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RESUMEN

Objetivo: El propdsito del presente estudio in vitro fue evaluar la citotoxicidad de los
cementos de obturacion retroapical MTA Angelus® (MTA), EndoSequence Root Repair
Material® (ERRM) y Super EBA® (SEBA) en fibroblastos de ligamento periodontal
humano. Materiales y métodos: Mediante un previo cultivo de fibroblastos de ligamento
periodontal humano (PDLF) se evalud la citotoxicidad de los extractos de los tres
cementos de obturacion retroapical de 2 y 7 dias de fraguado, a diluciones seriadas, en
periodos de evaluacion de 1, 3 y 7 dias mediante el ensayo colorimétrico MTT. El andlisis
estadistico con la prueba t de student, U de Mann-Whitney, ANOVA y Kruskal-Wallis se
hizo con el programa SPSS 20.0. Resultados: Se determind que el porcentaje de
viabilidad celular fue superior con MTA a los 2 dias de fraguado y ERRM a los 7 dias de
fraguado (P <0.05) el cual fue dependiente del periodo de evaluacion y diluciones. SEBA
mostro la viabilidad celular més baja en comparacion con MTA y ERRM en las diluciones
mas concentradas (P < 0.05). Conclusiones: Dentro de las limitaciones de este estudio
in vitro, los cementos de obturacion retroapical MTA y ERRM mostraron una alta
viabilidad celular dependiente del tiempo de fraguado y periodo de evaluacién en

comparacion con SEBA.

Palabras clave: endodoncia, citotoxicidad, cementos de obturacion retro apical,

fibroblastos de ligamento periodontal humano.



ABSTRACT

Objective: The aim of the present in vitro study was to evaluate the cytotoxicity in human
periodontal ligament fibroblasts of three root-end filling materials MTA Angelus®
(MTA), EndoSequence Root Repair Material® (ERRM) and Super EBA® (SEBA).
Materials and Methods: A culture of human periodontal ligament fibroblasts (PDLF)
was done previously in order to evaluate the cytotoxicity of the three extracts from the
root-end filling materials of 2 and 7 setting days, at serial dilutions, and evaluation periods
of 1, 3, and 7 days by using the MTT colorimetric assay. Statistical analysis with t test,
Mann-Whitney U test, ANOVA and Kruskal-Wallis was done with the SPSS 20.0
program. Results: It was found that the percentage of cell viability of MTA was superior
in 2 setting days and for ERRM was superior in 7 setting days (P < 0.05), which was
dependent of evaluation period and dilutions. SEBA showed the lower percentage of cell
viability compared with MTA and ERRM in higher concentrated dilutions (P < 0.05).

Conclusions: Within the limitations of this in vitro study, MTA y ERRM root-end fillings
showed higher cell viability, dependent of evaluation period and dilutions, compared with

SEBA.

Keywords: endodontics, cytotoxicity, retroapical filling cements, human periodontal

ligament fibroblasts.



I. INTRODUCCION

La Endodoncia, en todos sus ambitos desde el siglo pasado hasta nuestros dias ha
experimentado una constante evolucion, que ha generado cambios que la han modificado
notablemente. Uno de ellos es el enfoque biologico que los profesionales perciben del

tratamiento que realizan.!

Después de un tratamiento endoddntico primario generalmente se llegan a obtener
resultados exitosos o funcionales, sin embargo, este fendémeno no siempre sucede; por lo
tanto, el potencial regenerativo que pueden tener los tejidos periapicales es un tépico que
se encuentra en constante investigacion. Protocolarmente, si un tratamiento endodontico
primario no fuera exitoso, tanto el retratamiento no quirurgico, y, finalmente, una cirugia
apical complementaria, ofrecen una alternativa conservadora antes de la exodoncia de la
pieza dentaria; y estd demostrado que concede al endodoncista una alta seguridad
terapéutica en la gran mayoria de los casos que requieran estos tratamientos alternativos. '
2 Sin embargo, la complejidad del sistema de conductos radiculares, la presencia de un
biofilm en la patologia periapical, o en su defecto una terapia iatrogénica previa que no
tenga solucién por via ortdograda; comprometen significativamente el éxito del
tratamiento. Serd en esos casos en que la cirugia apical complementaria esté indicada,

cuando previamente fue agotado todo recurso clinico sin los resultados esperados.’

Finalizando una cirugia apical complementaria, después de los procedimientos
quirargicos correctivos, se realizard la preparacion y obturacion retroapical, donde se

colocard un cemento de obturacion retroapical, que dependiendo de su composicion y



propiedades sera de vital importancia, dado que generara una barrera entre el conducto
radicular y los tejidos periapicales; por lo tanto se mantendra un contacto intimo entre
ambas entidades anatdmicas, donde posteriormente se espera la regeneracion de la zona

subyacente, que consiste en la aposicion de hueso alveolar y la insercion periodontal.!

Los cementos de obturacion retroapical que se utilizan comUnmente en los
procedimientos endodonticos quirtrgicos son de diversa manufactura y manipulacion. Su
campo de accion no solo estara en tejidos duros, sino también con las células
periodontales propias de la regeneracion posterior, como son los fibroblastos de
ligamento periodontal, por lo que se espera que tengan un comportamiento altamente

fisiologico.*

En el cuerpo humano, y, especificamente en la region periapical, para que exista
regeneracion es necesaria una respuesta biologica, y aqui los fibroblastos de ligamento
periodontal desarrollaran un papel crucial pues sintetizaran fibras y mantendran la matriz
extracelular. Si se ha realizado un procedimiento endoddntico quirtirgico, es de esperar
que los cementos de obturacion retroapical promuevan una minima respuesta celular y no

causen irritacion, en otras palabras, que no sean citotoxicos.’

El proposito del estudio fue evaluar in vitro la citotoxicidad de tres cementos de

obturacion retroapical en fibroblastos de ligamento periodontal humano.



PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION:

Planteamiento del problema:

Existen situaciones en las que el tratamiento endodontico primario no alcanza los
resultados esperados, y el endodoncista recurre al retratamiento no quirargico para tratar
de eliminar cualquier factor asociado al fracaso. Habiéndose desarrollado ambos
procedimientos y ain asi no se alcanza la resoluciéon del caso, la cirugia apical

complementaria sera la alternativa final antes de la exodoncia de la pieza dentaria.’

Antes, durante y después de la etapa quirurgica, se debe afrontar cada momento operatorio
con el instrumental y material necesarios, y entre varias otras elecciones se debe decidir
qué cemento de obturacion retroapical utilizar, esto resulta importante debido a que éste
representara la barrera entre el diente y los tejidos periapicales donde es esperada la

regeneracion.!

Para el cemento de obturacion retroapical elegido, es necesario que entre otras
propiedades no ofrezca algin efecto citotdxico a los tejidos periapicales. Idealmente, si
se cumple este requisito se constituird en conjunto con las células locales inherentes del
huésped, como son los fibroblastos de ligamento periodontal, la base para la regeneracion

apical.’

A través del tiempo se desarrollaron cementos de obturacidon retroapical como una
alternativa a la amalgama, entre ellos se encuentran el Super EBA® y el Mineral Triéxido

Agregado, que es el mas utilizado y es considerado el gold standard; siendo el



EndoSequence Root Repair Material® el de més reciente manufactura; cada uno presenta
diferentes caracteristicas, y son considerados opciones validas para cirugia apical
complementaria; sin embargo la incertidumbre resalta en la relacion fisioldgica que haya

entre ellos y el huésped.!*

. El cemento de obturacion retroapical MTA Angelus® tendra menor citotoxicidad que los
cementos EndoSequence Root Repair Material®, y Super EBA® en fibroblastos de

ligamento periodontal humano?

Justificacion

El fendmeno de reparacion apical implica una serie de factores asociados que representan
la restitucion de los tejidos circundantes alrededor del é4pice, y constituye el ideal de
cualquier terapia endododntica, pues sera asi, en conjunto con la rehabilitacion posterior

como se devuelva a la pieza dentaria regresar en funcion. '

La cirugia apical complementaria es un procedimiento que algunas veces debe enfrentar
el fracaso a pesar de que el profesional sigui6 los protocolos adecuados. La manera en
que los tejidos periapicales se comportan con los cementos de obturacion retroapical esta
siendo constantemente investigada con la finalidad de resolver los enigmas de la
reparacion apical, la cual estd directamente relacionada con la capacidad biologica del

cemento utilizado.?

Teniendo en cuenta que la respuesta bioldgica se encuentra directamente relacionada con
el pronostico, la presente investigacion es relevante dado que contribuird con el

conocimiento cientifico acerca de qué efecto tendrd cada uno de los tres cementos de



obturacion retroapical estudiados en cultivos primarios de células pertenecientes al
huésped, como son los fibroblastos de ligamento periodontal humano. Asimismo, Los
resultados pueden ser utilizados como referencia al momento de elegir cada cemento

estudiado desde un punto de vista clinico y biologico.

MARCO REFERENCIAL

En el &mbito endoddntico, las patologias periapicales son frecuentemente diagnosticadas,
y aunque el factor etiologico principal es la presencia y colonizacion de microorganismos
en el sistema de conductos radiculares, se presentan también como una secuencia de
injurias iatrogénicas a la pulpa dental y tejidos periapicales durante el tratamiento

endoddntico, como son el trauma fisico y quimico.”®

En respuesta, el huésped activara su sistema de defensa, que consiste en varias clases de
células, mensajeros intercelulares, anticuerpos y moléculas efectoras. Los factores
microbianos y las defensas del huésped se encuentran, y consecuentemente se destruye la
mayor parte de los tejidos periapicales, resultando en una formacion de diversos tipos de
patologias periapicales, incluyendo granulomas o quistes, con la concomitante

reabsorcion de hueso circundante a los apices de los dientes afectados.’

La terapia indicada es el tratamiento de conductos por via ortdgrada, si ésta no fuera

exitosa se indicara el retratamiento del mismo, en una fase final. Si el diente no responde

a ninguna de estas terapias se indicara la cirugia apical complementaria.” °

La cirugia apical complementaria representa el tltimo recurso para mantener un diente

tratado endoddnticamente con una patologia periapical persistente.!! 12



El objetivo principal es el de crear condiciones Optimas para permitir la curacion a través
de la regeneracion de tejidos, incluyendo la formacion de un nuevo aparato de fijacion.'™
14

La ventaja significativa de este procedimiento es el de ofrecer un acceso directo e
inmediato al dpice radicular, permitiendo el curetaje de los tejidos periapicales, asi como
la reseccion de los 3 mm apicales, que con frecuencia contiene ramificaciones o
conductos accesorios responsables de la persistencia de la lesion.!> '® El indice de éxito
reportado oscila entre el 37-97% de los casos, dependiendo si se utilizan técnicas

tradicionales o contemporaneas.'” 18

Zuolo y col. (2000) reportaron un indice de éxito del 91.2% en 112 piezas
correspondientes a su estudio en un periodo de seguimiento de 1 a 4 afios; mientras que
Barone y col. (2010) reportaron un 74% de dientes sanados y un 94% de dientes

funcionales en un periodo de seguimiento de 4 a 10 afios.!” 1

Las indicaciones para una cirugia apical complementaria incluyen:

- Si hay una fuerte posibilidad de fracaso del tratamiento o retratamiento endodontico
no quirurgico.

- Si el fracaso fue resultado de un tratamiento endodoéntico no quirdrgico, y el

retratamiento es imposible o podria no tener un mejor resultado.

- Si es necesaria una biopsia en o cerca del apice.'”

A partir de la introduccion del microscopio operatorio, se combina la magnificacion e
iluminacion del mismo asociado al uso adecuado de nuevos micro-instrumentos, y surge

el concepto de microcirugia apical.



Este procedimiento se puede realizar con precision y predictibilidad, eliminando las

desventajas inherentes con los métodos quirtrgicos tradicionales.!! 1314

Con el fin de mejorar el resultado de un procedimiento quirurgico, tres estrategias
diferentes pueden ser consideradas:

- Mejoramiento de los equipos / instrumentos.

- Cambios en la técnica quirdrgica.

Seleccion apropiada de los casos.?”

Especificamente, cuando ya se realizaron procedimientos previos, serd necesaria una
preparacion retroapical que satisfaga el imperativo biologico, que consiste en el sellado
hermético a cualquier agente nocivo, real o potencial, dentro de los confines de la raiz.
Carr (1997) sostuvo que la preparacion ultrasonica realizada correctamente puede

satisfacer los requerimientos de una preparacion retroapical idonea.?!

El sellado hermético impide la exposicion de los tejidos periapicales a las toxinas
biologicas, permanentemente. Por consiguiente, una preparacion retroapical y la posterior
colocacidn de un cemento de obturacion retroapical deben proporcionar un sellado a largo
plazo en un entorno dindmico que responda a la posibilidad de reabsorcion dentinaria y

cementaria, y a los cambios en los mecanismos de defensa del paciente.?!

Segun Lin y col. (2010) es importante entender el potencial de cicatrizacion natural de las
lesiones periapicales después de la eliminacion de la etiologia. El principio es similar a la
cicatrizacion de heridas del tejido conectivo en otras partes del cuerpo, por lo tanto, es un

"evento programado” que secuencialmente presenta las siguientes fases:



- Fase de coagulacion o hemostasia.

- Fase de inflamacion.

- Fase proliferativa.

- Fase de reparacion y/o regeneracion.

- Fase de maduracion o remodelacion.??

Al culminar una cirugia apical complementaria se activardn células que intervendran en
la cicatrizacion de la herida, entre ellas se encuentran los neutrofilos, macrofagos,
linfocitos y fibroblastos, siendo estos Ultimos los que serdn mas predominantes durante

la fase proliferativa. 2

La cicatrizacion de heridas puede resultar en regeneracion o reparacion, las cuales
dependen de:

- Lanaturaleza de la herida.

- Disponibilidad de células progenitoras.

Factores de crecimiento / diferenciacion.

Sefiales micro-ambientales tales como moléculas de adhesion, la matriz extracelular,

y moléculas de proteinas no colagenas asociadas.??

El ligamento periodontal (PDL) es un tejido conectivo no mineralizado presente entre dos
tejidos que son mineralizados, el hueso alveolar y cemento.?* % Somerman (1988) indica
que dentro de sus funciones se incluyen la erupcion del diente, el anclaje del mismo en
los maxilares, movilidad fisiologica durante la masticacion, y suministro de informacion

propioceptiva.?*



Los fibroblastos de ligamento periodontal humano (PDLF) representan aproximadamente
el 5.6% del volumen total del PDL. Giannnopoulou (1996) refiere que en caso de alguna
lesion o después de un procedimiento quirurgico, se activaran, proliferaran, y migraran
hacia al lugar de la injuria, para sintetizar nuevos componentes de la matriz extracelular

hasta que el defecto se haya corregido.?

Estudios de caracterizacion de PDLF in vitro de Nojima y col. (1990) y Groeneveld y col.
(1993) mostraron que ¢€stos tienen un comportamiento similar al osteoblasto, pues
proliferan fosfatasa alcalina y responden a la hormona paratiroidea y a la la,25-
dihidroxivitamina D3, incrementando la produccion de adenosin-monofosfato ciclico
(cAMP) y osteocalcina, respectivamente. Asimismo, la dexametasona incrementa su
fenotipo osteogénico. Por otra parte, los PDLF tienen la capacidad de producir nédulos

mineralizados in vitro.*”>28

Muchos materiales utilizados en el tratamiento endodontico estan en estrecho contacto
con el PDL. Ademads, segiin Hakki y col. (2012) los PDLF pueden diferenciarse en
cementoblastos y/o osteoblastos, conocidos agentes que intervienen en el proceso de

regeneracion.?’

Si un material dental seré utilizado en seres humanos, la biocompatibilidad o viabilidad
celular es esencial, y por lo tanto un analisis detallado de su citotoxicidad tiene que ser

considerado antes de su aplicacion clinica.*®

Cuando se hace referencia a citotoxicidad de un material, se habla de la capacidad del

mismo de inducir una respuesta apropiada del huésped a una aplicacion especifica. Esto



significa que los tejidos del huésped que entren en contacto con el material puedan sufrir

algtin efecto toxico, irritante, inflamatorio, alergénico, genotoxico o carcinogénico.’!

Las pruebas de citotoxicidad in vitro permiten medir los efectos de un material sobre:
- El numero de células o su crecimiento.

- La integridad de las membranas celulares.

- La biosintesis o actividad de las enzimas.

- El material genético de la célula.

Las pruebas de citotoxicidad in vitro presentan las siguientes ventajas:

- Estudiar una funcién especifica del metabolismo celular, aisldandola de otros
procesos.

- Examinar un gran nimero de muestras de forma rapida y barata.

- Permitir cuantificar los resultados.

- Valorar la sensibilidad a los materiales toxicos.

- Normalizar los métodos de prueba.

Las pruebas de citotoxicidad in vitro presentan las siguientes limitaciones:

- Se limitan a un solo tipo celular.

- Las células utilizadas no son iguales que las células del huésped

- Los tejidos cultivados carecen de mecanismos inflamatorios u otro mecanismo de

proteccion 3233

10



En cuanto a los cultivos celulares, consisten en pruebas muy sensibles, y constituyen
aproximaciones a lo que puede ocurrir en la clinica humana. Se disponen de dos tipos de
células:

- Lineas celulares permanentes; derivadas de colecciones de cultivo.

- C¢lulas primarias; establecidas a partir de un tejido u 6rgano, las cuales mantienen

su viabilidad un periodo de tiempo limitado y no se reproducen en cultivo.*?

Un cultivo celular puede definirse como un crecimiento celular in vitro, esto es, en un
medio adecuado, de células previamente aisladas a partir de 6rganos de tejidos o de
fluidos de animales vivos. Se trata de obtener un grupo original de células en el que,
mediante cuidados y tratamientos precisos, se mantengan en el tiempo la identidad y

caracteristicas de las células primitivas.>*

La citotoxicidad se puede determinar usando el ensayo colorimétrico basado en el ensayo
de metil-tiazol-tetrazolio (MTT), desarrollado por Mosmann en 1983. EIMTT es 3 - (4,5-
dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil bromuro de tetrazolio y existe como una sal de tetrazolio
amarilla. Mide la supervivencia y/o proliferacion celular espectrofotométricamente. El
MTT se reduce en células metabdlicamente activas por enzimas deshidrogenasas
mitocondriales para formar cristales de formazan de color azul oscuro insolubles en agua.
El color resultante puede entonces ser cuantificado mediante la medicion de la

absorbancia, a una longitud de onda entre 540 — 570 nm.>**

La absorbancia mide cuanta luz es absorbida por un compuesto a una determinada
longitud de onda, la cual es necesaria para obtener una informacidén cuantitativa del

mismo.>°

11



Existe una relacion lineal entre el numero de células y la absorbancia, por lo tanto, la
cantidad de MTT formado en cultivos celulares se correlaciona con la absorbancia. Una
menor absorbancia se correlaciona con un menor nimero de células, y demuestra niveles
de citotoxicidad alto. El ensayo de MTT es un método estdndar para determinar la

citotoxicidad de los materiales dentales en células cultivadas.?> 3738

En una obturacion retroapical los cementos juegan un papel decisivo, ya que pueden dafiar
potencialmente los tejidos periapicales, promover la inflamaciéon o destruccion, y/o
impedir la reparacién apical, pues finalmente lo que se pretende es promover la
regeneracion de un aparato periodontal de insercion que sea funcional, incluyendo el
cemento que recubra la superficie radicular resecada, el ligamento periodontal y el hueso

alveolar.3® 40

Un cemento de obturacion retroapical ideal deberia incluir en sus caracteristicas el ser
tolerado por los tejidos perirradiculares del huésped, ser biocompatible, antibacteriano o
que enclaustre las bacterias residuales, no téxico, no corrosivo, no reabsorbible,
dimensionalmente  estable, de facil manipulaciéon, impermeable, inactivo
electroquimicamente, radiopaco, econémico, y adaptable a las paredes dentinarias. 4!+
Song y col. (2011) lo consideran un probable predictor de resultados clinicos positivos y

por lo tanto, el éxito a largo plazo de la cirugia apical complementaria es a menudo

influido por el mismo.*

El Mineral Trioxido Agregado (MTA) es un cemento que fue desarrollado inicialmente

en la Universidad de Loma Linda por Torabinejad y col.(1993).%

12



Fue usado por primera vez para perforaciones radiculares, pero también ha sido utilizado
como una alternativa para varias aplicaciones clinicas, como son la obturacion retroapical,
manejo de reabsorciones internas, manejo de apices inmaduros como apexificacion o
apexogénesis, pulpotomia, y recubrimiento pulpar.*® 47 debido a su alta
biocompatibilidad.***’ La patente principal indica que contiene 6xido de calcio y didxido
de silicio, aunque también contiene oxido de bismuto.’® Se comercializa actualmente en
2 presentaciones: gris (GMTA) y blanco (WMTA). Inicialmente se introdujo en gris, pero
debido a la posibilidad de pigmentacion de la pieza dentaria tratada, se desarrollo el
WMTA.>! Su presentacion es con polvo y agua destilada, cuya mezcla es el resultado de

una relacion 3:1. El periodo de fraguado es aproximadamente 3-4 horas.>

Es comparado usualmente con el cemento Portland. Islam y col. (2006) evaluaron el polvo
del GMTA y del WMTA con el cemento Portland, encontrando que tienen constituyentes
similares, entre ellos: silicato tricalcico, aluminato tricalcico, silicato de calcio, y
aluminoferrita tetracalcica.”® Sin embargo, las principales diferencias entre los dos tipos
de MTA vy el cemento Portland son la ausencia de potasio y la presencia de 6xido de
bismuto.** Cuando el polvo del MTA es mezclado con agua destilada, se forman
inicialmente hidroxido de calcio e hidrato de silicato de calcio, finalmente, se
transforman en un gel sélido poco cristalizado y poroso que solidificara en 3-4 horas.>
Segun Camilleri y col. (2008) la relacion de silicato de calcio disminuye debido a la
formacion de un precipitado de calcio. El calcio precipitado produce hidréxido de calcio,

que es lo que causa la alta alcalinidad del MTA después de la hidratacion.>®

Su capacidad de sellado, potencial osteogénico, y su biocompatibilidad se han atribuido

a su capacidad de liberar iones de calcio y formar una capa adherente. Diversas

13



investigaciones durante casi 20 afios han demostrado sus excelentes propiedades fisicas

y biologicas. %3763

Osorio y col. (1998) demostraron en fibroblastos de raton (L-929) y fibroblastos
gingivales humanos que el MTA no causé reacciones citotoxicas. Asimismo, Gorduysus
y col. (2007) comparandolo con selladores endodonticos demostraron que el MTA es el

material mas biocompatible, y por lo tanto el menos citotéxico.®* ¢

Recientemente se ha introducido en el mercado un material a base de bioceramica, el
EndoSequence Root Repair Material® (ERRM). Segiin el fabricante, este material se
compone de silicatos de calcio, 6xido de circonio, 6xido de tantalo, fosfato de calcio
monobdsico, y agentes de relleno. El ERRM esta fabricado en un estado premezclado que
es en forma de masilla moldeable con instrucciones apropiadas para su uso, esto es muy
similar a la presentacion de algunas formas de 6xido de zinc sin eugenol. Una vez creada
la cavidad retroapical, se puede coger una porcion del cemento con un instrumento estéril

y se puede llevar cuantas veces sea necesario.®®

Las caracteristicas que ofrece son su pH de 12.5, sus excelentes propiedades fisicas y
bioldgicas, es facil de manipular, ademés es hidrofilico, insoluble, radiopaco, libre de
aluminio. Tiene un tiempo de trabajo de alrededor de 30 minutos y una reaccion de
endurecimiento iniciada por humedad, que acaba fraguando aproximadamente después

de 4 horas.®”- %8 Estudios han reportado su alta biocompatibilidad in vitro.®37?

Willershausen y col. (2013) evaluaron la proliferacion de PDLF con ERRM, encontrando

que tiene mejor comportamiento que el WMTA y GMTA hasta después de 96 horas de
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evaluacion. Al Anezi y col. (2010) demostraron en fibroblastos de raton que la
citotoxicidad del ERRM es comparable al GMTA y WMTA. Hirschmann y col. (2012)

mostraron que el ERRM fue menos citotoxico que el MTA a los 8 dias de evaluacion. &

69, 72

El Super EBA® (SEBA) fue desarrollado en los afios 60 como un sustituto con tiempo de
fraguado alterado y mayor resistencia que los cementos de 6xido de zinc y eugenol. El
polvo contiene 60% de 6xido de zinc, 34% de 6xido de aluminio (alumbre) y 6% de resina
natural. El liquido contiene 62.5% de 4cido etoxibenzoico (EBA) y 37.5% de eugenol. 7>
™ Oynick y col. (1978) indican que es considerado un cemento de 6xido de zinc y eugenol

mejorado por la adicién del 4cido etoxibenzoico.”

Su pH es neutro, es poco soluble y tiene una adecuada radiopacidad y tiene excelentes
propiedades fisicas. Incluso en condiciones humedas, el SEBA se adhiere a la estructura

dental, y puede afadirse de forma incremental, seglin sea necesario.”

El SEBA es un cemento de dificil manipulacion, ya que su tiempo de fraguado es corto y
estd influido por la humedad. En cirugia apical complementaria el liquido y el polvo se
mezclan a una proporcion de 1:4, el polvo debe afiadirse al liquido en pequefios
incrementos; y cuando la mezcla esta espesa pero aun brillante, ha de afiadirse mas polvo.
La mezcla es adecuada cuando pierde su brillantez y no gotea cuando se manipula con la

espatula.*> 7

A pesar que estudios de tolerancia en tejidos demuestran que provoca reacciones leves a

moderadas debido al eugenol libre. 7*%° Fue propuesto como cemento de obturacion
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retroapical por sus buenas propiedades de sellado, asi como por sus excelentes resultados

clinicos. 7818

Torabinejad y col. (1995) demostraron que el SEBA presenta una citotoxicidad
comparable al IRM (Intermediate Restorative Material por sus silgas en inglés). Zhu y
col. (1999) determinaron que IRM y SEBA fueron significativamente menos citotdoxicos
que la amalgama.’® 7’Sin embargo, Trope (1996) realizando cirugias apicales
complementarias en perros demostrd que el SEBA present6 un buen comportamiento

histolégico después de 6 meses.®!

Lin y col. (2014) realizaron un estudio retrospectivo de 2 afios de seguimiento
radiogréfico en cirugias apicales complementarias realizadas a 82 pacientes, utilizando
SEBA como cemento de obturacion retroapical; el promedio de dientes sanados fue de

93.1%.™

El propdsito del presente estudio fue evaluar in vitro la citotoxicidad de los cementos de
obturacion retroapical MTA Angelus®, EndoSequence Root Repair Material® y Super

EBA® en fibroblastos de ligamento periodontal humano.
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II.

OBJETIVOS:

Objetivo general

Evaluar in vitro la citotoxicidad de los cementos de obturacion retroapical MTA

Angelus®, EndoSequence Root Repair Material® y Super EBA® en fibroblastos de

ligamento periodontal humano.

Objetivos especificos

Determinar el porcentaje de la viabilidad celular en PDLF con el cemento de
obturacion retroapical MTA Angelus® de 2 y 7 dias de fraguado; a 1, 3 y 7 dias de

evaluacion; y a diluciones seriadas de 1:1, 1:2, 1:4, 1:8.

Determinar el porcentaje de la viabilidad celular en PDLF con el cemento de
obturacion retroapical EndoSequence Root Repair Material® de 2 y 7 dias de fraguado;

a 1,3y 7 dias de evaluacion; y a diluciones seriadas de 1:1, 1:2, 1:4, 1:8.

Determinar el porcentaje de la viabilidad celular en PDLF con el cemento de
obturacion retroapical Super EBA® de 2 y 7 dias de fraguado; a 1, 3 y 7 dias de

evaluacion; y a diluciones seriadas de 1:1, 1:2, 1:4, 1:8.

Comparar el porcentaje de la viabilidad celular en PDLF con los cementos de
obturacion retroapical MTA Angelus®, EndoSequence Root Repair Material® y Super
EBA® de 2 y 7 dias de fraguado a 1, 3 y 7 dias de evaluacion; y a diluciones seriadas

de 1:1, 1:2, 1:4, 1:8.
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HIPOTESIS

La citotoxicidad in vitro en PDLF serd menor con el cemento de obturacion

retroapical MTA Angelus® para todos los criterios de evaluacion de este estudio,

en comparacion con EndoSequence Root Repair Material® y Super EBA®.
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III. MATERIALES Y METODOS

Diseino del estudio

La presente investigacion se desarrollé con un paradigma cuantitativo y el disefio de

estudio fue experimental in vitro.

Poblacion

Cada uno de los pozos de cada placa de cultivo donde se afiadird una solucion con PDLF
y los extractos de cada cemento de obturacion retroapical a diferente tiempo de fraguado,
periodo de evaluacion y diluciones seriadas. Los extractos corresponden al medio de

cultivo que estuvo en contacto con cada cemento de obturacion retroapical.

Muestra

Tamano muestral

Para determinar el tamafio muestral, se realizo una prueba piloto, en la cual se utilizaron
extractos de los cementos de obturacion retroapical MTA y ERRM con el menor periodo
de fraguado, es decir 2 dias; a 1 dia de evaluacion; a la dilucion menos concentrada, es

decir 1:8, en donde se esperaron valores con mayor similitud.

Formula muestral:

Mediante la prueba piloto se aplico la siguiente férmula, de comparacion de medias:
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Donde:

(Zo2 + Zp)* (01 + 02)?

(1 —p2)’

* Zo = Coeficiente de confianza (1.96 para el 95% de confianza).

« ZB = Coeficiente cuyo valor depende de la potencia de la prueba (0.84 para
80% de potencia).

* 51, 62 = Varianza de las poblaciones que son objeto del estudio.

* (11 - 12) = Diferencia minima que se desea detectar como significativa.

Entre 2 cementos de obturacion retroapical, MTA y ERRM:

(1.96 +0.84)?(7.27*+ 7.16%)

(119.97-111.22)2

Los resultados de la aplicacion de la formula obtuvieron como resultado 2 pozos

por cada extracto de cemento de obturacion retroapical.

Los grupos se dividieron segln el tiempo de fraguado y diluciones para cada dia

de evaluacion (1, 3 y 7 dias), existiendo un grupo control:
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Grupo CO (Control positivo):

Controles 100% de crecimiento de PDLF, es referencia de medicion para cada
grupo.

Medio de cultivo + PDLF, para cada grupo y subgrupo en cada dia de evaluacioén

=> 3 pozos.

Grupo MTA 2:

Extracto de cemento de obturacion retroapical MTA de 2 dias de fraguado +
Medio de cultivo + PDLF.

Subgrupo 1:1 => 3 pozos.

Subgrupo 1:2 => 3 pozos.

Subgrupo 1:4 => 3 pozos.

Subgrupo 1:8 => 3 pozos.

Grupo ERRM 2:

Extracto de cemento de obturacion retroapical ERRM de 2 dias de fraguado +
Medio de cultivo + PDLF.

Subgrupo 1:1 => 3 pozos.

Subgrupo 1:2 => 3 pozos.

Subgrupo 1:4 => 3 pozos.

Subgrupo 1:8 => 3 pozos.

Grupo SEBA 2:
Extracto de cemento de obturacion retroapical SEBA de 2 dias de fraguado +

Medio de cultivo + PDLF.
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Subgrupo 1:1 => 3 pozos.
Subgrupo 1:2 => 3 pozos.
Subgrupo 1:4 => 3 pozos.

Subgrupo 1:8 => 3 pozos.

Grupo MTA 7:

Extracto de cemento de obturacion retroapical MTA de 7 dias de fraguado +
Medio de cultivo + PDLF.

Subgrupo 1:1 => 3 pozos.

Subgrupo 1:2 => 3 pozos.

Subgrupo 1:4 => 3 pozos.

Subgrupo 1:8 => 3 pozos.

Grupo ERRM 7:

Extracto de cemento de obturacion retroapical ERRM de 7 dias de fraguado +
Medio de cultivo + PDLF.

Subgrupo 1:1 => 3 pozos.

Subgrupo 1:2 => 3 pozos.

Subgrupo 1:4 => 3 pozos.

Subgrupo 1:8 => 3 pozos.

Grupo SEBA 7:
Extracto de cemento de obturacion retroapical SEBA de 7 dias de fraguado +
Medio de cultivo + PDLF.

Subgrupo 1:1 => 3 pozos
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Subgrupo 1:2 => 3 pozos
Subgrupo 1:4 => 3 pozos

Subgrupo 1:8 => 3 pozos

Blancos (Controles negativos):

Blanco (So6lo Medio de cultivo). => 2 pozos.

Blanco de ERRM2, ERRM7, SEBA2, SEBA7, MTA2, MTA7 (Solo medio de
cultivo y extracto de cada cemento de obturacidn retroapical, que sirvio como

medio de calibracion de los blancos) => 1 pozo.

Criterios de inclusion

Para los cementos de obturacion retroapical

e Cementos de obturacion retroapical dentro de su fecha de uso segun los fabricantes.
e Mezclas de acuerdo a la indicacion de los fabricantes.

Para la obtencion de las muestras de PDLF

e Pacientes sometidos a tratamiento ortodontico mayores de 18 afios.
e Pacientes con piezas dentarias extraidas con completo desarrollo radicular.
e Pacientes con piezas dentarias extraidas sin presencia de caries.

e Pacientes con piezas dentarias extraidas sin enfermedad periodontal preexistente.

Criterios de exclusion

Para los cementos de obturacion retroapical

e Cementos de obturacion retroapical en su fecha de caducidad.

e Mezclas no compatibles con la indicacion de los fabricantes.
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Para la obtencion de las muestras de PDLF

Pacientes sometidos a tratamiento ortodontico menores de 18 afnos.

Pacientes con piezas dentarias extraidas con apice abierto.

Pacientes con piezas dentarias extraidas con presencia de caries.

Pacientes con piezas dentarias extraidas con enfermedad periodontal preexistente.

Variables

Variable Independiente:

Cementos de obturacion retroapical:

Variable cualitativa nominal politdmica que se refiere al tipo de cemento de obturacion

retroapical, implicé 3 categorias:

e Cemento de obturacién retroapical MTA Angelus® (Angelus, Londrina, PR, Brasil).

e Cemento de obturacion retroapical EndoSequence Root Repair Material® (Brasseler,
Savannah, GA, USA).

e Cemento de obturacion retroapical Super EBA® (Bosworth, Skokie, IL, USA).

Variable Dependiente:

Citotoxicidad

Variable cuantitativa continua medida que indica el porcentaje de viabilidad celular, el
cual es obtenido en base a los valores resultantes espectrofotométricamente mediante la
absorbancia. Los valores menores de 100% indican una reduccion o muerte de PDLF,

contrariamente, los valores mayores de 100% indican un incremento en la proliferacion

de PDLF.
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Covariables:

Periodo de Evaluacion:

Variable cualitativa politomica que indica el periodo en que se establecio del proceso de
evaluacion de citotoxicidad de los tres cementos de obturacion retroapical en los cultivos
de PDLF. Tuvo 3 categorias:

- ldia

- 3 dias

- 7 dias

Tiempo de fraguado de los cementos de obturacion retroapical

Variable cualitativa dicotomica que indica el periodo de tiempo en cual fraguaron los
cementos de obturacion retroapical, incluyeron 2 categorias:

- 2 dias, considerandose como fraguado fresco.

- 7 dias, considerandose como fraguado completo.

Diluciones seriadas de los extractos de los cementos de obturacion retroapical
Variable cualitativa que indica la dilucion seriada de los cementos de obturacion
retroapical en el medio de cultivo, incluyéndose 4 categorias:

- 11

- 12

- 14

- 18
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Técnicas y/o procedimientos

Validacion del instrumento y calibracion

Método: Ensayo de metil-tiazol-tetrazolio (MTT).

Procedimiento

Preparacion de las muestras de PDLF

Para este estudio se utilizaron “fibroblastos de ligamento periodontal humano” (PDLF),
que se obtuvieron por medio de premolares erupcionados y extraidos por motivos no
patoldgicos, asi como por razones ortodonticas en un solo paciente, al cual se le
proporciond una hoja informativa antes de las exodoncias (ANEXO 1), la cual fue
aprobada por el comité de ética (ANEXO 2) junto con las informaciones para la
recoleccion de los datos (ANEXO 3). Antes de las exodoncias, se realizé una incision
surcal alrededor de las piezas dentarias, obteniendo una elevacion limitada del colgajo (es

decir, no se extendid hasta la unién mucogingival).

El tejido gingival se separ6 de la zona cervical radicular por medio de un raspado
profundo para evitar la contaminacion de los tejidos de ligamento periodontal por el tejido
conectivo gingival. Todos los procedimientos de laboratorio fueron realizados en una
Cabina de flujo laminar SterilGard III (The Baker Company, Sanford, ME, USA) para
asegurar condiciones asépticas. Las muestras se colocaron en el “medio de biopsia”
[medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con 50 pg/ml de sulfato
de gentamicina, glutamina, 5 ng/ml de anfotericina B, y suero fetal bovino (FBS) al 10%)]

y posteriormente fueron lavadas tres veces con este medio antes de su procesamiento.
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Estas precauciones se tomaron para que la contaminacidon con los tejidos gingivales y
apicales se minimice, y solo los tejidos de ligamento periodontal del tercio medio de la

superficie radicular sean utilizados (ANEXO 4).

El tejido necesario del tercio medio de la superficie radicular fue removido con un bisturi
N° 15. Posteriormente, estos tejidos fueron colocados en placas de cultivo de 10 cm para
la aplicacion de la técnica de explantacion de tejidos mediante DMEM, el cual fue
suplementado con 50 pg/ml de sulfato de gentamicina, 5 pg/ml de Anfotericina B, y FBS

al 10%.

Los pequetios trozos de tejido estuvieron dispersos en un portaobjetos de vidrio y
posteriormente fueron colocados en placas de cultivo. Luego se colocaron en una
incubadora con control de humedad Autoflow NU-4850 (Nuaire, Plymouth, MN, USA)
a 37°C, 100% de humedad relativa y una atmodsfera de 5% de CO: en el “medio de
biopsia”. Al dia siguiente, se reemplazd el “medio de biopsia” con “medio de cultivo”
(DMEM suplementado con 50 pg/ml de sulfato de Gentamicina, 5 ng/ml de Anfotericina

B, 1.16 g/L de Glutamina, y FBS al 10%)).

Cuando los fibroblastos de ligamento periodontal (PDLF) que rodearon los trozos de
tejido de ligamento periodontal fueron confluentes, se transfirieron a frascos de cultivo
de tejidos de 75 cm? utilizando Tripsina al 0.08% y 4cido etilendiaminotetraacético

(EDTA) al 0.04%, y se designaron "Primeras células de transferencia".

Este fendmeno ocurri6 al cabo de 15 a 20 dias, entonces las células fueron subcultivadas.

Las células utilizadas estuvieron entre los pasajes 4 y 5 (ANEXO 5).

27



Preparacion de los cementos de obturacion retroapical

Tanto MTA Angelus® (Angelus, Londrina, PR, Brasil), EndoSequence Root Repair
Material® (Brasseler, Savannah, GA, USA) y Super EBA® (Bosworth, Skokie, IL, USA)
se obtuvieron de fuentes comerciales, no habiendo para los investigadores ningun
conflicto de intereses (ANEXO 2). Se elaboraron, bajo condiciones asépticas con
materiales e instrumental previamente esterilizado dos discos de cada material a 37°C y

100% de humedad relativa durante 2 y 7 dias, respectivamente.

Para dar forma a los discos de cada cemento de obturacion retroapical se utilizaron moldes
de goma de tal forma que se obtuvieron discos de 10 mm de didmetro y 3 mm de espesor,
utilizando un porta-amalgama para la dispensacion y un atacador de amalgama para la

compactacion (ANEXO 6).

Después del fraguado, los discos fueron expuestos a luz ultravioleta durante 20 minutos
en cada superficie para asegurar la esterilidad de los mismos, y se transfirieron a placas
de cultivo de 24 pozos (Nunc, Roskilde, Dinamarca) que contuvieron 1 ml de DMEM por
pozo y se incubaron a 37°C, 100% de humedad relativa y una atmoésfera de 5% de CO»
durante 24 horas, obteniendo de esta manera los extractos de cada cemento de obturacion

retroapical (ANEXO 7).

Ensayos de citotoxicidad
La suspension de PDLF (100 ml/pozo) se sembré en placas de cultivo de 96 pozos (Nunc,
Roskilde, Dinamarca) a una densidad de 5 x10° células/100uL y se incubd durante 24

horas para lograr la union de las células antes de la adicion de los extractos.
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Posteriormente, cada extracto fue dividido en 6 grupos experimentales, correspondientes
a los cementos de 2 y 7 dias de fraguado; 1 grupo control de 100% de crecimiento (control
positivo), que contuvo la suspension de PDLF con DMEM, el blanco de los cementos de
obturacion retroapical sirvio como control negativo. Posteriormente, se hizo una dilucion
seriada de los extractos a una relaciéon 1:1 con DMEM para conseguir un total de 4

concentraciones de cada extracto (1:1, 1:2, 1:4 y 1:8). (ANEXO 8).

Después de la incubacion por 1, 3, y 7 dias, la citotoxicidad se determin6é mediante el
“ensayo de metil-tiazol-tetrazolio” (MTT) utilizando el M5655 (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA) segtin las instrucciones del fabricante.

Cada placa de cultivo fue incubada por 4 horas con 25 ul en cada pozo de MTT (5mg/ml)
disuelto en FBS. Luego de este periodo se adicion6é 100 pl de una solucion disolvente
compuesta de 20 ml de agua destilada + 200 pl de HCI (Acido clorhidrico) + 2 g de SDS
(Dodecilosulfato, sal sodica) que fue utilizada para disolver los cristales de formazan en
una solucién azul oscuro. Las placas fueron dejadas por 24 horas en incubacion, y
posteriormente fueron llevadas a un lector de placas VersaMax ELISA (Molecular

Devices, Sunnyvale, CA, USA) (ANEXO 9).

Instrumento
Finalmente, utilizando la ficha de recoleccion de datos (ANEXO 3), viabilidad celular se
calcul6 en base al porcentaje de la absorbancia de los pozos de prueba en relacion a los

pozos control. La absorbancia del blanco se resto de los valores previamente obtenidos.
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Plan de analisis
Se realiz6 el andlisis estadistico univariado y bivariado con el programa SPSS 20.0

(Statistical Package for the Social Sciences).

Analisis univariado:
De las variables cuantitativas se obtuvo la medida de tendencia central (media), y la

medida de dispersion (desviacion estandar).

Analisis bivariado:

Se realizo el andlisis de la relacion entre variables; si los datos presentaban distribucion
normal se utiliz6 la prueba ¢ de Student para muestras independientes, y si no presentaban
distribucion normal se utilizo la prueba U de Mann-Whitney, a un nivel de significancia

de 99%.

Analisis trivariado:

Se realiz6 el andlisis de la relacion entre variables; si los datos presentaban distribucion
normal se utiliz6 la prueba de andlisis de varianza (ANOVA), y si no presentaban
distribucion normal se utiliz6 la prueba de Kruskal-Wallis, a un nivel de significancia de

99%.

Consideraciones éticas

Se proporciond una hoja informativa al paciente donante de tejido de ligamento
periodontal antes de las extracciones previamente planificadas en la clinica dental docente
de la UPCH, la cual fue evaluada y aprobada por el Comité de Etica de la Universidad

Peruana Cayetano Heredia (ANEXO 2).
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Para el manejo y desecho de las muestras se siguid las recomendaciones del Manual de
Bioseguridad de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo en Ciencia y tecnologia

(LID) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.®

Recursos

Materiales e instrumentos

e Cemento de obturacion retroapical MTA Angelus® (Londrina, PR, Brasil) (1)

e Cemento de obturacion retroapical EndoSequence Root Repair Material® (Brasseler,
Savannah, GA, USA) (1)

e Cemento de obturacion retroapical Super EBA® (Bosworth, Skokie, IL, USA) (1)

e Medio de cultivo DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (1)

e Sulfato de gentamicina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (1)

¢ Glutamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (1)

e Anfotericina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (1)

e FBS (HyClone Laboratories, Logan, UT, USA) (1)

e Tripsina + EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (1)

e Pipetas (Bellco, Vineland, NJ, USA) (50)

e Micropipeteador (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) (1)

e Multipipeteador 25-250 pg (Biohit, Helsinki, Finlandia) (1)

e Multipipeteador 40-200 ng (Biohit, Helsinki, Finlandia) (1)

e Viales (Gibco/Life technologies, Paisley, UK) (6)

e Tubos de ensayo (Gibco/Life technologies, Paisley, UK) (20)

e Tubos Eppendorf (Eppendorf, Hamburgo, Alemania)(10)

e Papel de pesaje 6x6°° (Fisher Scientific, Pittsburg, PA, USA) (3)
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Jeringas filtro MillexGV de 0.22 um (Millipore, Cork, Irlanda) (6)
Plataforma de mezclado Titramax 100 (Heidolph, Schwabach, Alemania) (1)
Microscopio invertido PhotoZoom (Cambridge Instruments, Watertown, MA, USA) (1)
Balanza analitica Mettler AE100 (Mettler-Toledo, Giesen, Alemania) (1)
Alcohol isopropilico 70% (BD Biosciences, Nueva Jersey, USA) (10)
Incubadora con control de humedad Autoflow NU-4850 (Nuaire, Plymouth, MN, USA)
(D
Mezcladora Vortex Genie 2 (Fisher Scientific, Pittsburg, PA, USA) (1)
Bafio maria digital (VWR Scientific, Radnor, PA, USA) (1)
Cabina de flujo laminar SterilGard III (The Baker Company, Sanford, ME, USA) (1)
Placas de cultivo de 24 pozos (Nunc, Roskilde, Dinamarca) (2)
Placas de cultivo de 96 pozos (Nunc, Roskilde, Dinamarca) (3)
MTT M5655 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (1)
Solucion SDS (Dodecilosulfato, sal sédica) (Merck, Hohenbrunn, Alemania) (1)
Acido Clorhidrico 37% (Merck, Darmstadt, Alemania)
Lector de placas VersaMax ELISA (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) (1)
Platina de vidrio (3)
Espatula de cemento (Saona, Pert1) (3)
Mango de bisturi (Saona, Pert) (5)
Hoja de bisturi N° 15 (5)
Guantes quirurgicos (Modern, Shanghai Motex Healthcare, Shanghai, China) (10 pares)
Atacador de amalgama (Saona, Pert) (1)
Porta-amalgama (Saona, Peru) (1)
Manguera de 1 cm de diametro (1 m) (1)
e (Camara fotografica Samsung PL210 (Samsung Electronics, Beijing, China) (1)

32



e Regla milimetrada de 30 mm (Artesco, Pera) (1)

e Laptop Dell Inspiron 1525 (Dell Industries, Round Rock, TX, USA) (1)

e Software IBM SPSS 20 (Armonk, New York, USA)

e Software SoftMax Pro Microplate Data Acquisition & Analysis ELISA (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA)

e Utiles de escritorio

Recursos humanos
e 2 investigadores

e | laboratorista

Recursos ambientales
e Departamento de Biologia celular y Virologia de los Laboratorios de investigacion y
desarrollo en ciencia y tecnologia Abraham Vaisberg Wolach (LID) de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).
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IV. RESULTADOS

El presente estudio evalud la citotoxicidad de tres cementos de obturacion retroapical en

fibroblastos de ligamento periodontal humano.

Se utilizaron un total de 276 pozos, con un total de 3 pozos para cada grupo, 27 pozos en
total para el control 100% de crecimiento (control positivo) y 6 pozos para el control

negativo.

La citotoxicidad del cemento de obturacion retroapical MTA Angelus® se evalué de la

siguiente manera:

El grupo MTA 2 mostrd una viabilidad celular en el 1° dia de evaluacion de 113.83 +
2.908 para la dilucién 1:1, 105.63 + 2.921 para la dilucion 1:2, 105.81 £+ 4.696 para la
dilucion 1:4, y 119.97 + 7.278 para la dilucion 1:8. En el 3° dia de evaluacion fue de
157.33 + 8.058 para la dilucion 1:1, 139.75 + 5.987 para la dilucion 1:2, 117.11 + 4.509
para la dilucion 1:4, y 109.28 + 4.347 para la dilucion 1:8. Finalmente, en 7° dia de
evaluacion fue de 166.40 + 12.335 para la dilucion 1:1, 136.76 + 2.242 para la dilucion
1:2, 127.95 + 22.960 para la dilucion 1:4, y 94.82 + 27.198 para la dilucion 1:8.

(Tabla 1) (Grafico N°1)

El grupo MTA 7 mostr6 una viabilidad celular en el 1° dia de evaluacion de 97.95 + 1.942
para la dilucion 1:1, 91.91 £+ 12.206 para la dilucion 1:2, 97.61 £+ 6.702 para la dilucion
1:4,y 117.36 = 3.206 para la dilucion 1:8. En el 3° dia de evaluacion de 130.75 + 4.258
para la dilucion 1:1, 125.62 £ 5.306 para la dilucion 1:2, 113.14 + 0.432 para la dilucion

1:4,y 115.84 + 8.142 para la dilucion 1:8.
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Finalmente, en el 7° dia de evaluacion de 116.24 + 10.511 para la dilucién 1:1, 126.21 +
9.112 para la dilucion 1:2, 114.34 £+ 7.059 para la dilucion 1:4, y 120.60 £ 3.345 para la

dilucion 1:8. (Tabla 1) (Grafico N°1)

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el grupo MTA 2 con las
diluciones 1:1 y 1:2, y para el grupo MTA 7 con las diluciones 1:1, 1:2 y 1:4 entre los 3

periodos de evaluacion (P < 0.05). (Tabla 1)

La citotoxicidad del cemento de obturacion retroapical EndoSequence Root Repair
Material® se evaluo de la siguiente manera:

El grupo ERRM 2 mostrd una viabilidad celular en el 1° dia de evaluacion de 96.18 +
4.697 para la dilucion 1:1, 98.09 + 1.256 para la dilucién 1:2, 103.13 + 2.538 para la
dilucién 1:4,y 111.22 +7.162 para la dilucion 1:8. En el 3° dia de evaluacion fue de 62.68
+ 1.265 para la dilucion 1:1, 85.52 + 2.280 para la dilucion 1:2, 88.07 + 3.596 para la
dilucién 1:4,y 90.75 + 1.968 para la dilucion 1:8. Finalmente, en el 7° dia de evaluacion
fue de 49.72 £+ 0.785 para la diluciéon 1:1, 73.71 + 3.716 para la dilucion 1:2, 79.84 +

2.572 para la dilucion 1:4,y 85.16 + 3.687 para la dilucion 1:8. (Tabla 2) (Grafico N°2)

El grupo ERRM 7 mostrd una viabilidad celular en el 1° dia de evaluacion de 94.10 +
2.660 para la dilucion 1:1, 98.66 + 8.871 para la dilucion 1:2, 95.60 + 5.711 para la
dilucién 1:4, y 116.22 + 7.616 para la dilucion 1:8. En el 3° dia de evaluacion fue de
107.67 + 3.557 para la dilucién 1:1, 123.71 £ 8.314 para la dilucion 1:2, 113.55 + 5.882

para la dilucion 1:4,y 116.36 + 8.046 para la dilucion 1:8.
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Finalmente, en el 7° dia de evaluacion fue de 120.00 + 13.160 para la dilucion 1:1, 140.76
+ 11.435 para la dilucion 1:2, 124.45 £ 11.371 para la dilucion 1:4, y 128.36 £ 15.521

para la dilucion 1:8. (Tabla 2) (Grafico N°2)

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el grupo ERRM 2 con
todas las diluciones, y para el grupo ERRM 7 con las diluciones 1:1 y 1:2 entre los 3

periodos de evaluacion (P < 0.05). (Tabla 2)

La citotoxicidad del cemento de obturacién retroapical Super EBA® se evalué de la

siguiente manera:

El grupo SEBA 2 mostr6 una viabilidad celular en el 1° dia de evaluacion de 9.02 +2.396
para la dilucion 1:1, 114.42 + 6.641 para la dilucion 1:2, 92.08 + 16.501 para la dilucién
1:4,y 116.58 £ 5.416 para la dilucion 1:8. En el 3° dia de evaluacion fue de 6.97 +0.302
para la dilucion 1:1, 100.31 + 6.443 para la dilucion 1:2, 102.04 + 5.002 para la dilucién
1:4, y 95.88 + 2.247 para la dilucion 1:8. Finalmente, en el 7° dia de evaluacion fue de
5.60 + 1.265 para la dilucion 1:1, 100.81 + 5.008 para la dilucion 1:2, 94.85 + 8.281 para

la dilucion 1:4,y 93.37 £+ 2.040 para la dilucién 1:8. (Tabla 3) (Grafico N°3)

El grupo SEBA 7 mostré una viabilidad celular en el 1° dia de evaluacion de 5.28 +0.067
para la dilucion 1:1, 111.31 + 4.023 para la dilucion 1:2, 106.68 + 4.260 para la dilucién
1:4,y 117.88 £ 5.398 para la dilucion 1:8. En el 3° dia de evaluacion fue de 6.75 + 1.564
para la dilucién 1:1, 88.99 + 5.769 para la dilucion 1:2, 96.18 + 3.032 para la dilucion

1:4,y 102.71 + 7.235 para la dilucion 1:8.
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Finalmente, en el 7° dia de evaluacion fue de 3.63 + 0.229 para la dilucion 1:1, 94.83 +
2.729 para la dilucion 1:2, 106.08 + 0.761 para la dilucion 1:4, y 101.82 + 8.051 para la

dilucion 1:8. (Tabla 3) (Grafico N°3)

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas para el grupo SEBA 2 con la
dilucion 1:8, y para el grupo SEBA 7 con las diluciones 1:1y 1:2 y 1:4 entre los 3 periodos

de evaluacion (P < 0.05). (Tabla 3)

La viabilidad celular de todos los cementos de obturacion retroapical se encuentran en el

Grafico N°4.

Al comparar la citotoxicidad entre tipo de cemento de obturacion retroapical a los 2y 7
dias de tiempo de fraguado, segin periodo de evaluacion y diluciones, hubo diferencia
estadisticamente significativa con la dilucion 1:1 en los 3 periodos de evaluacion entre
los grupos de MTA; con todas las diluciones en el 3° dia de evaluacion y con las
diluciones 1:1 y 1:2 en el 7° dia de evaluacion entre los grupos de ERRM; y con la
dilucion 1:2 en el 3° y 7° dia de evaluacion entre los grupos de SEBA (P < 0.05). (Tabla

N°4)

Al comparar la citotoxicidad entre tipo de cemento de obturacion retroapical segun el
mismo tiempo de fraguado, periodo de evaluacion y diluciones, a los 2 dias de tiempo de
fraguado entre los grupos MTA y ERRM hubo diferencia estadisticamente significativa
con la diluciones 1:1 y 1:2 en los 3 dias de periodo de evaluacion, con la dilucion 1:4 en
el 3° dia de evaluacion, y con la dilucion 1:8 en el 1°y 3° dia de evaluacion (P < 0.05); a

los 2 dias de tiempo de fraguado entre los grupos MTA y SEBA hubo diferencia
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estadisticamente significativa con la dilucion 1:1 en los 3 dias de periodo de evaluacion,
y con la dilucién 1:2 en el 3° y 7° dia de evaluacion (P < 0.05); a los 2 dias de tiempo de
fraguado entre los grupos ERRM y SEBA hubo diferencia estadisticamente significativa
con la dilucién 1:1 en los 3 dias de evaluacion, y con la dilucién 1:2 en el 7° dia de
evaluacion (P <0.05). A los 7 dias de tiempo de fraguado entre los grupos MTA y ERRM
hubo diferencias estadisticamente significativas con la dilucion 1:1 en el 3° dia de
evaluacion (P <0.05); alos 7 dias de tiempo de fraguado entre los grupos ERRM y SEBA
hubo diferencias estadisticamente significativas con la dilucion 1:1 en los 3 dias de
periodo de evaluacion, y con la dilucién 1:4 en el 1° dia de evaluacion (P < 0.05); a los 7
dias de tiempo de fraguado entre los grupos MTA y SEBA hubo diferencias
estadisticamente significativas con la dilucion 1:1 en los 3 dias de periodo de evaluacion,
con la dilucién 1:2 en el 3°y 7° dia de evaluacion, y con las diluciones 1:4y 1:8 en el 3°

dia de evaluacion (P < 0.05). (Tabla N°5)

Al comparar la citotoxicidad entre diluciones segun tipo de cemento de obturacion
retroapical, tiempo de fraguado y periodo de evaluacion, entre 1:1 y 1:2 hubo diferencia
estadisticamente significativa en los 3 dias de periodo de evaluacion con los grupos MTA
2y SEBA 7,enel 3°Y 7° dia de evaluacion con los grupos ERRM 2 y SEBA 2,y en el
3° dia de evaluacion con el grupo ERRM 7 (P < 0.05). Entre 1:1 y 1:4 hubo diferencia
estadisticamente significativa en el 3° dia de evaluacion con los grupos MTA 2 y MTA
7, en el 3°y 7° dia de evaluacion con el grupo ERRM 2, y en los 3 dias de periodo de
evaluacion con los grupos SEBA 2y SEBA 7 (P <0.05). Entre 1:1 y 1:8 hubo diferencia
estadisticamente significativa en el 3° y 7° dia con el grupo MTA 2, en el 1°y 3° dia de
evaluacion con los grupos MTA 7 y SEBA 7, en los 3 dias de periodo de evaluacioén con

el grupo ERRM 2, en el 1° dia de evaluacion con el grupo ERRM 7, en los 3 dias de
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periodo de evaluacion con el grupo SEBA 2 (P <0.05). Entre 1:2 y 1:4 hubo diferencia
estadisticamente significativa en el 3° dia de evaluacion con el grupo MTA 2, en el 1° dia
de evaluacion con el grupo ERRM 2, y en el 7° dia de evaluacion con el grupo SEBA 7
(P <0.05). Entre 1:2 y 1:8 hubo diferencia estadisticamente significativa en el 1°y 3° dia
de evaluacion con el grupo MTA 2, y en el 3°y 7° dia de evaluacion con el grupo ERRM
2 (P <0.05). Entre 1:4 y 1:8 hubo diferencia estadisticamente significativa en el 1° dia de

evaluacion con los grupos MTA 7, ERRM 7y SEBA 7 (P < 0.05). (Tabla N°6)

Al compara la citotoxicidad entre periodos de evaluacién seglin tipo de cemento de
obturacion retroapical, tiempo de fraguado y diluciones, entre el 1° y 3° dia de evaluacion
hubo diferencia estadisticamente significativa en las diluciones 1:1 y 1:2 con el grupo
MTA 2, en la dilucién 1:1 con el grupo MTA 7, en todas las diluciones con el grupo
ERRM 2, en la dilucidén 1:1 con el grupo ERRM 7, en la dilucion 1:8 con el grupo SEBA
2,y en las diluciones 1:4 y 1:8 con el grupo SEBA 7 (P < 0.05). Entre el 1°y 7° dia de
evaluacion hubo diferencia estadisticamente significativa en las diluciones 1:1 y 1:2 con
los grupos MTA 2 y SEBA 7, en la dilucion 1:4 con el grupo MTA 7, en todas las
diluciones con el grupo ERRM 2, en la dilucién 1:2 con el grupo ERRM 7, en la dilucién
1:8 con el grupo SEBA 2 (P < 0.05). Entre el 3° y 7° dia de evaluacion hubo diferencias
estadisticamente significativas en las diluciones 1:1, 1:4 y 1:8 con el grupo ERRM 2, en
la dilucion 1:2 con el grupo ERRM 7, y en la dilucién 1:4 con el grupo SEBA 7 (P <

0.05). (Tabla N°7)

Al comparar la citotoxicidad entre tipo de cemento de obturacidn retroapical y tiempo de
fraguado segun periodo de evaluacion y diluciones, entre los cementos de obturacion

retroapical de 2 dias de tiempo de fraguado hubo diferencia estadisticamente significativa
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en las diluciones 1:1 y 1:2 en los 3 dias de periodos de evaluacion, en la dilucion 1:4 en
el 3°y 7° dia de evaluacion, y en la diluciéon 1:8 en el 3° dia de evaluaciéon (P < 0.05).
Entre los cementos de obturacion retroapical de 7 dias de tiempo de fraguado hubo
diferencia estadisticamente significativa en la dilucion 1:1 en los 3 dias de periodos de
evaluacion, en la dilucion 1:2 en el 3°y 7° dia de evaluacion, y en la dilucion 1:4 en el 3°

dia de evaluacion (P < 0.05). (Tabla N°8)
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V. DISCUSION

El proposito del estudio fue evaluar in vitro la citotoxicidad de tres cementos de
obturacion retroapical: MTA Angelus®, EndoSequence Root Repair Material® y Super
EBA® de 2y 7 fraguado en fibroblastos de ligamento periodontal humano en periodos de

evaluacion de 1, 3 y 7 dias utilizando diluciones seriadas.

Al culminar una cirugia apical complementaria colocando un cemento de obturacion
retroapical, se desarrollard una serie de eventos programados que dardn lugar a la
cicatrizacion apical, la cual puede plasmarse en reparacion y/o regeneracion, dependiendo
de factores extrinsecos e intrinsecos.?? En este estudio, para simular el entorno clinico, se

utilizaron fibroblastos de ligamento periodontal humano debido a que este células

9.6y porque

primarias son necesarias para pruebas de sensibilidad especifica,
desempefian una labor esencial en la cicatrizacion. 2> 26 Para aumentar el rigor de la

coleccion de las muestras, éstas se obtuvieron del tercio medio radicular para evitar algiin

tipo de contaminacion con los tejidos gingival y apical de las piezas extraidas. **

Los periodos de evaluacion de 1, 3 y 7 dias fueron elegidos basicamente porque
corresponden a la participacion exponencial y decrecimiento de los fibroblastos luego de

una injuria, como puede ser una cirugia apical complementaria. 23

Con respecto a la calibracion del fraguado de los cementos de obturacion retroapical, de
acuerdo a Damas y col. 48 horas no son suficientes, s6lo después de 168 horas (7 dias)
se puede obtener muestras completamente fraguadas de los tres cementos, especialmente

por ERRM. Ma y col. en el 2011 demostraron que el ERRM necesita de 2 dias de
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fraguado para considerarlo como “fraguado fresco”, asi como 7 dias de fraguado para

considerarlo como “fraguado completo”.®% 7!

La citotoxicidad es una de las caracteristicas mas comunmente investigada en estudios in
vitro para determinar la biocompatibilidad de un material endodontico antes de las
pruebas en estudios clinicos.® Especificamente, en los cementos de obturacion retroapical
es de particular interés, ya que puede ocasionar la degeneracion de los tejidos periapicales
y el retraso de la cicatrizacion de la herida. En condiciones in vitro, las pruebas para medir
la citotoxicidad resultan simples y pueden llevarse a cabo bajo condiciones controladas.
En la presente investigacion, la utilizacion de extractos a diferentes concentraciones fue
para observar a qué cantidad de dosis se obtuvo una respuesta, asi como para simular el
entorno postquirdrgico en la zona apical, en donde los elementos toxicos del cemento de

obturacion retroapical filtran en los fluidos circundantes a la cripta 6sea. *°

Debido a que tanto MTA, ERRM y SEBA pueden liberar componentes io6nicos que
pueden interferir con la actividad enzimatica intracelular se utilizo el ensayo MTT, el cual
mide la actividad de las deshidrogenasas mitocondriales, las cuales forman cristales de
formazan de color azul oscuro. La absorbancia del color resultante se correlaciona con la
cantidad de células, y demuestra los niveles de citotoxicidad. Las ventajas de este método

son la simplicidad, rapidez y precision. Ademds, no requiere radioisotopos.>>

La viabilidad celular del MTA en PDLF en nuestro estudio fue muy alta con el tiempo de

fraguado de 2 dias, lo cual coincide con el estudio de Osorio y col. quienes en 1998

demostraron en fibroblastos de raton y fibroblastos gingivales humanos que el MTA de 2
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dias de fraguado, en comparacion con otros materiales endodonticos entre ellos el SEBA,

no causo reacciones citotoxicas en un periodo de evaluacion de 72 horas.®

También coincidimos con el estudio de Keiser y col. en el 2000 quienes demostraron que
el MTA de fraguado fresco como el de 1 dia de fraguado es menos toxico que SEBA y
amalgama en todas las diluciones seriadas. Asimismo, concordamos con Gorduysus y col.
en 2007, que, en muestras de 1 dia de fraguado en periodos de evaluacion de 24, 48 y 72
horas, compararon el MTA con otros selladores endodonticos con el ensayo MTT, y
demostraron que el MTA es el material mas biocompatible, y por lo tanto el menos

citotoxico.** 6

Sin embargo encontramos que la viabilidad celular del MTA fue reduciéndose a los 7 dias
de fraguado lo cual es similar al estudio de Willershausen y col. quienes en 2013
evaluaron la proliferacion de PDLF con WMTA, GMTA y ERRM con 1 dia de fraguado
en un periodo de 6, 24, 72 y 96 horas de evaluacion, encontrando diferencias
estadisticamente significativas los derivados de MTA y ERRM, habiendo una
disminucion de la proliferacion de PDLF con MTA en la evaluacion de 24 a 96 horas,
aunque ellos utilizaron el test Alamar Blue, asi como también discos y no extractos de los

cementos de obturacién retroapical.®

En cuanto a la citotoxicidad del ERRM, nuestro estudio fue realizado con la presentacion
“masilla”, el cual mostr6 una citotoxicidad similar al MTA en el tiempo de fraguado de
7 dias lo cual coincide con el estudio de Ma y col. quienes 2011 evaluaron en fibroblastos
gingivales la citotoxicidad del ERRM con MTA, IRM y Cavit, encontrando que el MTA

y el ERRM presentaron comportamientos similares.®
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Particularmente el estudio de Ma y col. las muestras de ERRM tuvieron una alta
viabilidad en el 3° dia de evaluacion que en el 7° dia de evaluacion en la muestras de 2 y
7 dias de fraguado, nuestro estudio presentd en el mismo periodo de evaluacion un
fenomeno de disminucion de la viabilidad celular con las muestras de 2 dias de fraguado,
y un incremento en las muestras de 7 dias de fraguado, proporcional a las diluciones; las
diferencias pueden explicarse probablemente a la metodologia utilizada en las muestras

de tejido tomadas.

Asi como también concordamos con Al Anezi y col. quienes demostraron en 2010 en
fibroblastos de raton que la citotoxicidad del ERRM es comparable al GMTA y WMTA %
Nuestros resultados de citotoxicidad de MTA y ERRM tuvieron similar tendencia, a pesar
que obtuvimos valores mas altos. De la misma manera concordamos con Damas y col.
quienes en 2011 mostraron que el ERRM de 7 dias de fraguado tuvo un comportamiento
similar al MTA en 24 horas de evaluacion en fibroblastos epiteliales.”! En cuanto a los
periodos de evaluacion concordamos con Hirschmann y col. quienes en 2012 mostraron
en fibroblastos dermales que el ERRM de 7 dias de fraguado fue mas toxico que el MTA
a las 48 horas, se mantuvieron similares a los 5 dias y fue menos citotéxico a los 8 dias,

no habiendo diferencias estadisticamente significativas en comparacién con MTA.”?

Un hallazgo interesante en cuanto al tiempo de fraguado, ERRM obtuvo una relacion

proporcional decreciente en las diluciones seriadas a los 2 dias de fraguado, muy por el

contrario, fue creciente a los 7 dias de fraguado.
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Nuestros resultados revelaron que SEBA mostré una citotoxicidad dependiente de la
diluciéon mas concentrada (1:1) significativamente mas alta (P < 0.05) que los otros
cementos de obturacién retroapical. Esto se confirm6 debido a la baja tasa de
supervivencia de PDLF en el medio. El aumento de la muerte celular se observo desde el
1° de evaluacion, habiendo muy pocas células, hasta el 7° de evaluacion, habiendo atn
menos. Samara y col. (2011) indican que, aunque el SEBA ha sido ampliamente utilizado
en la practica clinica, la citotoxicidad sigue siendo un problema, debido a la citotoxicidad

que es inducida principalmente por la filtracion del eugenol.”

Esto coincide con los estudios de Osorio y col. asi como con Song y col. quienes en 2014
compararon en PDLF la citotoxicidad del SEBA con 2 presentaciones de MTA y
Endocem con un periodo de fraguado de 7 dias y a 6, 12 y 48 horas de evaluacion,
encontrando que el SEBA es significativamente mas citotdxico que las 2 presentaciones
de MTA, estos resultados concuerdan con los nuestros a pesar de que se utilizaron
metodologias distintas, pues ellos utilizaron el test WST-1 y discos en lugar de

extractos.%* 80
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VI. CONCLUSIONES

1.

El porcentaje de viabilidad celular en PDLF con el cemento de obturacion retroapical
MTA Angelus® de 2 dias de fraguado es mayor que de 7 dias de fraguado. Aumenta
proporcionalmente a los periodos de evaluacion de 1, 3 y 7 dias. Asi como hubo una
tendencia a ser mayor a las diluciones seriadas mas concentradas con 2 dias de

fraguado, observandose diferencias estadisticamente significativas.

El porcentaje de viabilidad celular en PDLF con el cemento de obturacion retroapical
EndoSequence Root Repair Material® de 7 dias de fraguado es mayor que de 2 dias de
fraguado. Decrece proporcionalmente a los periodos de evaluacion de 1, 3 y 7 dias con
2 dias de fraguado, aumentando proporcionalmente con 7 dias de fraguado. Asi como
hubo una tendencia a ser mayor a las diluciones seriadas mas concentradas con 7 dias

de fraguado, observandose diferencias estadisticamente significativas.

El porcentaje de viabilidad celular en PDLF con el cemento de obturacion retroapical
Super EBA® de 2 dias de fraguado, a pesar de observarse alguna diferencia
estadisticamente significativa en algunas diluciones, la tendencia fue mantenerse
similar al de 7 dias de fraguado. Decrece proporcionalmente a los periodos de
evaluacion de 1, 3 y 7 dias. Asi como fue menor a la diluciéon mds concentrada,

observandose diferencias estadisticamente significativas.
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4. La comparacion entre los cementos de obturacion retroapical MTA Angelus®,
EndoSequence Root Repair Material® y Super EBA® muestra un porcentaje de
viabilidad celular de PDLF dependiente mayoritariamente al tiempo de fraguado, y
minoritariamente al periodo de evaluacion y diluciones seriadas, habiendo diferencias

estadisticamente significativas entre ellos.

RECOMENDACIONES

- Dentro de las limitaciones de este estudio in vitro los resultados sugieren que los tres
cementos de obturacion retroapical son recomendados en cirugia apical

complementaria dado que a determinada dosis su comportamiento bioldgico es similar.

- Es necesario realizar mas investigaciones en otras condiciones de fraguado, periodos
de evaluacién y concentracion para avalar la idoneidad del uso clinico de los tres

cementos de obturacion retroapical estudiados.

- Se recomienda mayores investigaciones in vitro con el cemento de obturacion
retroapical ERRM, debido a su reciente introduccion y poca evaluacion. Todo en
conjunto para que paulatinamente permita que se realicen estudios clinicos a corto y

largo plazo.
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VIII. TABLAS Y GRAFICOS

Tabla N°1

PORCENTAJE DE VIABILIDAD CELULAR DEL CEMENTO DE OBTURACION
RETROAPICAL MTA EN PDLF (%)

1° dia de 3° dia de 7° dia de
Dias de fraguado Dilucion n Evaluacion  Evaluacion  Evaluacion  Significancia
0 DS O DS 0 DS
1:1 3 113.83 2.908 157.33 8.058 166.40 12.335 <0.05
MTA 2 1:2 3 105.63 2.921 139.75 5987 136.76 2.242 < 0.001
1:4 3 105.81 4.696 117.11 4.509 127.95 22.960 *0.066
1:8 3 119.97 7.278 109.28 4.347 94.82 27.198 0.249
I:1 3 9795 1.942 130.75 4.258 116.24 10.511 <0.05
MTA 7 1:2 3 9191 12206 125.62 5306 126.21 9.112 <0.05
1:4 3 97.61 6.702 113.14 0.432 114.34 7.059 <0.05
1:8 3 117.36 3.206 115.84 8.142 120.60 3.345 0.576

Prueba de analisis de varianza ANOVA

* Prueba de Kruskal-Wallis

[J: Promedio de los porcentajes de viabilidad celular.

MTA 2: Cemento de obturacion retroapical MTA Angelus® de 2 dias de fraguado.

MTA 7: Cemento de obturacion retroapical MTA Angelus® de 7 dias de fraguado.
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Tabla N°2

PORCENTAJE DE VIABILIDAD CELULAR DEL CEMENTO DE OBTURACION
RETROAPICAL ERRM EN PDLF (%)

1° dia de 3° dia de 7° dia de
Dias de fraguado Diluciéon n Evaluacion Evaluacion  Evaluacion  Significancia
O DS O DS O DS
1:1 3 96.18 4.697 62.68 1.265 49.72 0.785 <0.001
ERRM 2 1:2 3 98.09 1.256 85.52 2280 73.71 3.716 <0.001
1:4 3 103.13 2.538 88.07 3.596 79.84 2.572 <0.001
1:8 3 111.22 7.162 90.75 1968 85.16 3.687 <0.05
1:1 3 94.10 2.660 107.67 3.557 120.00 13.160 <0.05
ERRM 7 1:2 3 98.66 8.871 123.71 8314 140.76 11.435 <0.05
1:4 3 9560 5711 113.55 5.882 124.45 11.371 *0.051
1:8 3 116.22 7.616 116.36 8.046 128.36 15.521 0.364

Prueba de analisis de varianza ANOVA
* Prueba de Kruskal-Wallis

[J: Promedio de los porcentajes de viabilidad celular.

ERRM 2: Cemento de obturacion retroapical EndoSequence Root Repair Material® de 2 dias de

fraguado.

ERRM 7: Cemento de obturacién retroapical EndoSequence Root Repair Material® de 7 dias de

fraguado.
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Tabla N°3

PORCENTAJE DE VIABILIDAD CELULAR DEL CEMENTO DE OBTURACION

RETROAPICAL SEBA EN PDLF (%)

1° dia de 3° dia de 7° dia de

Dias de fraguado Dilucion n Evaluacion  Evaluacion Evaluacion Significancia
O DS O DS O DS

1:1 3 9.02 239 697 0302 5.60 1.265 0.095

SEBA 2 1:2 3 11442 6.641 10031 6.443 100.81 5.008 *0.061

1:4 3 92.08 16.501 102.04 5.002 94.85 8.281 0.555

1:8 3 116.58 5.416 95.88 2.247 93.37 2.040 <0.001

1:1 3 528 0.067 6.75 1564 3.63 0.229 <0.05

SEBA 7 1:2 3 111.31 4.023 8899 5.769 94.83 2.729 <0.05

1:4 3 106.68 4.260 96.18 3.032 106.08 0.761 <0.05

1:8 3 117.88 5.398 102.71 7.235 101.82 8.051 *0.066

Prueba de analisis de varianza ANOVA
* Prueba de Kruskal-Wallis

[1: Promedio de los porcentajes de viabilidad celular.

SEBA 2: Cemento de obturacion retroapical Super EBA® de 2 dias de fraguado.

SEBA 7: Cemento de obturacion retroapical Super EBA® de 7 dias de fraguado.
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Tabla N°4

COMPARACION DE LA CITOTOXICIDAD ENTRE TIPO DE CEMENTO DE
OBTURACION RETROAPICAL DE 2 Y 7 DiAS DE TIEMPO DE FRAGUADO

SEGUN PERIODO DE EVALUACION Y DILUCION

Tiempo de Periodo de Dilucion
fraguado Evaluacion 1:1 1:2 1:4 1:8

‘MTA2-MTA7
1° dia de Evaluacion <0.05 0.190 *(0.400 0.412
3° dia de Evaluacion <0.05 0.162 0.288 0.156
7° dia de Evaluacion <0.05 0.120 0.361 0.240

"ERRM 2 - ERRM

7

1° dia de Evaluacion 0.628 0.931 0.255 0.547
3° dia de Evaluacion <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
7° dia de Evaluacion <0.05 <0.05 *0.100 0.060

'SEBA 2 -SEBA 7
1° dia de Evaluacion 0.118 *1.000 0.189 0.168
3° dia de Evaluacion 0.844 <0.05 0.325 0.321
7° dia de Evaluacion 0.119 0.061 0.163 *0.400

* Prueba U de Mann-Whitney

Prueba ¢ de Student para muestras independientes

MTA 2, ERRM 2, SEBA 2: Cementos de obturacion retroapical MTA Angelus®,

EndoSequence Root Repair Material® y Super EBA® de 2 dias de fraguado.

MTA 7, ERRM 7, SEBA 7: Cementos de obturacion retroapical MTA Angelus®,

EndoSequence Root Repair Material® y Super EBA® de 7 dias de fraguado.
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Tabla N°5

COMPARACION DE LA CITOTOXICIDAD ENTRE TIPO DE CEMENTO
DE OBTURACION RETROAPICAL SEGUN EL MISMO TIEMPO DE
FRAGUADO, PERIODO DE EVALUACION Y DILUCION

Periodo de Evaluacion
1°diade 3°diade 7° dia de

Tiempo de fraguado Dilucion Evaluacio Evaluacio Evaluacio
n n n
"'MTA 2 - ERRM 2
1:1 <0.05 <0.05 <0.05
1:2 <0.05 <0.05 <0.05
1:4 *0.400 <0.05 0.062
1:8 <0.001 <0.05 0.631
'MTA 2-SEBA 2
1:1 <0.001 <0.05 <0.05
1:2 *0.100 <0.05 <0.05
1:4 *0.400 0.092 0.203
1:8 0.256 0.072 0.939
"ERRM 2 - SEBA2
1:1 <0.05 <0.001 <0.05
1:2 *0.100 0.056 <0.05
1:4 0.419 0.080 0.101
1:8 0.132 0.169 0.058
'MTA 7- ERRM 7
1:1 0.086 <0.05 0.636
1:2 0.635 0.770 0.344
1:4 0.730 0.907 *0.700
1:8 0.859 0.960 0.534
‘ERRM 7 - SEBA 7
1:1 <0.001 <0.001 <0.05
1:2 0.229 0.050 <0.05
1:4 <0.05 0.071 *0.100
1:8 0.786 0.237 *0.100
'MTA 7-SEBA 7
1:1 <0.001 <0.05 <0.05
1:2 0.056 <0.05 <0.05
1:4 0.202 <0.05 0.166
1:8 0.824 <0.05 *0.100

* Prueba U de Mann-Whitney
Prueba ¢ de Student para muestras independientes

MTA 2, ERRM 2, SEBA 2: Cementos de obturacion retroapical MTA Angelus®, EndoSequence Root
Repair Material® y Super EBA® de 2 dias de fraguado.
MTA 7, ERRM 7, SEBA 7: Cementos de obturacion retroapical MTA Angelus®, EndoSequence Root
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Tabla N°6

COMPARACION DE LA CITOTOXICIDAD ENTRE DILUCIONES SEGUN
TIPO DE CEMENTO DE OBTURACION RETROAPICAL, TIEMPO DE
FRAGUADO Y PERIODO DE EVALUACION

. Periodo de Evaluacion
Dilucione

Tiempo de fraguado 1° dia de 3° dia de 7° dia de
s ., ., . r
Evaluacion Evaluacion  Evaluacion
1:1 1:2
MTA?2 <0.05 <0.05 <0.05
MTA 7 0.483 0.261 0.282
ERRM 2 0.533 <0.001 <0.05
ERRM 7 0.441 <0.05 0.108
SEBA 2 *0.100 <0.05 <0.001
SEBA 7 <0.001 <0.001 <0.001
1:1 1:4
MTA 2 *0.200 <0.05 0.063
MTA 7 0.937 <0.05 0.807
ERRM 2 0.087 <0.001 <0.001
ERRM 7 0.700 0.212 *0.100
SEBA 2 <0.05 <0.001 <0.001
SEBA 7 <0.001 <0.001 <0.001
1:1 1:8
MTA 2 0.246 <0.05 <0.05
MTA 7 <0.05 <0.05 0.532
ERRM 2 <0.05 <0.001 <0.001
ERRM 7 <0.05 0.162 0.516
SEBA 2 <0.001 <0.001 <0.001
SEBA 7 <0.001 <0.001 *0.100
1:2 1:4
MTA 2 *1.000 <0.05 0.575
MTA 7 0.517 0.054 0.149
ERRM 2 <0.05 0.357 0.079
ERRM 7 0.642 0.159 *0.400
SEBA 2 *0.100 0.731 0.346
SEBA 7 0.243 0.129 <0.05
1:2 1:8
MTA 2 <0.05 <0.05 0.115
MTA 7 0.061 0.156 0.373
ERRM 2 0.082 <0.05 <0.05
ERRM 7 0.060 0.333 0.328
SEBA 2 *0.400 0.324 0.076
SEBA 7 0.167 0.062 *0.700
1:4 1:8
MTA?2 *0.100 0.096 0.182

MTA 7 <0.05 0.623 0.237
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ERRM 2 0.139 0.321 0.109

ERRM 7 <0.05 0.652 *1.000
SEBA 2 0.071 0.123 0.778
SEBA 7 <0.05 0.223 *1.000

* Prueba U de Mann Whitney

Prueba T para muestras independientes
MTA 2, ERRM 2, SEBA 2: Cementos de obturacion retroapical MTA Angelus®,
EndoSequence Root Repair Material® y Super EBA® de 2 dias de fraguado.

MTA 7, ERRM 7, SEBA 7: Cementos de obturacion retroapical MTA Angelus®,
EndoSequence Root Repair Material® y Super EBA® de 7 dias de fraguado.
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Tabla N°7

COMPARACION DE LA CITOTOXICIDAD ENTRE PERIODO DE EVALUACION
SEGUN TIPO DE CEMENTO DE OBTURACION RETROAPICAL, TIEMPO DE

FRAGUADO Y DILUCIONES
Periodo de Tiempo de fraguado Dilucion
Evaluacion 1:1 1:2 1:4 1:8

1° dia de Evaluacion - 3° dia de

Evaluacion
MTA 2 <0.05 <0.05 *0.100 0.071
MTA 7 <0.05 0.070 0.062 0.650
ERRM 2 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
ERRM 7 <0.05 0.113 0.092 0.959
SEBA 2 0.314 *0.100 0.500 <0.05
SEBA 7 0.234 0.052 <0.05 <0.05

1° dia de Evaluacion - 7° dia de

Evaluacion
MTA 2 <0.05 <0.001 *0.100 0.287
MTA 7 0.094 0.067 <0.05 0.151
ERRM 2 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
ERRM 7 0.079 <0.05 *0.100 0.230
SEBA 2 0.195 *0.100 0.821 <0.05
SEBA 7 <0.05 <0.05 0.833 *0.100

3° dia de Evaluacion - 7° dia de

Evaluacion
MTA 2 0.081 0.367 0.419 0.506
MTA 7 0.227 0.945 0.796 0.292
ERRM 2 <0.05 0.053 <0.05 <0.05
ERRM 7 0.163 <0.05 *0.400 0.133
SEBA 2 0.220 0.941 0.239 0.370
SEBA 7 0.080 0.230 <0.05 *1.000

* Prueba U de Mann-Whitney
Prueba ¢ de Student para muestras independientes

MTA 2, ERRM 2, SEBA 2: Cementos de obturacion retroapical MTA Angelus®,

EndoSequence Root Repair Material® y Super EBA® de 2 dias de fraguado.

MTA 7, ERRM 7, SEBA 7: Cementos de obturacion retroapical MTA Angelus®,

EndoSequence Root Repair Material® y Super EBA® de 7 dias de fraguado.
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Tabla N°8

COMPARACION DE LA CITOTOXICIDAD ENTRE TIPO DE CEMENTO DE
OBTURACION RETROAPICAL Y TIEMPO DE FRAGUADO SEGUN PERIODO DE
EVALUACION Y DILUCIONES

. Diluciones
Tiempo de fraguado Perlodos. fie
Evaluacion 1:1 1:2 1:4 1:8
'MTA 2 -ERRM 2 -
SEBA 2
1° dia de
Evaluacion <0.001 *<0.05 *0.329 0.337
3° dia de
Evaluacion <0.001 <0.001 <0.05 <0.05
7° dia de
Evaluacion <0.001 <0.001 <0.05 0.736
'MTA 7-ERRM 7 -
SEBA 7
1° dia de
Evaluacion <0.001 0.095 0.109 0.936
3° dia de
Evaluacion <0.001 <0.05 <0.05 0.129
7° dia de
Evaluacion <0.001 <0.05 *0.099 *0.066

Prueba de analisis de varianza ANOVA
* Prueba de Kruskal-
Wallis

MTA 2, ERRM 2, SEBA 2: Cementos de obturacion retroapical MTA Angelus®,
EndoSequence Root Repair Material® y Super EBA® de 2 dias de fraguado.

MTA 7, ERRM 7, SEBA 7: Cementos de obturacion retroapical MTA Angelus®,
EndoSequence Root Repair Material® y Super EBA® de 7 dias de fraguado.
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Grafico N°1

Viabilidad celular (%)
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Grafico N°2

Porcentaje de viabilidad celular del cemento de
obturacion retroapical EndoSequence Root
Repair Material®
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Grafico N°3

Viabilidad celular (%)
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Grafico N°4

Viabilidad celular (%)
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ANEXOS

ANEXO 1:

HOJA INFORMATIVA PARA EL PARTICIPANTE DEL ESTUDIO,
APROBADA POR EL COMITE DE ETICA DE LA UPCH

HOJA INFORMATIVA PARA EL PARTICIPANTE DEL ESTUDIO

“Evaluacién “in vitro" de la citotoxicidad de tres cementos de obturacion retroapical en
fibroblastos de ligamento periodontal humano”

Investigador: Eric Hernan Coaguila Llerena
UPCH Teléfono: ﬁ

Lo(a) estamos invitando a participar en un estudio llamado: “Evaluacién “in vitro” de la

citotoxicidad de tres cementos de obturacion retroapical en fibroblastos de ligamento

periodontal humano’. Este es un estudio desarrollado por investigadores de la Universidad

Perudna Cayetano Heredia, el cual tiene por objetivo evaluar el efecto que tienen tres

cementos de uso odontolégico en células de ligamento periodontal, las cuales provienen del '
tejido alrededor de la raiz de una pieza dentaria.

La informacién que le proporcionaremos le permitira decidir de manera informada si desea

participar 0 no

Procedimientos

v Ud. esta siendo invitado(a) a participar porque presenta un plan de tratamiento de
Ortodoncia en la Clinica Dental Docente de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, el
cual incluye la extraccion de cuatro piezas dentarias en sus arcadas. Dichas extracciones
seran izadas como p imi rutinarios por su odontélogo tratante en la clinica.

v Si usted decide participar en este estudio nosotros sélo colectaremos las 2 piezas
dentarias que le fueron extraidas y las utilizaremos en un estudio experimental para medir
cuan toxico es el cemento usado en odontologia.

v Su muestras seran guardadas por un periodo maximo de 1 afio y luego seran eliminadas.

Beneficios:
No existe beneficio directo por participar en el estudio. Sin embargo, usted recibira un triptico
donde se especifican los cuidados en salud oral.

Costos e incentivos

Usted no debera pagar nada por participar en el estudio. Igualmente, no recibira ningun
incentivo econémico ni de otra indole, unicamente la satisfaccion de colaborar a un mejor
entendimiento del efecto de tres cementos de uso odontolégico.

Riesgos e incomodidades
No existen riesgos por participar en el estudio.

Confidencialidad

no ningun dato p | (por ejemplo, nombre, teléfono, etc.). Si los
resultados de este seguimiento son publicados, no se mostrara ninguna informacién que
permita su identificacion como participante en este estudio.
Usted puede hacer todas las preguntas que desee antes de decidir si desea participar o no,
nosotros las responderemos gustosamente. Si, una vez que usted ha aceptado participar,
posteriormente se desanima 0 no desea continuar, puede hacerlo sin ninguna preocupacion.
Ninguna medida sera tomada en su contra.

Contacto

Cualquier duda respecto a esta investigacion, puede consultar con el investigador principal,
Eric Hernan Coaguila Llerena al ce|ular— usted tiene preguntas sobre los
aspectos éticos del estudio, o cree gue ha sido tratado injustamente puede contactar al
presidente del Comité Institucional de Etica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia, Dr.
Fredy Canchihuaman Rivera al teléfono 01- 319000 anexo 2271

Una copia de esta hoja informativa le sera entregada
Cordialmente,

C.D. Eric Hernan Coaguila Llerena
DNI




ANEXO 2:

APROBACION DEL COMITE DE ETICA DE LA UPCH Y DECLARACION
FINANCIERA DE CONFLICTOS DE INTERESES

"
5 % UNIVERSIDAD PERUANA
§) CAYETANO HEREDIA

(3t

Vicerrectorado de Investigacion
Direccion Universitaria de Investigacion,
Ciencia y Tecnologia - DUICT

CONSTANCIA(O% -07-14

El Presidente del Comité Institucional de Etica (CIE) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia certifica que el
proyecto de investigacion sefialado a continuacién fue APROBADO por el Comité de Etica. La aprobacién incluyd

los documentos finales descritos en anexo a la presente constancia.

Titulo del Proyecto : “Evaluacién “in vitro” de la citotoxicidad de tres cementos de obturacién
retroapical en fibroblastos de ligamento periodontal humano”
Codigo de inscripcion : 60955

Investigador principal : Eric Hernan Coaguila Llerena

La APROBACION considera el cumplimiento de los estdndares de la Universidad, los lineamientos Cientificos y
éticos, el balance riesgo/beneficio, la calificacién del equipo investigador y la Confidencialidad de los datos, entre
otros.

Cualquier enmienda, desviaciones, eventualidad debera ser reportada de acuerdo a los plazos y normas
establecidas. El investigador reportara cada seis meses el progreso del estudio y alcanzard un informe al término
de éste. La aprobacion tiene vigencia desde la emision del presente documento hasta el 17 de febrero del 2015.

Los tramites para su renovacion deberan iniciarse por lo menos 30 dias previos a su vencimiento.

Lima, 18 de febrero del 2014

Fredy Canchihuaman Rivera, MD MPH PhD
Presidente

Comité Institucional de Etica en Investigacion

/fer

Av. Honorio Delgado 430, Lima 31 / Apartado Postal 4314, Lima 100, Telefax: 482-4541
Teléfono: 319-0000 Anexo: 2271 / 2542
e-mail: duict@oficinas-upch.pe  http://www.upch.edu.pe/vrinve/duict/
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Si sU proyecio ymg

fodigo SIDISI: 0000060955
‘itulo Completo del Proyecto: Evaluacion “in vitro” de la citotoxicidad de tres cementos de
obturacion retroapical en fibroblastos de ligamento periodontal humano.

‘Nombre del Investigador Principal: Eric Hernan Coaguila Llerena

DECLARACION FINANCIERA Y

DE CONFLICTOS DE INTERESES

1. Potenciales Conflictos de Interés:
Para cada uno de los investigadores del estudio, indique si existe algun interés

economico o financiero en el estudio o en sus resultados

NOMBRE DEL INVESTIGADOR

CONFLICTO DE INTERES

Sl NO NO

APLICA
1 |Eric Hernan Coaguila Llerena X
2 |Zulema Veldsquez Huaman X
3 | Abraham Vaisberg Wolach X

Si la respuesta fue afirmativa, por favor indique el nimero correspondiente al
investigador y describa los detalles al respecto.

Pdgina 7 de 14
VRI




ANEXO 3:

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS

Una ficha para cada placa de 96 pozos en cada dia de evaluacion (1, 3, y 7 dias).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 12
ERR | ERR | ERR | SEB | SEB | SEB | MT | MT | MT
€O | CO | CO M2 | M2 | M2 | A2 | A2 | A2 | A2 | A2 | A2
All:l
B|1:2
C |14
D |18
ERR | ERR | ERR | SEB | SEB | SEB | MT | MT | MT
M7 | M7 | M7 | A7 | A7 | A7 | A7 | A7 | A7
E 1:1 Blan | Blan
co co
1:2 Blan | Blan
F co co
ERR | ERR
M2 | M7
1:4 Blan | Blan
co co
G SEB | SEB
A2 | A7
1:8 Blan | Blan
co co
H MT | MT
A2 | A7
CO : Controles 100% de crecimiento de PDLF (Control positivo).
ERRM?2 : Cemento de obturacion retroapical ERRM de 2 dias de fraguado.
SEBA2 : Cemento de obturacion retroapical Super EBA de 2 dias de
fraguado.
MTA2 : Cemento de obturacion retroapical MTA de 2 dias de fraguado.
ERRM?7 : Cemento de obturacién retroapical ERRM de 7 dias de fraguado.
SEBA7 : Cemento de obturacion retroapical Super EBA de 7 dias de
fraguado.
MTA7 : Cemento de obturacion retroapical MTA de 7 dias de fraguado.




Blanco

Blanco ERRM2
BlancoERRM?7
Blanco SEBA2
Blanco SEBA7
Blanco MTA2
Blanco MTA7
Subgrupos

1:1-1:2-1:4-1:8

: Blanco (S6lo Medio de cultivo) (Control negativo).

: Blanco de cemento de obturacién retroapical ERRM?2.
: Blanco de cemento de obturacién retroapical ERRM7.
: Blanco de cemento de obturacién retroapical SEBA2.
: Blanco de cemento de obturacién retroapical SEBA7.
: Blanco de cemento de obturacion retroapical MTA2.

: Blanco de cemento de obturacion retroapical MTA7.

: Diluciones de los extractos.



ANEXO 4:

OBTENCION DE LAS MUESTRAS DE PDLF

Premolares en Medio de
“biopsia”

Exodoncia de los premolares

. . . . Recapitulacion de los lavados con el medio de
Cabina de flujo laminar SterilGard IlI “biopsia”

(The Baker Company, Sanford, ME)

Raspado de muestras de PDLF del tercio
P ml:edio radicular I Explantes obtenidos de PDLF en el

medio de “cultivo”




ANEXO 5§:

CULTIVOS PRIMARIOS DE PDLF

Colocacion de los explantes en la

incubadora con control de humedad Recambios de DMEM hasta obtener la
Autoflow NU-4850 (Nuaire, confluencia

Plymouth, MN, USA)

Confluencia celular de los explantes de PDLF




ANEXO 6:

PREPARACION DE LOS CEMENTOS DE OBTURACION RETROAPICAL

Cemento de obturacion
retroapical MTA Angelus® FRA®

Cemento de obturacion retroapical EndoSequence
Root Repair Material®

Moldes de gomas obtenidos de una
manguera de 1 cm de diametro

Dispensacion en los discos,
Mezcla de los cementos de obturacion con atacador y porta-

retroapical amalgama




ANEXO 7:

PROCESAMIENTO DE LOS DISCOS DE LOS CEMENTOS DE
OBTURACION RETROAPICAL

‘ J Z
Exposicion de los discos a rayos ultravioleta Colocacién de 1 ml de DMEM en los

discos para obtener los extractos de cada
cemento de obturacion retroapical

Extractos de los tres cementos de obturacion retroapical (MTA,
ERRM y SEBA) de 2 y 7 dias de fraguado




ANEXO 8:

PROCESAMIENTO DE LOS PDLF Y LOS EXTRACTOS DE LOS CEMENTOS
DE OBTURACION RETROAPICAL EN LAS PLACAS DE CULTIVO
CELULAR

- - ‘ Observacion de los PDLF en el
Soluciones previamente colocadas en el Microscopio invertido PhotoZoom
Bafio Maria (Cambridge Instruments, Watertown, MA,
USA)

Medio de cultivo DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
Tripsina + EDTA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
FBS (HyClone Laboratories, Logan, UT, USA)




Tripsinizacion de las muestras Muestras en DMEM para su posterior
colocacion en las placas de cultivo celular

PDLF tripsinizados




Uso del multipipeteador para llevar las muestras de PDLF y los extractos de los cementos
de obturacion retroapical a las placas de cultivo celular de 96 pozos

Placas de cultivo celular rotuladas Placas de cultivo en la incubadora por 1,
3y 7 dias de evaluacién




ANEXO 9:

ENSAYO MTT EN LAS PLACAS DE CULTIVO CELULAR CONTENIDAS DE
PDLF Y EXTRACTOS DE LOS CEMENTOS DE OBTURACION
RETROAPICAL

Pesaje del MTT

MTT en un tubo de ensayo

Adicion de FBS mediante Jeringas filtro MillexGV
de 0.22 ym (Millipore, Cork, Irlanda)

Solucion de MTT en el micropipeteador

Colocacién de MTT en los pozos de cultivo
celular, por 4 horas.




Solucion de Agua destilada + HCI + SDS
llevada con multipipeteador a las placas de
cultivo

Incubacion de las placas de cultivo por 24
horas

Mezcla de la solucién en la plataforma de
mezclado Titramax 100 (Heidolph,
Schwabach, Alemania)

Lector de placas VersaMax ELISA (Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA)

File Edt Experiment View Flate Protocols Control Window Help

=% [msc | [res ] [ [ E] S

i

d FEIX)
5]

~ B &

< S reent | i

1

o E]

Plate#1
2 3 4 s 8 7 s 10 n 12

0418

0415 | 0.375 | 0271 [0:278 | 0279 |0.087 |0.087 | 0.089 | 0.584 | 0.578 | 0,626 | Encipoint

035

0.370 | 0.310 |0:308 | 0318|0321 |0.349 | 0381 | 0347 | 0.469 | 0.461 | 0435 [[Lm1 70

036

0368 | 0.340 | 0323 | 0344 |0.328 | 0331 |0.370 |0.381 |0.414 | 0.409 | 0 435 | Automix Off

0397

Calirete: On
0357|0323 | 0334 | 0342 | 0346 |0.363 |0.356 | 0350 |0.385 | 0.395 | 0411 | ot pririty

[

0.418 | 0.426 |0.093 |0.084 0084 | 0483 |0.522 | 0505 |0.288 | 0.081 | 0088 | C. Speect Normal

0454

0.406 | 0.423 | 0310 [0.343 [0.324 |0.440 | 0.445 | 0.415 | 0.268 | 0.067 | 0.070 |proge Last Reat

Tonmoowo>

0427

0.409 | 0.391 | 0:345 | 0.363 | 0350 | 0409 | 0407 | 0405 |0.295 | 0.077 | 0.075 | 11:50um. 170312014

0443

0.420 | 0.394 |0:352 [0.394 |0.385 | 0389 | 0430 | 0.433 [ 0.308 | 0.067 |0 086

Wiavelength Combination: 1Lm1

Temperature: 23.4
Reatler: VerseaxPLLS ROM v1 21 Aug 18 2005

Lectura de las placas de cultivo a 570 nm

Software SoftMax Pro Microplate Data Acquisition

&

Analysis ELISA (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA, USA)




ANEXO 10:

PLACAS DE CULTIVO CELULAR CONTENIDAS DE PDLF Y EXTRACTOS
DE LOS CEMENTOS DE OBTURACION RETROAPICAL EN LOS PERIODOS
DE EVALUACION DE 1,3 Y 7 DiAS

3 dias de evaluacion

7 dias de evaluacién




ANEXO 11:

AMBIENTES DE DESARROLLO DE LA INVESTIGACION

Laboratorios de investigacion y desarrollo en ciencia y tecnologia Abraham
Vaisberg Wolach (LID) de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH)




