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I. RESUMEN

. RESUMEN

Introduccion: La Endodoncia es la rama de la odontologia encargada del estudio de
la morfologia, fisiologia y patologia de la pulpa dental humana, asi como de los tejidos
perirradiculares. El éxito del tratamiento endoddntico depende de la correcta
realizacion de la triada endodontica, que incluye el desbridamiento, la desinfeccion
exhaustiva y la obturacion en este estudio nos enfocamos en la obturacion, para lograr
una correcta obturacion es esencial utilizar los cementos selladores estos se utilizan
en conjuncién con un material ndacleo biolégicamente aceptable, para ello es
importante evaluar la citocompatibilidad de estos cementos debido a la interaccion
con los tejidos adyacentes al periapice ya sea por contacto directo o por difusion de
sus componentes a partir del sistema de conductos radicular. Objetivo: Evaluar la
citocompatibilidad de los cementos selladores CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y
NeoSealer Flo por ensayos in vitro a distintos tiempos. Metodologia: Para la
evaluacion de la citocompatibilidad se incubaron las muestras en forma de pastillas
(n=6) por 5 dias, a 37 °C y 100% de humedad para su completo fraguado. Despues,
las muestras de los cementos fueron incubados en agitador vaivén a temperatura
controlada 37 °C y 70 rpm durante 5 dias para producir los lixiviados. Posteriormente,
células MDA-MB-231 fueron incubadas por 24 y 48 h en presencia de los lixiviados.
Transcurridos los tiempos de incubacion, se evalué la citocompatibidad de los
cementos por microscopia optica y ensayos colorimétricos ELISA. Adicionalmente, el
pH de las muestras de cementos fraguados fue evaluado tras su inmersion en agua
destilada a los tiempos de 30 min, 1 h, 1-8 dias y 17 dias, a temperatura ambiente
empleando tiras medidoras de pH. Resultados: Los resultados por ensayo ELISA
demostraron porcentajes de citocompatibilidad de los cementos de estudio alrededor
del 125% (CeraSeal 300 mg), 102% (EdgeBioceramic Sealer 30 mg), 139%
(NeoSealer Flo 150 mg) a las 24 h de incubacion, con diferencia estadisticamente
significativa (p < 0.05) a las 48 h del cemento NeoSealer Flo (150 mg) que desplegd
un decremento ligero en su citocompatibilidad arrojando un valor de 78%,
presentando diferencia estadisticamente significativa (p < 0.05) con respecto al
cemento EdgeBioceramic Sealer (30 mg) arrojando un valor de 108%. Con respecto

a la morfologia y densidad celular observada no hubo cambios evidentes. Finalmente,

11



I. RESUMEN

los valores de pH de las muestras de los cementos de estudio exhibieron resultados
similares, mientras que NeoSealer Flo exhibié un ligero descenso. Conclusiones:
Las caracterizaciones por microscopia optica y ensayos ELISA confirmaron de forma
cualitativa y cuantitativa la alta citocompatibilidad de los cementos estudiados, a
distintas concentraciones, demostrando niveles de viabilidad celular superiores al
70% tras 24 y 48 h de incubacion. No obstante, se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los cementos tanto en funcién de su naturaleza
como en funcioén de la concentracién, confirmandose la Hipétesis Alternativa (H1) de
este trabajo de investigacion. Por otro lado, los resultados obtenidos de la evaluacion
del pH exhibieron que los cementos CeraSeal y EdgeBioceramic Sealer mantuvieron
valores de pH altos y relativamente constantes (pH 11-12), mientras que el cemento
NeoSealer Flo exhibio valores de pH ligeramente inferiores y fluctuantes (pH 9-11,
con moda estadistica de pH 10).

12
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II. INTRODUCCION

2.1. ENDODONCIA

La Endodoncia es una especialidad de la Odontologia, la cual es reconocida como tal
por la Asociacion Dental Americana en 1963 (1). Es la rama de la odontologia
encargada del estudio de la morfologia, fisiologia y patologia de la pulpa dental
humana, asi como de los tejidos perirradiculares. El objetivo final de la terapia
endodontica es mantener o devolver la salud a los tejidos circundantes del diente, es

decir, prevenir o revertir cuadros inflamatorios e infecciosos (2).

El diente al igual que cualquier otro 6rgano del cuerpo humano esta conformado por
un conjunto de tejidos histologicos como el esmalte, el complejo dentino-pulpar y el

periodonto de insercion, que lo distinguen estructuralmente y funcionalmente.

La pulpa dental es el Unico tejido blando que conforma al diente, se clasifica como un
tejido conectivo laxo ricamente vascularizado e inervado, que se encuentra alojado
en la camara pulpar y en los conductos radiculares, como todo tejido conectivo esta

formado por células y matriz extracelular (3).

2.2. TRATAMIENTO DE CONDUCTOS

El tratamiento de conducto radicular consiste en la eliminacién completa de la pulpa
gue ha sufrido un dafio irreversible y de todo el tejido remanente el desbridamiento,
desinfeccion exhaustiva y obturacion del sistema del conducto radicular, de manera

gue se pueda conservar el diente como una unidad funcional dentro del arco dental

(4).

2.2.1. TRIADA ENDODONTICA

En 1958, Ingle sefialé que debera llevarse a cabo “la triada endodéntica” basada en
el desbridamiento, desinfeccién exhaustiva y obturacion, todos estos tratandose con

la misma importancia (5).

13



II. INTRODUCCION

El desbridamiento y desinfeccion es la remocion de todo el contenido del sistema de
los canales radiculares antes de la obturacién y durante la misma: material infectado,
material antigénico, sustratos organicos, microflora, productos bacterianos, restos de
comida, tejidos remanentes, calculos pulpares, sustancias quimicas inflamatorias,
materiales de relleno del canal contaminado y detritos dentinarios que se producen

durante los procedimientos de conformacion del canal (6).

La desinfeccion facilita la extraccion mecéanica de los contenidos del canal y la
disolucion quimica, la salida de las sustancias de la inflamacién y las potencialmente
inflamatorias. Una desinfeccion exhaustiva correcta facilita el uso de los instrumentos
para eliminar fisicamente las sustancias, la irrigacion de los sistemas para eliminar
los restos de materiales y la disolucién de los contenidos de las zonas inaccesibles

gracias a las sustancias quimicas que pueden llegar a zonas dificiles de alcanzar (7).

La preparacion biomecéanica implica dar una forma uUnica a cada conducto radicular,
no solo relacionado con su longitud, sino también relacionado con la posicion y
curvatura de cada raiz y conducto radicular individual, para posteriormente ser
obturado (6).

2.2.2. OBTURACION

El concepto académico de la obturacién del conducto radicular valoriza tres aspectos

esenciales: la capacidad de relleno, el control microbiano y la compatibilidad biologica

(8).
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Figura 1. Ejemplo de obturacion.

Presentacion de un 6rgano dental con un cono de gutapercha dentro del conducto radicular
mesiovestibular (9).

El proposito de la obturacion endodontica es, prevenir la reinfeccion de los conductos
radiculares que han sido limpiados y conformados mediante los procedimientos de

instrumentacion, irrigacion y medicacion (10).

El objetivo del tratamiento de conductos es prevenir o tratar la periodontitis apical.
Esto se conseguira mediante una buena limpieza y conformacion del sistema de
conductos y un sellado hermético a los fluidos de los conductos radiculares desde la

apertura coronaria hasta su terminacion apical que impida la filtracion (11).

La obtenciéon de un “sellado hermético” es un tema muy frecuente como un obijetivo
fundamental en el tratamiento de conductos; su término hermético significa sellado
contra la entrada o salida del aire, ya que se debe evitar cualquier filtracion de fluidos
y evitar la supervivencia de las bacterias. Es importante tener un buen sellado tanto

en la region apical como en la region coronal para asi lograr el éxito del tratamiento.
Preparacién del conducto radicular: limpieza y conformacion (12).

La obturacion del espacio radicular preparado se ha logrado utilizando una amplia

variedad de materiales seleccionados por sus propiedades intrinsecas vy
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caracteristicas de manejo. Estos materiales del nucleo se han clasificado como

cementos, pastas, plasticos o solidos (13).

El esfuerzo anterior para formar un sellado hermético es rellenar el conducto radicular
con gutapercha, siempre que la gutapercha tenga mejores propiedades y
biocompatibilidad que el cemento sellador (14).

2.2.3. MATERIALES DE OBTURACION

En la actualidad tenemos distintos materiales de obturacion, la gutapercha, en sus
diversas formas, ha seguido siendo el modelo como material de obturacion de
conductos radiculares durante el transcurso del siglo pasado. El desarrollo de
materiales de nucleo y técnicas de administracion ha generado sistemas basados en
resina y gutapercha basados en portadores. Estos materiales de obturacion se
combinan con selladores para proporcionar una obturacion adecuada del espacio del
conducto radicular que, idealmente, previene la aparicion de enfermedades

endododnticas y fomenta la cicatrizacion periapical cuando existe patologia (6).

Los cementos selladores se diferencian de las pastas, pues la interaccion quimica de
sus componentes conduce a su posterior endurecimiento o fraguado. Los cementos
selladores no son el elemento fundamental de la obturacion, sino que funcionan en
conjunto con otros elementos de la obturacién, como los conos de gutapercha entre
si, o sellan los espacios entre los elementos de la obturacion y la pared dentinal
(Figura 1) (12).

2.3.4. CEMENTOS SELLADORES

Los cementos selladores tienen como finalidad ocupar los espacios entre la
gutapercha y las paredes del conducto radicular, como también los que existan entre

los propios conos de gutapercha (15).

Grossman sefalé que, independientemente de su tipo, el cemento tendria que reunir
los siguientes requisitos: 1) ser homogéneo para suscitar buena adhesividad entre él
y las paredes del conducto 2) producir un sellado hermético 3) debe ser radiopaco 4)

las particulas del polvo deben ser finas, para facil mezclado 5) no debe experimentar
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contraccion después de su endurecimiento 6) no debe manchar la estructura dentaria
7) debe ser bacteriostatico 8) fraguar lentamente 9) insoluble ante los fluidos bucales
10) debe ser bien tolerado por los tejidos 11) debe ser soluble a los solventes

comunes (8).

El cemento sellador debe poseer ciertas caracteristicas que son determinantes para
asegurar el éxito del tratamiento endodoéntico. El cemento sellador estara en contacto
directo con los tejidos periapicales por un tiempo prolongado, su biocompatibilidad es
de gran importancia y es muy importante estudiar la citocompatibilidad de esto
mismos. La toxicidad de un sellador puede retardar la cicatrizacion de los tejidos

periapicales o causar una reaccion tisular inflamatoria.

2.4. TIPOS DE CEMENTOS SELLADORES

Existen distintos tipos de cementos, estos varian dependiendo de la férmula con la
gue fueron realizados y la comercializadora que los distribuye, entre estas incluye
materiales a base de 6xido de zinc y eugenol, base de hidroxido de calcio, resinas
sintéticas, base de iondmero de vidrio, resinas polivinilicas, cementos policarboxilatos

y silicona (15).

2.4.1. CEMENTOS SELLADORES DE OXIDO DE ZINC Y EUGENOL

Estos cementos ocupan gran lugar en Endodoncia debido a la frecuencia con que son
usados uno de estos cementos mas conocidos es el sellador de Rickert o sellador de
Kerr (Pulp Canal Sealer), el cual fue utilizado desde 1948 con excelentes resultados.
Los cementos a base de é6xido de zinc — eugenol presentan una caracteristica
desfavorable, debido a la presencia de eugenol en su féormula, ya que se ha
comprobado que el eugenol es directamente responsable de la citotoxicidad de los
cementos endodonticos que los contienen; asi mismo esta irritacion tisular e

directamente proporcional a la cantidad presente en la mezcla (16).
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Figura 2. Cemento 6xido de zinc y eugenol.

Presentacion del cemento sellador a base de 6xido de zinc y eugenol de la casa comercial
VIARDEN (17).

El Oxido de Zinc con Endurecedor, tiene todas las propiedades terapéuticas de los
cementos de Oxido de zinc y eugenol (Figura 2), pero con mayor resistencia a la
compresion y menor solubilidad y disminucion en el tiempo de fraguado, lo que se

traduce en aumento de la productividad del consultorio dental (17).

2.4.2. CEMENTOS SELLADORES SIN EUGENOL

Su desarrollo parte de un apésito periodontal, Nogenol es un sellador del conducto
radicular, sin los efectos irritantes del eugenol. La base contiene éxido de zinc, sulfato

de bario y oxicloruro de bismuto (18).
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Figura 3. Cemento sellador sin eugenol.
Presentacion del cemento sellador cemento sellador a base de éxido de zinc sin eugenol de

la casa comercial GC América Inc (7).

Cemento sellador a base de 6xido de zinc sin eugenol con nombre de Nogenol (Figura
3), es ideado para superar las caracteristicas irritantes de los cementos con eugenol

convencionales (7).

2.4.3. CEMENTOS SELLADORES DE HIDROXIDO CALCIO

Los cementos a base de hidréxido de calcio poseen aceptable biocompatibilidad y
capacidad de sellado, tiene ademas una accion antiinflamatoria, antimicrobiana,
estimula la formacién de tejido 6seo mineralizado y contribuye al proceso de
reparacion tisular, todo esto se debe a su elevado pH promovido por la disolucion de
sus iones calcio e hidroxilo. Estas propiedades fisico-quimicas permiten que tenga
diversas aplicaciones clinicas tales como: tratamiento de pulpas vitales o necréticas,
apexificaciones, apexogénesis, reabsorciones radiculares internas y externas, con el
propdsito de mejorar las propiedades biolégicas y garantizar un buen sellado de los
sistemas de conductos radiculares, ya que previenen la regeneracion de las bacterias
residuales, controlan la entrada de bacterias dentro del conducto y estimulan la

formacion de tejidos de reparacién en la regién periapical (19).
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Figura 4. Cemento sellador de hidréxido de calcio.

Presentacion del cemento sellador a base de de hidroxido de calcio de casa comercial Kerr
Endodontics (20).

Sealapex es un cemento sellador radicular de polimero de hidréxido de calcio sin
eugenol, que promueve una rapida cicatrizacién y formacion de tejido duro (Figura 4).
de calcio de obturacion de canales contiene un tubo de base y catalizador. El cemento
Sealapex es facil de mezclar y de aplicar, no mancha la estructura dental y se

reabsorbe fuera del diente (20).

2.4.4. CEMENTOS A BASE DE IONOMERO DE VIDRIO

Los ionébmeros vitreos fueron desarrollados por Wilson y Kent en 1974. En la mayoria
de los lonémeros Vitreos el liquido es esencialmente un acido poliacrilico entre el 35%
y 50% con ciertos aditivos como el &cido itacénico. Tiene la capacidad de crear
enlaces hidrogeno con el colageno y los componentes inorganicos de la estructura
dentaria, particularmente con el calcio. Esta quelacién proporciona un enlace quimico
entre el material y la estructura dental. Algunos liquidos contienen &cido tartéarico,
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maleico o0 ambos que actlan como agentes endurecedores y aceleradores para
acortar el tiempo de fraguado. El polvo del ionédmero es un vidrio de aliuminosilicato.
Si se deshidrata durante las 24 horas siguientes a la preparacion, la mezcla se
agrietaria y se quebraria. Si absorbiese agua durante los diez o treinta minutos
siguientes a la preparacion, la matriz experimentaria una rapida erosion. Sélo se

obtiene una buena dureza de superficie cuando llega a formarse sin haber perdido o

afadido agua durante el periodo inicial de endurecimiento (21).
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Figura 5. Cemento sellador de ion6mero de vidrio.

Presentacion del cemento sellador a base de iondmero de vidrio de la casa comercial
Brasseler USA (22).

Activ GP es un sistema de obturacién unico y patentado que consiste en un sellador
de ionémero de vidrio y puntas de gutapercha altamente activas (Figura 5). Las puntas
de gutapercha estan verificadas con laser y se han sometido a dos procesos
patentados de impregnacion y recubrimiento de la gutapercha con particulas de
ionémero de vidrio (22).
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2.4.5. CEMENTOS SELLADORES A BASE DE SILICONA

Los materiales de polivinil siloxano se utilizan desde hace muchos afos en
Odontologia, por que poseen una buena adaptabilidad a los espacios y baja absorcion
de agua por lo cual no se distorsionan, ademas son biocompatibles, ya que la silicona
es un material inerte y biocompatible ampliamente utilizado en medicina como

material de implante (23).

Figura 6. Cemento sellador a base de silicona.

Presentacién del cemento sellador a base de silicona de la casa comercial COLTENE (24).

RoekoSeal es un polivinilsiloxano que se expande ligeramente al fraguar, fluye hasta
en el canal radicular mas pequefio, es biocompatible, cumplen con todos los requisitos

de un sellante del canal radicular (Figura 6) (24).

2.4.6. CEMENTOS SELLADORES A BASE DE RESINA EPOXICA

Este grupo de cementos obturadores de conductos radiculares gozan de gran
aceptacion por sus propiedades y estan basados en la quimica de las resinas, estos
cementos tienen una caracteristica general de presentar buena adhesion a las
paredes del conducto radicular, aspecto que ha sido adjudicado a la presencia de

resina en su férmula (25).
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Figura 7. Cemento sellador de resina epodxica.

Presentacion del cemento sellador a base de resina epéxica de la casa comercial DENTSPLY
(26).

AH Plus es una pasta de dos componentes pasta/pasta, para sellar el conducto
radicular. Base de resina amino epoxica, tiene selllado a largo plazo, magnifica
estabilidad dimensional, propiedades autoadhesivas, gran radiopacidad (Figura 7)
(26).

2.4.6. CEMENTOS SELLADORES BIOCERAMICOS

Los biocerdmicos son materiales ceramicos, inorganicos, no metalicos vy
biocompatibles disefiados para uso médico y odontoldgico, estan constituidos por
alumina, zirconio, vidrio bioactivo, ceramica de vidrio, silicato de calcio, hidroxiapatita
y fosfatos de calcio reabsorbibles. Las categorias que se le otorgan a los materiales
biocerdmicos son: 1) Bioinertes: capaces de rellenar tejidos y ser tolerados por el
organismo, 2) Bioactivos: tolerados por el organismo con capacidades de
osteoconduccion, 3) Biodegradables: con capacidad de ser degradados en ambiente

bioldgico y reemplazado por hueso (27).

El cemento MTA Fillapex es un sellador de resina a base de MTA en su composicion,
ademas de salicilato de resina, resinas naturales y diluidas, resina de nanoparticulas,
tribxido de bismuto, nanoparticulas de silicato y pigmentos (Figura 8). Tiene baja
solubilidad y es de facil manejo; entre sus propiedades se destaca su pH alcalino y su
efecto antimicrobiano, ademas es bioactivo y similar al MTA por su capacidad para
integrarse al tejido dentinario con el que entra en contacto (28).
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Este material provenia originalmente de una combinacién de silicato de calcio y
fosfato de calcio. El fosfato de calcio mejora las propiedades de fraguado de los
selladores bioceramicos dando como resultado una composicion quimica y una
estructura cristalina similar a la de los materiales de apatita dental y 6sea, mejorando

asi la union del sellador a la raiz de la dentina (29).

MTA-FILLAPEX

Figura 8. Cemento de silicato de calcio.

Presentacion del cemento sellador cemento sellador a base de silicato de calcio la casa
comercial angelus (30).

2.5. BIOCERAMICOS

En endodoncia, los materiales bioceramicos fueron introducidos en la década del 90
con el desarrollo y descripcion del Agregado de Trioxido Mineral (MTA), un derivado

del cemento de Portland (31).

Diversas lineas de investigacion buscan demostrar la presencia de biomineralizaciéon
en la interface bioceramico - dentina, evaluar la capacidad de inducir la proliferacion
de fibroblastos periodontales, establecer la diferenciacién de células de la pulpa

dental y determinar la bioactividad de los bioceramicos (32).

24



II. INTRODUCCION

El sellador bioceramico se diferencia de un sellador tradicional por ser hidrofilico y por
lo tanto la humedad en el canal y los tubulos es una ventaja, a diferencia de la mayoria
de los selladores donde la humedad es perjudicial para su rendimiento. Ademas, el

sellador se expande ligeramente y es insoluble en los fluidos tisulares (33).

El fraguado de los biocerdmicos son materiales hidrofilicos que utilizan el agua
presente en los tubulos dentinarios para su hidratacion, contienen entre otros
materiales silicato de calcio que luego de pasar por este proceso de hidratacion forma

un gel de silicato de calcio o hidrogel e hidroxido de calcio (34).

Posterior a esto, los iones de fosfato presentes reaccionan con el hidroxido de calcio
produciendo la precipitacion de hidroxiapatita en la interface dentina/material BC y
agua, creando no solo una unién fisica con el tejido dentario, sino también quimica.

El agua generada participa nuevamente en el proceso de hidratacion (34).

Los selladores a base de silicato de calcio premezclados y listos para usar son nuevos
selladores que facilitan la biomineralizacién, el proceso por el cual un organismo vivo
sintetiza una sustancia mineral, la bioactividad que implica la sintesis de depdsitos de
fosfato de calcio en la superficie de los materiales colocados en un fluido corporal

mimico (35).

La bioactividad de los materiales en base a silicato de calcio como MTA se atribuye a
la capacidad de liberar iones de calcio (Ca2 *) y producir precipitados cristalinos de
tipo apatita cuando estan en contacto con fluidos fisiolégicos que contienen fosfato.
El aumento resultante en pH y concentracion de (Ca2 *) aumenta la saturacion del
fluido que contiene fosfato con respecto a la apatita y, por lo tanto, promueve la
precipitacion (36). Los iones (Ca2 *), cuando entran en contacto con el tejido conectivo
forman dioxido de carbono, el que reacciona con hidréxido de calcio formando
cristales de calcita (carbonato de calcio), que sirven como nucleo de calcificacion. La
alcalinidad del medio estimula la formacion de fibronectina, que con los cristales de
calcita inducen la formacion de colageno tipo | y junto con el calcio induce

mineralizacion (36).

Los beneficios que aportan los cementos selladores bioceramicos al ser en forma
premezclada es mayor estabilidad a comparacion de cementos selladores
convencionales, no sufren contraccion de fraguado por contar ya con medidas
estipuladas del fabricante a su manipulacion. Otra caracteristica es que poseen en su
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capacidad de producir hidroxiapatita durante su proceso de fraguado, generando un
enlace quimico entre la dentina y el material de obturacion. Presentan ademas un pH
muy alcalino durante las primeras 24 horas de fraguado (elevada actividad
antibacteriana), facil manejo para el odontélogo gracias a su jeringa premezclada,
introduciéndose asi directamente dentro del conducto radicular y cuentan con un

tiempo de trabajo aproximado de 3 a 4 horas a temperatura ambiente (12).

Algunos de los cementos selladores bioceramicos que podemos encontrar en el

mercado son: CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo, entre otros.

2.5.1. CEMENTO SELLADOR BIOCERAMICO CERASEAL

CeraSeal (Meta Biomed Co., Cheongju, Corea) es un sellador endododntico
premezclado recientemente lanzado que contiene silicatos de calcio, 6xido de circonio
y agente espesante (Figura 9) (37). Segun los fabricantes, estos selladores tienen

propiedades fisicas clinicamente adecuadas y citocompatibilidad (38).

Aporta un entorno biocompatible perfecto en los tejidos del conducto radicular: 1) gran
capacidad de sellado, 2) accidon antimicrobiana y 3) biocompatibilidad alta. Este
cemento sellador tiene un pH de 12.73 lo cual demuestra alta tasa antimicrobiana y

un tiempo de fraguado de 5 horas y 30 minutos (39).
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Figura 9. Cemento sellador CeraSeal.

Presentacion del cemento sellador CeraSeal de la casa comercial METABIOMED (39).
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2.5.2. CEMENTO SELLADOR BIOCERAMICO EDGEBIOCERMIC SEALER

EdgeBioceramic Sealer presenta una férmula Unica biocerdmico sin resina que lo
hace altamente biocompatible e hidréfilo ya que libera activamente iones de calcio al
momento de su utilizacion y mezclado adecuado (Figura 10). A diferencia de los
cementos selladores que anteriormente se utilizaban, este tiene una caracteristica
importante; no se contrae, por lo tanto, no es necesario compactar la gutapercha, por
lo que simplemente con impregnar las paredes del sistema del conducto radicular es
suficiente para su efectividad. Este cemento es antibacteriano por su alcalinidad (pH
12). Ademas, el EdgeBioceramic Sealer presenta un flujo ideal, que es consistente
con la norma ISO 6786 /2001 y tiene un tiempo de trabajo de 4 horas, este llega su

fraguado total a las 12 horas (40).

Figura 10. Cemento sellador EdgeBioceramic Sealer.

Presentaciéon del cemento sellador EdgeBioceramic de la casa comercial EdgeEndo (40).

2.5.3. CEMENTO SELLADOR BIOCERAMICO NEOSEALER FLO

NeoSealer Flo es un sellador de canales radiculares bioceramico bioactivo con
propiedades de manejo superiores, que promueve la formacion de hidroxiapatita para
apoyar el proceso de cicatrizacion (Figura 11). A diferencia de los selladores
convencionales, NeoSealer Flo es biocompatible, antimicrobiano, dimensionalmente
estable y sin resina, cuenta con un pH alto lo que lo caracteriza como altamente

antimicrobiano y su fraguado final es de 4 a 10 horas (41).
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Figura 11. Cemento sellador NeoSealer Flo.

Presentacion del cemento sellador NeoSealer Flo de la casa comercial Avalon Biomed (41).
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La utilizacién de cementos selladores en Endodoncia es de gran importancia, por ello
se requiere de realizar estudios de citocompatibilidad previo a su aplicacion clinica
para desempefiar la funcion deseada de acuerdo al tratamiento, sin provocar
reacciones adversas tales como toxicidad, irritaciones a los tejidos periradiculares o
carcinogenicidad, y al mismo tiempo generando una mejor respuesta al proceso de
cicatrizacion de los tejidos y asimismo evitar respuestas inflamatoria, optimizando el

desempefio clinico.
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IV. JUSTIFICACION

Es fundamental la evaluacién de la actividad biolégica de los cementos selladores
Endoddnticos ya que estos interaccionan con los tejidos perirradiculares por contacto
directo tanto como por difusion por el sistema de conductos radiculares. Con base en
lo anterior, el presente proyecto se evalud la citocompatibilidad de tres cementos
selladores de reciente lanzamiento al mercado: CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y

NeoSealer Flo.
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V. HIPOTESIS

5.1. HIPOTESIS DE TRABAJO

La caracterizacion biolégica planteada en este trabajo de investigacion nos permitira
identificar diferencias -si las hay- en la citocompatibilidad de los cementos selladores
CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo.

5.2. HIPOTESIS NULA (HO)

Las células cultivadas en presencia y ausencia de lixiviados de los tres cementos
objeto de estudio desplegaran porcentajes de viabilidad iguales, con un nivel de
confianza del 95%.

5.3. HIPOTESIS ALTERNATIVA (H1)

Las células cultivadas en presencia de lixiviados de cualquiera de los cementos
presentaran diferencia estadisticamente significativa en su viabilidad, ya sea con
respecto a las células sin tratar o con respecto a las células cultivadas en presencia

de lixiviados del otro cemento, con un nivel de confianza del 95%.
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VI. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la citocompatibilidad de los cementos selladores CeraSeal, EdgeBioceramic
Sealer y NeoSealer Flo por ensayos in vitro a distintos tiempos.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Preparar pastillas de los cementos selladores CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y
NeoSealer Flo.

2. Obtener muestras de lixiviados a partir de la incubacion de las pastillas de los
cementos selladores CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo (a

concentraciones de 30, 150 y 300 mg) en condiciones fisioldgicas simuladas.

3. Evaluar la citocompatibilidad de los cementos CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y
NeoSealer Flo después de la exposicion directa de sus lixiviados a células en cultivo

a 24y 48 h, a través de ensayos ELISA de acuerdo a la norma ISO: 10993.

4. Evaluar el pH de los cementos selladores CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y

NeoSealer Flo tras su inmersion en agua destilada a 30 min, 1 h, 1-8 dias y 17 dias.

5. Llevar a cabo analisis estadistico de los resultados obtenidos.
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VIl. VARIABLES

7.1. VARIABLES INDEPENDIENTES
1. Tipo de cemento endoddntico (CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo).
2. Concentracion de los cementos (30, 150 y 300 mg).

3. Tiempo de incubacion en contacto con células MDA-MB-231 en cultivo.

7.2. VARIABLES DEPENDIENTES

1. Citocompatibilidad de los cementos endodonticos.

7.3. OPERACION DE VARIABLES

Se evalué la citocompatibilidad de los cementos CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y
NeoSealer Flo. Para su analisis, las muestras fueron preparadas siguiendo las
recomendaciones de los fabricantes. La citocompatibilidad fue caracterizada
mediante ensayos de lixiviados a las 24 y 48 h de acuerdo a la norma ISO: 10993, a

través de ensayos inmunoenzimaticos ELISA.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. TIPO DE ESTUDIO

Experimental.

8.2. UNIVERSO DE ESTUDIO

Para los ensayos de citocompatibilidad se evaluaron tres Sistemas y un Control (n
=6):

Sistema 1: Lixiviados del cemento CeraSeal a distintas concentraciones.

Sistema 2: Lixiviados del cemento EdgeBioceramic Sealer a distintas

concentraciones.
Sistema 3: Lixiviados del cemento NeoSealer Flo a distintas concentraciones.

Control: Células en cultivo sin tratar.

Para evaluar el cambio de pH se estudiaron tres muestras (n=1):
Muestra 1: Cemento CeraSeal (300 mg) fraguado e inmerso en agua destilada.

Muestra 2: Cemento EdgeBioceramic Sealer (300 mg) fraguado e inmerso en agua

destilada.

Muestra 3: Cemento NeoSealer Flo (300 mg) fraguado e inmerso en agua destilada.

8.3. MATERIALES E INSTRUMENTAL

Los cementos endoddnticos empleados para este estudio fueron utilizados siguiendo
las indicaciones del fabricante. EI cemento sellador CeraSeal de la marca Meta
Biomed (Colmar, Pennsylvania). El cemento sellador EdgeBioceramic Sealer de la
marca EdgeEndo (Albuquerque, New México). El cemento sellador NeoSealer Flo es
de la marca Avalon Biomed (Houston, Texas). Se emple6 una micro balanza analitica
Pioneer de la marca Ohaus para estandarizar el peso de las muestras de cemento.
Para permitir el completo fraguado de los cementos se empled una incubadora

modelo Symphony de la marca VWR. Para los ensayos de citocompatibilidad las
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células MDA-MB-231 fueron adquiridas de los Laboratorios American Type Culture
Collection (ATCC). El medio de cultivo celular Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM, Sigma-Aldrich) fue de la marca Corning. Se emplearon placas de cultivo de
96 pocillos (Costar, USA). Para la tincion celular se emple6 una solucion de cristal
violeta al 0.1% compuesta por acido fosférico 200 mM, acido férmico 200 mM y &cido
2-(M-morfolino)-etanosulfonico (MES) 200 mM a pH 6. Se utiliz6 un agitador orbital
(Rotomix, Type 48200). Para determinar la citocompatibilidad se emple6 un Lector de
microplacas iMark,BIO-RAD operando a una longitud de onda de 595 nm. Los
lixiviados de cada muestra se obtuvieron en el interior de tubos falcén de 15 mL. Para
la evaluacion del pH se emple6 agua destilada y tiras indicadoras de pH (Fermont).
Se trabajo en condiciones de esterilidad en una cabina de flujo laminar de la marca
Ulbrecht. Para la evaluacién de la morfologia celular se empled un microscopio
invertido (Olympus CKX53). Se utilizé un agitador Vortex (Vortex-2 gene digital

Scientific industries).
Para la produccién de lixiviados se utilizaron tubos falcon de 15 mL estériles, medio

de cultivo DMEM con suplemento de suero fetal bovino (FBS, por sus siglas en inglés),
0.1 mM de aminoacidos no esenciales (NEAA, por sus siglas en inglés), 2 mM de L-
Glutamina (L-Glu), 1 mM piruvato de sodio y 1% de penicilina estreptomicina (pen-

strep) y solucién de 0.25% de tripsina-EDTA.

8.4. METODOLOGIA

8.4.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Los cementos CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo fueron preparados
en forma de pastillas siguiendo las indicaciones del fabricante y depositados sobre
una loseta de papel estéril. Posteriormente, para permitir el fraguado de los cementos,
las losetas con los cementos fueron colocadas dentro de una caja de Petri de vidrio
estéril que en su interior contendra una caja de Petri estéril de menor tamafio dentro
de la cual se colocaron dos rollos de algoddn estériles a los que se les agregd 3 mL
de agua destilada estéril para mantener la humedad dentro del sistema, que

posteriormente fue sellado con Parafilm para evitar evaporacion al entorno (Figura

35



VIII. MATERIALES Y METODOS

12) (42). Las pastillas de los cementos fueron incubadas a 37 °C por 5 dia y 100%
para permitir su fraguado completo (Figura 13). Tras el fraguado de los cementos
después de 5 dias, las pastillas fueron pesadas en una microbalanza para

estandarizar su peso a 30, 150 y 300 mg.

Figura 12. Fotografia de las muestras de los cementos preparadas para su
incubacion.

En la Figura se observa A) las muestras de los cementos previo a su incubacién y B) las
muestras fraguadas después de 5 dias.

Figura 13. Incubacion de las muestras durante 5 dias.

En la Figura se observa A) la incubadora con los parametros de incubacion requeridos y B)
las muestras preparadas para su estudio.
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8.4.2. OBTENCION DE LIXIVIADOS EN CONDICIONES FISIOLOGICAS

SIMULADAS

Una vez estandarizados los pesos de las pastillas de los cementos fraguados
(Sistemas 1, 2y 3), fueron depositadas en el interior de un tubo falcon de 15 mL estéril
con 3 mL de medio de cultivo celular (DMEM) (Figura 14), los tubos fueron
posteriormente sellados con Parafilm e incubados en agitador vaivén a temperatura

controlada 37 °C y 70 rpm durante 5 dias (Figura 15).

Figura 14. Fotografias representativas de las muestras en contacto con medio de
cultivo celular para la obtencién de los lixiviados.

En la Figura A) se muestra una pastilla de 30 mg, asi como B) pastillas con peso total de 150
mg, y C) pastillas con peso total de 300 mg.

s AN

Figura 15. Incubacién de las muestras 5 dias en agitacion vaivén.

En la Figura se observa A) la incubadora con los pardmetros de agitacion requeridos y B) las
muestras preparadas para su estudio.
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8.4.3. EVALUACION DE CITOCOMPATIBILIDAD

8.4.3.1. Condiciones de cultivo celular

Para los ensayos de citocompatibilidad se empleé la linea celular MDA-MB-231 que
fue cultivada en medio de cultivo DMEM con suplemento de suero fetal bovino (FBS,
por sus siglas en inglés), 0.1 mM de aminoacidos no esenciales (NEAA, por sus siglas
en inglés), 2 mM de L-Glutamina (L-Glu), 1 mM piruvato de sodio y 1% de penicilina-
estreptomicina (pen-strep). La incubacién de las células se realiz6 en condiciones de
estandar de cultivo a 37 °C, 5% CO2 y 100% de humedad. Una vez que las células
alcanzaron una confluencia 6ptima del 80-90% fueron subcultivadas empleando una
solucion de 0.25% de tripsina-EDTA e incubadas en 4 min a condiciones estandar de
cultivo. Las células fueron desprendidas de los frascos de cultivo y posteriormente
resuspendidas en medio de cultivo fresco para ser sembradas en placas de 96 pocillos
a una densidad de 10,000 células/pocillo en 100 uL de medio de cultivo celular e

incubadas durante 24 h en condiciones de estandar de cultivo.
8.4.3.2. Cultivo celular en presencia de los lixiviados

Después de 24 h de incubacion de las células en las placas de 96 pocillos, se
afiadieron 100 L de lixiviados de cada uno de los Sistemas de estudio (n = 6) (Figura
16). Posteriormente, las células fueron incubadas en presencia de los lixiviados a los
tiempos de 24 y 48 h en condiciones estandar de cultivo (Figura 17). Transcurridos
los tiempos de incubacion las células fueron observadas bajo microscopia Optica para

evaluar su morfologia.
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Figura 16. Obtencion de los lixiviados.

En la Figura se observa A) y B) se muestra la colocacion de los 100 L de lixiviados en los
pocillos con células MDA-MB 231.

Figura 17. Fotografia de placa de 96 pocillos con las células en
cultivo en contacto con los lixiviados.

8.4.3.3. Tincién celular para ensayo colorimétrico ELISA

Transcurrido el tiempo de incubacién de las células en presencia de los lixiviados (24
y 48 h), el medio de cultivo celular con los lixiviados fue aspirado de los pocillos.
Posteriormente se afiadieron 10 uL de glutaraldehido al 11% y se mantuvo en

39



VIII. MATERIALES Y METODOS

agitacion orbital durante 15 min a temperatura ambiente. Después de este tiempo, se
aspiro el glutaraldehido y se realiz6 dos lavados con 100 pL de agua destilada.

Se realiz0 la tincion celular afiadiendo 100 uL de solucion de cristal violeta al 0.1% y

se mantuvo en agitacion orbital durante 15 min a temperatura ambiente (Figura 18).

Transcurrido este tiempo, se aspiré la solucion de cristal violeta y se realizd
nuevamente dos ciclos de lavado empleando 100 pL de agua destilada para remover
el excedente de cristal violeta. Finalmente, las placas con las células tefiidas se
dejaron a temperatura ambiente durante 12 h en condiciones de oscuridad para

permitir el completo secado de los pocillos.

Posteriormente, para realizar la medicion en el lector de placas ELISA, el cristal violeta
adherido a las células se disolvi6 empleando una solucion de acido acético al 10%
(300 uL/pocillo) y se mantuvo en agitacién orbital durante 15 min a temperatura
ambiente. La lectura de absorbancia de las muestras se realiz6 a una longitud de
onda de 595 nm (Figura 19).

Figura 18. Lavado con agua destilada y tincion de células.

En la Figura A) se muestra el ciclo lavado de las células empleando 100 L de agua destilada
y B) se muestra la tincién celular afiadiendo 100 pL de solucién de cristal violeta al 0.1%.
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El porcentaje de citocompatibilidad de los sistemas de estudio se calcul6 empleando

la siguiente expresion:

Ecuacion 1. Citocompatibilidad (%).

Absorbancia de células expuestas a lixiviados

, R 0
Citocompatibilidad (%) Absorbancia de células no expuestas * 100

Figura 19. Lector de placas ELISA para determinar la citocompatibilidad de las
muestras.

En la Figura A) se muestra el lector de placas ELISA iMark B) se muestra el software para
obtener los resultados de la medicion de absorbancia.

8.4.3.4. Evaluacion de la morfologia celular por microscopia optica

Después de las 24 y 48 h de incubacion de las células MDA-MB-231 en presencia de
los lixiviados de los cementos CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo la
morfologia de las células sin tefiir y tefiidas con cristal violeta al 0.1% fue evaluada
empleando un microscopio Optico invertido a una magnificacion de 4x y 20x (Figura
20).
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' .‘l",,iég

Figura 20. Evaluacién de la morfologia celular por microscopia 6ptica.

En la Figura A) se muestra las placas de 96 pocillos tefiidas con cristal violeta B) se muestra
la evaluacion morfolégica celular bajo microscopia optica.

8.4.4. EVALUACION DE pH

Las muestras de cemento fraguado después de 5 dias (n=1) fueron preparadas
siguiendo la metodologia descrita en la seccion (8.4.1. Preparacion de las muestras)
y posteriormente estandarizadas a un peso de 300 mg. Posteriormente, las pastillas
de cemento fueron inmersas en tubos falcén estériles en 3 mL de agua destilada
(Figura 21). El pH fue medido a los tiempos de 1 h, 1-8 dias y 17 dias a 37 °C; para
ello, las tiras medidoras de pH fueron inmersas en el seno del liquido y posteriormente
comparadas con el patron de referencia (previo a cada medicién las muestras fueron

agitadas en un Vortex durante 30 segundos) (Figura 22).
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Figura 21. Fotografia de la muestra en contacto con agua destilada para la obtencion
de pH.

En la Figura se muestra los tubos falcén con 3 mL de agua destilada y las pastillas inmersas
en el seno del liquido Ay B.

Figura 22. Medicién de pH.

En la Figura A) se observa la toma de la muestra con la tira medidora de pH, y B) su
comparacion con el patron de referencia.
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VIIl. ANALISIS ESTADISTICO
El andlisis estadistico se llevd a cabo empleando el método de Andlisis de la Varianza
(ANOVA, por sus siglas en inglés) de un factor en conjunto con el método post hoc

Tukey y Bonferroni. La diferencia estadistica sera considerada como significativa a p
< 0.05.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1.1. EVALUACION DE MORFOLOGIA CELULAR A TRAVES DE MICROSCOPIA
OPTICA A24Y 48H

Para evaluar de forma cualitativa la citocompatibilidad de los cementos CeraSeal,
EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo, las células MDA-MB-231 fueron observadas
por microscopia de campo claro tras la exposicion con los lixiviados a 24 y 48 h de
incubacion. Se evalu6 la morfologia celular sin tefiir (Figura 23, Figura 24, Figura 25,
Figura 26, Figura 27 y Figura 28) y tefiidas con cristal violeta al 0.1%, empleando una
magnificacion de 4x y 20x (Figura 29, Figura 30, Figura 31, Figura 32, Figura 33 y
Figura 34).

A partir de las Figura 23, Figura 24, Figura 25, Figura 26, Figura 27, Figura 28, Figura
29, Figura 30, Figura 31, Figura 32, Figura 33, Figura 34 se puede observar que las
células expuestas a los lixiviados de las muestras de los cementos de estudio,
exhibieron una morfologia celular y una proliferacion sostenida similar a la presentada
por las células cultivadas en ausencia de lixiviados (grupo Control). Estos resultados
demuestran de forma cualitativa que no existio alteracion celular tras la exposicion de
los lixiviados de ambos cementos a las 24 y 48 h exhibiendo una alta

citocompatibilidad, que fue evaluada de forma cuantitativa por ensayos ELISA.
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Figura 23. Morfologia de las células sin tefiir después de su incubacion con los
lixiviados de 30 mg de los cementos durante 24 h.

En la Figura se muestra de izquierda a derecha micrografias Opticas de células MDA-MB-231
a una magnificacion de 4x y 20x (sin tefiir) posterior a 24 h de incubacion celular en contacto
con los lixiviados de los Sistemas 1-2-3 y grupo Control (CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer,
NeoSealer Flo y células en cultivo sin tratar).
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Figura 24. Morfologia de las células sin tefiir después de su incubacién con los
lixiviados de 150 mg de los cementos durante 24 h.

En la Figura se muestra de izquierda a derecha micrografias Opticas de células MDA-MB-231
a una magnificacion de 4x y 20x (sin tefiir) posterior a 24 h de incubacion celular en contacto
con los lixiviados de los Sistemas 1-2-3 y grupo Control (CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer,
NeoSealer Flo y células en cultivo).
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Figura 25. Morfologia de las células sin tefiir después de su incubacién con los
lixiviados de 300 mg de los cementos durante 24 h.

En la Figura se muestra de izquierda a derecha micrografias épticas de células MDA-MB-231
a una magnificacion de 4x y 20x (sin tefiir) posterior a 24 h de incubacion celular en contacto
con los lixiviados de los Sistemas 1-2-3 y grupo Control (CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer,
NeoSealer Flo y células en cultivo).
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Figura 26. Morfologia de las células sin tefiir después de su incubaciéon con los
lixiviados de 30 mg de los cementos durante 48 h.

En la Figura se muestra de izquierda a derecha micrografias Opticas de células MDA-MB-231
a una magnificacion de 4x y 20x (sin tefiir) posterior a 48 h de incubacion celular en contacto
con los lixiviados de los Sistemas 1-2-3 y grupo Control (CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer,
NeoSealer Flo y células en cultivo).
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Figura 27. Morfologia de las células sin tefiir después de su incubacion con los
lixiviados de 150 mg de los cementos durante 48 h.

En la Figura se muestra de izquierda a derecha micrografias Opticas de células MDA-MB-231
a una magnificacion de 4x y 20x (sin tefiir) posterior a 48 h de incubacion celular en contacto
con los lixiviados de los Sistemas 1-2-3 y grupo Control (CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer,
NeoSealer Flo y células en cultivo).
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Figura 28. Morfologia de las células sin tefiir después de su incubacién con los
lixiviados de 300 mg de los cementos durante 48 h.

En la Figura se muestra de izquierda a derecha micrografias Opticas de células MDA-MB-231
a una magnificacion de 4x y 20x (sin tefiir) posterior a 48 h de incubacion celular en contacto
con los lixiviados de los Sistemas 1-2-3 y grupo Control (CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer,
NeoSealer Flo y células en cultivo).
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Figura 29. Morfologia de las células tefiidas con cristal violeta después de su
incubacion con los lixiviados de 30 mg de los cementos durante 24 h.

En la Figura se muestra de izquierda a derecha micrografias opticas de células MDA-MB-231
a una magnificacion de 4x y 20x (tefiidas con cristal violeta al 0.1%) posterior a 24 h de
incubacion celular en contacto con los lixiviados de los Sistemas 1-2-3 y grupo Control
(CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer, NeoSealer Flo y células en cultivo sin tratar).
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Figura 30. Morfologia de las células tefiidas con cristal violeta después de su
incubacion con los lixiviados de 150 mg de los cementos durante 24 h.

En la Figura se muestra de izquierda a derecha micrografias Opticas de células MDA-MB-231
a una magnificacion de 4x y 20x (tefiidas con cristal violeta al 0.1%) posterior a 24 h de
incubacion celular en contacto con los lixiviados de los Sistemas 1-2-3 y grupo Control
(CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer, NeoSealer Flo y células en cultivo sin tratar).
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Figura 31. Morfologia de las células tefiidas con cristal violeta después de su
incubacion con los lixiviados de 300 mg de los cementos durante 24 h.

En la Figura se muestra de izquierda a derecha micrografias Opticas de células MDA-MB-231
a una magnificacion de 4x y 20x (tefiidas con cristal violeta al 0.1%) posterior a 24 h de
incubacion celular en contacto con los lixiviados de los Sistemas 1-2-3 y grupo Control
(CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer, NeoSealer Flo y células en cultivo sin tratar).
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Figura 32. Morfologia de las células tefiidas con cristal violeta después de su
incubacion con los lixiviados de 30 mg de los cementos durante 48 h.

En la Figura se muestra de izquierda a derecha micrografias Opticas de células MDA-MB-231
a una magnificacion de 4x y 20x (tefiidas con cristal violeta al 0.1%) posterior a 48 h de
incubacion celular en contacto con los lixiviados de los Sistemas 1-2-3 y grupo Control
(CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer, NeoSealer Flo y células en cultivo sin tratar).
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Figura 33. Morfologia de las células tefiidas con cristal violeta después de su
incubacion con los lixiviados de 150 mg de los cementos durante 48 h.

En la Figura se muestra de izquierda a derecha micrografias Opticas de células MDA-MB-231
a una magnificacion de 4x y 20x (tefiidas con cristal violeta al 0.1%) posterior a 48 h de
incubacion celular en contacto con los lixiviados de los Sistemas 1-2-3 y grupo Control
(CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer, NeoSealer Flo y células en cultivo sin tratar).
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Figura 34. Morfologia de las células tefiidas con cristal violeta después de su
incubacion con los lixiviados de 300 mg de los cementos durante 48 h.

En la Figura se muestra de izquierda a derecha micrografias Opticas de células MDA-MB-231
a una magnificacion de 4x y 20x (tefiidas con cristal violeta al 0.1%) posterior a 48 h de
incubacion celular en contacto con los lixiviados de los Sistemas 1-2-3 y grupo Control
(CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer, NeoSealer Flo y células en cultivo sin tratar).
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9.2. CITOCOMPATIBILIDAD A TRAVES DE ENSAYOS ELISA

Para evaluar de forma cuantitativa la citocompatibilidad de los cementos CeraSeal,
EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo, las células MDA-MB-231 fueron incubadas
en presencia de los lixiviados de los cementos durante 24 y 48 h en condiciones de
cultivo estandar. El porcentaje de citocompatibilidad se determiné a través de ensayos
ELISA con tincion de cristal violeta al 0.1%, los resultados obtenidos se muestran en
la Figura 35, Figura 36 y Figura 37.

240 - - CeraSeal - EdgeBioceramic Sealer I:' NeoSealer Flo

220 - *
) *
200 - *
1 1 _*
ol * "
160 4

140

120 4 l
100
80 5

150

Viabilidad celular (%)

0-

30

i NI

300
Peso (mg)

Figura 35. Porcentaje de citocompatibilidad de los cementos CeraSeal,
EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo a las 24 h.

A partir de la Figura 35 se puede observar que los cementos objeto de estudio
exhibieron un porcentaje de citocompatibilidad alto a las 24 h, mostrando valores de
98% (CeraSeal), 102% (EdgeBioceramic Sealer) y 114% (NeoSealer Flo) para las

concentraciones de 30 mg; valores de 98% (CeraSeal), 101% (EdgeBioceramic
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Sealer) y 139% (NeoSealer Flo) para las concentraciones de 150 mg; y valores de
125% (CeraSeal), 94% (EdgeBioceramic Sealer) y 104% (NeoSealer Flo) para las
concentraciones de 300 mg. A partir de estos resultados se puede confirmar que los
cementos objetos de estudio a las 24 h pueden clasificarse como citocompatibles en
virtud de que un material debe exhibir niveles de viabilidad celular del 70% para ser
considerados como citocompatibles.
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Figura 36. Porcentaje de citocompatibilidad de los cementos CeraSeal,
EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo a las 48 h.

En lo que respecta la Figura 36 se puede observar que los cementos objeto de estudio
exhibieron un porcentaje de citocompatibilidad alto a las 48 h, mostrando valores 99%
(CeraSeal), 108% (EdgeBioceramic Sealer) y 98% (NeoSealer Flo) para las
concentraciones de 30 mg; valores de 97% (CeraSeal), 92% (EdgeBioceramic Sealer)
y 90% (NeoSealer Flo) para las concentraciones de 150 mg; y valores de 100%

(CeraSeal), 79% (EdgeBioceramic Sealer) y 90% (NeoSealer Flo) para las
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concentraciones de 300 mg. En este estudio se decidi6 mantener los lixiviados en
contacto con las células por hasta 48 h con el objetivo de llevar a cabo una

caracterizacion muy rigurosa.

En lo que respecta al andlisis estadistico de los resultados demostro que existe una
diferencia estadisticamente significativa entre los porcentajes de citocompatibilidad
del cemento CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer, NeoSealer Flo a las 24 y 48 h
incubacion celular (Post-hoc de Tukey, * p < 0.05) (Figura 37). Asimismo, se encontrd
diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje de citocompatibilidad entre
los cementos CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo las 48 h de
incubacion celular (Post-hocs de Tukey y Bonferroni, * p < 0.05). Con base a lo
anterior se confirma la Hipotesis Alternativa (H1) de este trabajo de investigacion.
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Figura 37. Porcentaje de citocompatibilidad de los cementos CeraSeal,
EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo alas 24 y 48 h.

Las columnas representan el promedio de los resultados obtenidos y las barras verticales
representan la desviacion estandar (n=6), de acuerdo con la Ecuacion 1. Los asteriscos
representan los casos en donde se encontro diferencia estadisticamente significativa tras las
comparaciones (* p < 0.05).
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION
9.3. EVALUACION DEL pH DE LOS CEMENTOS DE ESTUDIO

La evaluacién del pH de los cementos selladores CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer
y NeoSealer Flo se llevo a cabo después de 5 dias de fraguado en condiciones de
cultivo estandar (37 °C, 100% de humedad). Para ello, se prepararon pastillas de los
cementos de estudio que fueron estandarizadas a un peso de 300 mg. Las pastillas
fueron depositadas en el interior de tubos falcon con 3 mL de agua destilada (ver
Seccion 8.4.4). El pH de las muestras de estudio fue medido a los tiempos 30 min, 1
h, 1-8 dias y 17 dias a 37 °C.
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Figura 38. Valores de pH.

En la Figura se observan los graficos con los valores de pH de las muestras de los cementos
fraguados CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo medidos a distintos tiempos a
temperatura ambiente.
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

En la Figura 38, se puede observar el pH exhibido por los cementos objeto de estudio
a distintos tiempos. El cemento CeraSeal exhibié un pH de 11 a los 30 min, que se
incremento hasta un pH de 12 hasta los 17 dias. En el caso de EdgeBioceramic Sealer
exhibié un pH de 11 a los 30 min, que se incrementod hasta un pH 12 a los 17 dias. En
el caso del cemento NeoSealer Flo exhibié un pH de 10 a los 30 min, que se
incremento hasta un pH de 11 a las 48 horas, un descenso a 10 alos 4 diasya 9 a
los 17 dias. Los resultados mostraron que el cemento CeraSeal y EdgeBioceramic
Sealer mantuvieron un valor de pH maximo de 12 y constante a partir de los 4 dias,
requerido para asegurar un ambiente alcalino en el interior del conducto radicular para

la erradicacion bacteriana.
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X. CONCLUSIONES

10.1. EVALUACION DE LA CITOCOMPATIBILIDAD POR ENSAYOS ELISA

En este proyecto de investigacion se evalud la citocompatibilidad de los cementos
selladores CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo, a través del cultivo de
células MDA-MB-231 en presencia de sus lixiviados, por ensayos in vitro a 24 y 48 h.

1. La morfologia de las células expuestas a los lixiviados de los cementos de estudio,
observada por microscopia de campo claro, confirmé que no existe alteracién celular
tras periodos de 24 y 48 h en condiciones estandar de cultivo, exhibiendo una alta
citocompatibilidad.

2. Los ensayos ELISA confirmaron de forma cuantitativa la alta citocompatibilidad de
los cementos CeraSeal, EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo, observada por

microscopia optica.

3. Tras 24 h de cultivo, se observaron niveles de viabilidad celular de ca. 100% (e
incluso mayores) para los tres cementos en las tres concentraciones estudiadas.
Estos niveles, superiores al 70%, confirman la citocompatibilidad de estos cementos

en este punto de tiempo, independientemente de la concentracion de sus lixiviados.

4. Tras 48 h de cultivo, se observé que los niveles de viabilidad celular de ca. 100%
fueron preservados para el cemento CeraSeal, independientemente de su
concentracion; sin embargo, los cementos EdgeBioceramic Sealer y NeoSealer Flo
exhibieron un ligero decremento en su vialbilidad celular con la concentracion, aunque

manteniéndose superior al 70% en todos los casos.

5. Los analisis estadisticos demostraron diferencias estadisticamente significativas
entre los cementos (p < 0.05), tanto en funcién de su naturaleza como en funcion de

su concentraciéon, en ambos tiempos de estudio (24 y 48 h).

6. Con base en estos resultados, se confirma la hipétesis alternativa (H1) de este

proyecto.
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X. CONCLUSIONES

10.2. EVALUACION DE pH

Ademas de la citocompatibilidad, se evalud la evolucién del pH de muestras de los
cementos inmersas en agua destilada a temperatura ambiente tras periodos de

incubacion de 30 min, 1 h, 1-8 dias y 17 dias.

7. Los cementos CeraSeal y EdgeBioceramic Sealer exhibieron valores de pH alto:
de 11 a periodos cortos de tiempo, que incrementd a 12 a partir de los dias 2 y 4
(CeraSeal y EdgeBioceramic Sealer, respectivamente), que se mantuvo constante

hasta el final del experimento (17 dias).

8.- El cemento Neo Sealer Flo, exhibié un pH fluctuante entre 9 y 11 a lo largo del

experimento, siendo el valor de pH 10 el valor correspondiente a la moda.
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XI. RECOMENDACIONES

Se recomienda complementar este estudio con caracterizaciones quimicas y
fisicoguimicas para evaluar la composicion de los cementos, asi como con estudios

de actividad antibacteriana.
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