 2 cementos, en el
examen histologico para verificar la presenciay el tipo de proceso inflamatorio, proliferacion
celular, fibrosis, edema tisular, congestion vascular, aparicion de proceso destructivo como
absceso 0 necrosis y remodelacién tisulares, las secciones se tifieron al igual que en el
presente estudio con solucion de hematoxilina-eosina.

Bueno et al., en 2019, evaluaron el potencial osteogenico mediante la tincion de Von Kossa,
clasificandola como como positiva o negativa, esta permite evaluar precipitados de calcio,
en el presente estudio al igual que Alves Silva et al., en 2020, se realizo mediante la deteccién
inmunohistoquimica de osteocalcina (proteina identificada como marcador de osteoblastos
maduros), que muestra la capacidad de inducir la deposicion de minerales de los cementos
selladores de conductos radiculares.

En este estudio se evalu6 la reaccién inflamatoria a 2 periodos de tiempo 24 horas y 21 dias,
mediante un analisis histoldgico con tinciones de hematoxilina y eosina, y tricromico de
masson, y un andlisis de deteccion inflamatoria por métodos inmunocitoquimicos, mediante
IL-1 beta. Los cementos selladores a base de silicato de calcio analizados: CeraSeal, Bio-C
Sealer y el nuevo cemento sellador NeoSealer Flo, mostraron ausencia de células
inflamatorias, presentando biocompatibilidad, sin diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos y con resultados comparables al gold estandar (AH Plus) y el grupo control,
este resultado coincide con Okamura et al., 2020 y Alves Silva et al., en 2020 donde
concluyen que el sellador Bio-C Sealer es biocompatible y seguro de usar en estrecho

contacto con el tejido periapical.
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Otro estudio (Oh et al., 2020), demostré que el cemento CeraSeal mostraba mayor
biocompatibilidad que el gold estandar, en nuestro estudio se demostré que la
bicompatibilidad de CeraSeal es comparable con Ah Plus.

Al igual que el presente trabajo, los estudios de revision de biocompatiblidad han demostrado
que la mayoria de los selladores presentan excelente aceptacion por los tejidos, y depende
del modo de inoculacion el que se presente una reaccion inflamatoria severa o moderada,
particularmente si es analizada a las 24 horas (Fonseca et al., 2019, Lim et al., 2020, Sfeir et
al., 2021). En nuestro trabajo inoculamos mediante una pequefia aguja, sin estresar al raton
y abrir heridas que pueden facilmente infectarse y ocasionar inflamacion.

En nuestro trabajo no detectamos la produccion de osteocalcina, quizd por el método
utilizado y el tiempo de inoculacién, ya que otros autores han empleado RT-PCR y han
reportado la produccion de RNA mensajero para osteocalcina (Chang et al., 2014, Lee et al.,
2019).
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8. Conclusiones
El presente trabajo demuestra la excelente biocompatiblidad de Bio-C Sealer, CesaSeal y
NeoSealer Flo en un modelo de raton, mediante el analisis de la histopatologia, y la
produccion de la citocina proinflamatoria IL-1 beta. Ademas, se analizo la produccion de
osteocalcina por inmunocitoquimica, no se observo la presencia de ésta en los tiempos

evaluados.
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