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RESUMEN

Introduccion: ElI objetivo de este estudio fue evaluar in vitro la hemocompatibilidad y
la genotoxicidad un nuevo material biocerdmico a base de aluminato de calcio Endobinder
y el MTA Angelus. Métodos: Para el test de hemocompatibilidad se evalué hemolisis y
cuantificacion de fibrinégeno a partir de muestras de sangre humana que se pusieron en
contacto con cada uno de los materiales. La evaluacién de genotoxicidad se realiz
mediante un ensayo cometa donde cada uno de los cementos fueron inmersos en un
medio de cultivo Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) durante 24 horas a 37°C.
Posteriormente se obtuvo un sobrenadante de esta inmersién donde una linea celular de
ovario de hamster chino (CHO) y fue cultivada por 24 horas para analizar el DNA para
ambos, cabeza y Tail Olive Moment. Resultados: Aunque el Endobinder mostré mayor
reaccion hemolitica en exposicion directa de los eritrocitos que el MTA (P < 0.05), los
valores de fibrind6geno fueron bajos para ambos materiales, siendo mayor la expresion de
proteina en el Endobinder que en el MTA. Los valores de genotoxicidad del Endobinder y
MTA fueron cercanos al control negativo, con diferencias significativas entre el MTA y el
control negativo (P >0.05). Conclusiones: Aunque ambos cementos endoddnticos
mostraron ser hemoliticos y disminuyeron la presencia de fibrinégeno en el plasma,

tuvieron un comportamiento no genotoxicos.

Palabras claves: Biocompatibilidad, cemento de aluminato de calcio, mineral trioxido

agregado, compatibilidad sanguinea, citotoxicidad.



ABSTRACT

Introduction: The aim of this in vitro study was to evaluate the hemocompatibility and
genotoxicity of a novel bioceramic calcium aluminate based material (Endobinder) and
MTA Angelus. Methods: For hemocompatibility test (hemolysis and quantification of
fibrinogen) were evaluated from human blood samples that were placed in contact with
each of the materials. The genotoxicity test was performed by a comet assay where each
material was immersed in a Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) culture medium
for 24 hours at 37°C. Subsequently, a supernatant was obtained from this immersion
where a Chinese hamster ovary (CHO) cell line was cultured for 24 hours to analyze DNA
for both, head and Tail Olive Moment. Results: Although Endobinder showed a greater
hemolytic reaction in direct erythrocyte exposure than MTA (P< 0.05), fibrinogen values
were low for both materials, with protein expression being greater in the Endobinder than
MTA. The genotoxicity values of Endobinder and MTA were close to the negative control,
with significant differences between MTA and negative control (P> 0.05). Conclusions:
Although both endodontic cements were hemolytic and decreased the presence of

fibrinogen in the plasma, they had non-genotoxic behavior.

Key words: Biocompatibility, blood compatibility and cytotoxicity, calcium aluminate

cement, mineral trioxide aggregate,
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1. INTRODUCCION
Los cementos usados para el selle de la cavidad apical en micro-cirugia endoddéntica
ademds de proporcionar un buen selle deben ser altamente biocompatibles con los tejidos
periapicales con los que estardn en contacto para favorecer asi el resultado exitoso del
tratamiento (1,2). Para este proposito, fue desarrollado el Mineral Trioxido Agregado
(MTA), el cual es un material bioactivo, osteoconductivo, osteoinductivo y biocompatible
(3). Debido a sus buenas propiedades bioldgicas y fisicas en la actualidad tiene otras
aplicaciones clinicas como: material para la apexificacion, apexogenesis, recubrimiento
pulpar y selle de perforaciones radiculares (4—6). El MTA es actualmente fabricado en
dos formas: MTA gris y MTA blanco (Proroot MTA, Dentsply Tulsa, OK USA) este ultimo
se desarrollé para minimizar los problemas de pigmentacién del MTA gris, su composicion
es a base de silicato tricalcico, silicato dicalcio, aluminato tricalcico, oxido de bismuto,
aluminoferrito tetracalcico y sulfato de calcio deshidratado(3). Algunas desventajas de
este material son el largo tiempo de endurecimiento, su dificil manipulacion, potencial de
pigmentacion de la estructura dental y liberacion de arsénico (7-10). Lo anterior, ha
justificado el desarrollo de otros materiales con Optimas propiedades mecénicas y
altamente biocompatibles. EI MTA Angelus (Londrina, PR, Brasil) fue desarrollado
posteriormente y esta compuesto por 80% de cemento portland y 20% de Oxido de
bismuto, a diferencia del Proroot MTA que contiene 75% de cemento portland, 5% de
calcio y 20% de oxido de bismuto (3). Sin embargo varios estudios sugieren que algunas
de las propiedades fisicas (como el pH y la liberacion de iones de calcio) del MTA &ngelus
son similares a las del Proroot MTA. S6lo marcadas diferencias se han establecido para el

tiempo de endurecimiento y el tamafio de la particula de estos materiales (11,12).



Mas recientemente, el EndoBinder® (Binderware, Sao Carlos, SP, Brasil- UFSCAR,
numero de patente PlI0704502-6) es un cemento bioceramico actualmente en fase de
experimentacion desarrollado en la Universidad de Sao Carlos (Brasil) (10). Su
composicion principalmente es de Al,O3 (68% en peso) y CaO (31% en peso), CaO
(£31.0), SiO2 (0.3-0.8), MgO (0.4-0.5) y Fe203 (<0.3). El 6xido de bismuto (20% en
peso) se afiade para garantizar la suficiente radiopacidad segun especificacion ISO 6876
(13,14). Varios estudios in vitro e in vivo han mostrado propiedades fisicas y mecanicas
adecuadas para este cemento, y una excelente respuesta celular permitiendo una
diferenciacién osteoblastica superior a la del MTA (7,15,16). No obstante, su
hemocompatibilidad y potencial genotoxico de acuerdo a las recomendaciones de la
American Dental Association (ADA) y norma ISO 7405 no han sido evaluadas (18,19).
Asi, el propdsito de este estudio fue evaluar in vitro la hemocompatibilidad y genotoxicidad

del cemento bioceramico EndoBinder.

2. PROPUESTA

2.1. Objetivo general

Evaluar in vitro la hemocompatibilidad y la genotoxicidad del material biocerdmico

EndoBinder.

2.2. Objetivos especificos

e Evaluar la hemdlisis in vitro del biocerdmico EndoBinder a partir de muestras de
sangre heparinizadas en contacto con dicho material.
e Cuantificar la presencia de fibrinbgeno en una muestra de sangre luego de un

contacto con el biocerdmico Endobinder.



o Evaluar por medio del ensayo cometa la genotoxicidad a corto plazo in vitro del
biocerdmico Endobinder, luego de contacto celular con sus productos de liberacion
en solucion.

2.3. Hipotesis
Para cada ensayo se plantearon diferentes hipétesis:

- Para el ensayo de hemodlisis, la hip6tesis nula fue que no habia diferencia significativa
entre el porcentaje de hemolisis inducido por EndoBinder y el inducido por el MTA.

- Para el ensayo de fibrindgeno, la hipétesis nula fue que no habia diferencia significativa
entre la concentracion de fibrin6geno formado debido a la presencia de EndoBinder o
de MTA.

- Para el ensayo de genotoxicidad, la hipétesis nula fue que no habia diferencia
significativa en el dafio de la cadena de ADN de la linea celular de ovario de hamster

chino (CHO) producido por el MTA y el EndoBinder.

3. MATERIALES Y METODOS:

Este estudio cuantitativo experimental fue desarrollado de acuerdo a las recomendaciones
para la investigacion biomédica de la declaracion de Helsinki de la asociacion médica
mundial de 1964 y a las normas cientificas, técnicas y administrativas para la
investigacion en salud del Ministerio de Salud de la Republica de Colombia a través de la
resolucion N° 008430 de 1993. Cumpliendo con las disposiciones generales reflejadas en
sus cuatro articulos bajo el Titulo I, la Universidad CES fue la unidad investigadora a
cargo de este proyecto y dispuso de un Comité de Etica en Investigacion, encargado de
resolver todos los asuntos relacionados con el tema y siguiendo un manual interno de
procedimientos con el objeto de apoyar la aplicacion de las normas requeridas.

La investigacion se llevé a cabo al obtener la autorizacion del representante legal de la



Universidad CES, la aprobacion del proyecto por parte del Comité de Etica en
Investigacion y el consentimiento informado de los participantes. En todo momento se
respeto la dignidad del paciente, la proteccion de sus derechos y su bienestar, velando
por su integridad y privacidad.

Se realizé un entrenamiento previo de los investigadores en técnicas de cultivo celular y
biocompatibilidad in vitro. Ademas, se realizaron ensayos preliminares de estandarizacion
de depdsitos de fibrina y hemolisis, debido a que era una prueba que no se habia
realizado antes en el laboratorio. Se respetaron los protocolos de recoleccion y

procesamiento de las muestras.

Para el ensayo de hemocompatibilidad (Fibrinbgeno y Hemolisis) se tomaron muestras de
sangre por personal experto en pacientes que acudieron al centro de recoleccion de
muestras (ICMT) en Sabaneta y que cumplieran con los requisitos de inclusion que
aceptaron y firmaron consentimiento informado autorizdndonos para utilizarlo con fines
académicos. Se excluyeron pacientes en embarazo, consumidores de drogas, medicados
con antiinflamatorios, anticoagulantes, retrovirales y pacientes menores de edad. Para la
recoleccién de la muestras de sangre se usaron tubos tratados con EDTA para el ensayo
de hemolisis y con heparina para el ensayo de cuantificacion de fibrindbgeno. Los
materiales a evaluar estuvieron en contacto directo con la muestra de sangre y se
siguieron los pasos segun protocolo de cada ensayo. El ensayo de Fibrindbgeno se realizé
con el SimpleStep ELISA® kit (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay- Abcam, EEUU)
siguiendo las instrucciones del fabricante. El SimpleStep ELISA® kit esta disefiado para la

medicidn cuantitativa de la proteina fibrinGgeno en plasma humano diluido.

En el ensayo de genotoxicidad (ensayo cometa), se prepararon cultivos celulares de
células CHO, de 300.00 células por pozo (en platos de 24 pozos) de la linea celular de

ovario de hamster chino (CHO). La viabilidad celular se verifico previo a los cultivos con



un ensayo por exclusion con azul de tripano. Se comprobé una confluencia entre el 70% y
un 80% las células en monocapa. Los materiales a evaluar estuvieron en contacto directo
con el medio de cultivo celular por 24 horas, posteriormente se utilizd este medio de
cultivo para cultivar las células CHO. EIl ensayo de genotoxicidad se realizd a partir de
productos de liberacion del material en contacto con el medio de cultivo durante 24 horas.
Se desarroll6 el ensayo siguiendo cada uno de los pasos del protocolo UTi Comet K. Se

tomaron registros fotogréficos.

Protocolo de ensayo de hemdlisis

e Los cementos fueron manipulados de acuerdo con las recomendaciones del fabricante,
con la proporcion de 1 g de polvo a 0,21 ml de agua destilada para EndoBinder y MTA.
Después de la manipulacion los cementos se dosificaron en un molde de acrilico con la
medida estandarizada y 0,1gr de preparacion de cada material. Cada ensayo tuvo 4
muestras de cada material. Para un total de 12 muestras de cada material.

e Para la preparacion del tratamiento se tomaron dos muestras de sangre en tubos
heparinizados del paciente que cumplia con los criterios de inclusién y habia firmado el
consentimiento informado. Para mantener una homogeneidad, siempre se tomaban
3mL de la muestra de sangre y era este volumen el que se procesaba a continuacion.

e Se centrifugd la muestra de sangre por 10 minutos a 3000 revoluciones por minuto, se
observo la separacion del plasma, se aspird y se colocaron 500ul de ficoll. (Fig. 1a)

e Se centrifugé nuevamente por 10 minutos a 3000 revoluciones por minuto. Se observo
la separacion de los glébulos blancos, globulos rojos. (Fig. 1b)

e Se aspiro el sobrenadante y se realizo el lavado con 1000 pl de PBS, se centrifugd por
5 mm a 3000 rpm. Se repitié 2 veces este procedimiento, aspirando el sobrenadante en
cada repeticion. (Fig. 1c-d)

¢ Alfinalizar el lavado, se realiz6 una dilucién de sangre de 300 ul de sangre en 12 ml de
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PBS y en el espectrofotometro se verificd que su absorbancia fuera inferior a 1,5.

¢ En cada tubo Eppendorf con el material se agregaron 600ul de la dilucién de sangre
previamente realizada. Se llevo a incubacion por 1 Hora a 37°C (Fig. 2). Al pasar la
hora de incubacion con una micropipeta se tomaron 500 pl de cada muestra y se
pasaron a una caja de 24 pozos debidamente marcada. Una caja para cada ensayo.
(Fig. 3)

¢ De esta misma dilucion de sangre se realizaron:

a. 3 pozos de 500 pl como controles negativos.

b. 3 pozos de 500 pl como controles positivos.

- El control positivo se prepardé con 5ml de la dilucién de la sangre +125 ul de agua
grado MiliQ.

- El control negativo consistia de un mismo volumen de sangre diluida en PBS.

- Para el control blanco se utilizaran 3 pozos con 500 pl de PBS y 3 pozos con agua
grado MiliQ.

Al tener el plato listo con los tratamientos, se midié la hemoglobina libre con el lector

espectrofotométrico a una longitud de onda a 490nm. (Fig. 3d)

Protocolo de ensayo de fibrinbgeno

Materiales suministrados por el kit SimpleStep ELISA® kit (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay- Abcam, EEUU). (Fig. 4, Tabla 1)

Tabla 1: Materiales Suministrados por el kit SimpleStep ELISA® kit (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay- Abcam, EEUU)
Material Cantidad Condicion de almacenamiento
(Antes de la preparacion)

10X Human Fibrinogen Capture 600 pL +2-8°C

Antibody

10X Human Fibrinogen Detector 600 pL +2-8°C

Antibody

11



Human Fibrinogen Lyophilized 2 Vials +2-8°C
Purified Protein

Antibody Diluent CPI 6 mL +2-8°C
10X Wash Buffer PT 20 mL +2-8°C
TMB Substrate 12 mL +2-8°C
Stop Solution 12 mL +2-8°C
Sample Diluent NS 50 mL +2-8°C
Pre-Coated 96 Well Microplate (22 x 8 well +2-8°C

strips) 96 Wells

Plate Seal 1 +2-8°C

Preparacion de la curva estandar para mediciones por duplicado (Fig. 5)

Reconstituyd la proteina humana normal de la muestra de fibrinbgeno (Fibrinogen

Human Protein Standard) mediante la adicion de 250ul de agua grado MiliQ,

homogenizdndose cuidadosamente. Se mantuvo a temperatura ambiente durante 10
minutos. La concentracion que se obtenia de esta reconstitucion era 200 ng / ml de la
solucion estadndar stock. Se etiquetaron 8 tubos (1-8) y se afiadieron 150ul de NS

Diluyente en cada tubo. EIl tubo #8 no contenia proteina y fue el control en blanco.

(Fig. 5)

Desarrollo del Ensayo

Se realiz6 la preparacion de los reactivos el mismo dia del ensayo siguiendo cada uno de

los pasos del protocolo. Una "muestra" se refiere simplemente a un solo pocillo de

ensayo.

Los cementos fueron manipulados de acuerdo con las recomendaciones del fabricante,
con la proporcién de 1 g de polvo a 0,21 ml de agua destilada para EndoBinder y MTA.
Después de la manipulacion los cementos se colocaron en un molde de acrilico y se
obtuvo 0,1gr de preparacién de cada material y se colocaron en tubos Eppendorf
marcados A B C para MTA y 1 2 3 para EndoBinder resultando cada ensayo con un
total de 6 muestras en total: 3 del material MTA y 3 del material EndoBinder

Las preparaciones de las soluciones de trabajo se realizaron el mismo dia del ensayo:

12



Se

WASH BUFFER: Para 24 Pozos: 2,5ml de WB 10x + 22,5ml de Agua MiliQ

COCTEL DE ANTICUERPOS: Para 12 pozos: 750ul CapturelOx + 750ul
Detector10x+600 pul Diluent CPI.

Para la preparacion de la muestra se tomaron dos muestras de sangre en tubos con
EDTA en un paciente sistémicamente sano con la firma del consentimiento informado.

centrifugd la muestra de sangre a 2000rpm por 10 minutos y se realiz6é una dilucion del

plasma para un volumen final de 1600pul y concentracion final de 1:10000 (Ver tabla 2)

Se tomaron 160 pl de Plasma y se diluy6 en 1440ul WB1X
De esa dilucion se tom6 160ul y se diluye en 1440ul WB1X
De esa dilucion se tom6 160ul y se diluye en 1440ul WB1X
De esa dilucion se tom6 160ul y se diluye en 1440pl NS diluent (plasma final diluido)

Tabla 2. Diluciones Plasma

Tubo Muestra de  Volumende Volumen de Concentraciéon Concentracion
No la dilucién la muestra 1xWashBuffer inicial final
(W) (W)

1 Plasma 160 1440 Neta 1:10

neto
2 Tubo #1 160 1440 1:10 1:100
3 Tubo #2 160 1440 1:100 1:1000
4 Tubo #3 160 1440 1:1000 1:10000

En cada tubo Eppendorf con el material se colocé 100 pl del plasma final diluido y se
dejo en vibracion a 25rpm x 30 minutos.

Se afiadio 50 pl de toda la muestra a los pocillos apropiados.

Se afiadio 50 pl de la mezcla de anticuerpos a cada pocillo. (Fig 6a-b)

Se sell6 la placa con papel aluminio y se llevdé a incubacion durante 1 hora a
temperatura ambiente en un agitador de placas ajustado a 250 rpm. (Labnet
International.Inc. Orbit p4)

Se lavo cada pocillo 3 veces con 350pul 1X wash buffer pt y se realizé aspiracion o
decantacion de los pozos. La eliminacion completa del liquido en cada paso fue
esencial.

Después del ultimo lavado se invierte la placa y se seca haciendo leves golpes contra

toallas de papel limpias para eliminar el exceso de liquido.
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Se afiadié 100 pl de sustrato TMB a cada pocillo y se llevo a incubacion durante 10
minutos en la oscuridad en un agitador de placas ajustado a 20 rpmx10. (Labnet
International.Inc. Orbit p4) (Fig. 6¢-d)

Se afiadio 100 ml de solucién stop a cada pocillo.

Se colocd en agitacion la placa durante un minuto para mezclar 20 rpmx1. (Labnet
International.Inc. Orbit p4). Finalmente se realizé la lectura en el lector de Elisa a una

longitud de onda de 450nm. (Fig 6e)

Protocolo de ensayo de genotoxicidad (ensayo cometa)

Preparacion de los medios de cultivo

Se realizé la preparacion de los medios de cultivo segun los protocolos aprobados del

laboratorio de biotecnologia de la Universidad CES. Cultivo de células de ovario de

hamster chino (CHO).

Descongelamiento y cultivo de células CHO

Se descongelé el vial de células CHO, 33,35 ml con Ham’s F12 de DMEM (Dulbecco's

Modified Eagle Medium) y el 1500 ul FBS (Suero Bovino Fetal) en bafio maria a 37°C.

Se transfirio el contenido del vial de células a un tubo de 15 ml estéril.

Se adicion6é 10 ml de DMEM.

Se centrifugaron a 1200 rpm por 5 min a 25°C.

Se aspiro6 el sobrenadante y se re suspendi6 el botdn de células en 10 ml de DMEM.
Se volvieron a centrifugar a 1200 rpm por 5 minutos a 25°C.

Se aspiro el sobrenadante y re suspendio el boton de células en 1ml de DMEM.

14



e Se procedié a sembrar en frascos de cultivo T-75 a los cuales se agreg6é 1mL de suero
bovino fetal (FBS), 1mL de la suspension celular y 8mL de medio DMEM. Se rotulo
con nombre, fecha y responsable. Se colocd en incubacion a 37°C, en atmoésfera
controlada con 5% de CO2

Preparacion de los materiales

Parte 1

Los cementos fueron manipulados de acuerdo con las recomendaciones del fabricante,
con la proporcién de 1 g de polvo a 0,21 ml de agua destilada para EndoBinder y MTA.
Después de la manipulacion los cementos se colocaron en un molde de acrilico y se
obtuvo 1gr de preparacion de cada material y se colocaron en contacto directo con medio
de cultivo (280ul de suero y 720ul de DMEM) en tubos Eppendorf marcados ABCD-
A'B'C'D para MTAy 12 34 —12"3'4" para EndoBinder y se dejaron en incubacién a

37°C por 24 horas (Fig. 7)

Parte 2

Se observaron los cultivos celulares bajo microscopio a 10x y se verificd6 que no

estaban contaminados (Fig. 8)

e Se realizé filtracion con acrodiscos del medio de cultivo donde los materiales
estuvieron expuestos por 24 horas. (Fig. 9a)

e Se tomaron 450 pl del medio filtrado de cada material y se introdujeron en cada cultivo
de células debidamente marcado a una concentracion de 1°000.000 cel/ml en un plato
de 24 pozos. (Fig. 9b, c, d)

e En los pozos controles. Se realizé cambio de medio con 45 pl de FBS y 405 pl de

DMEM.

e Se dejo el plato con los tratamientos y los controles en incubacion por 24 horas a 37°C

15



Desarrollo del ensayo cometa

Se observaron los cultivos celulares bajo microscopio a 10x y se verificd que no
estaban contaminados. (Fig.10)
Se realizé evaluacion de viabilidad y densidad celular para células CHO de la siguiente

manera:

Célculos

Células _ #Células

x factordedi lucion x10000

ml

#célulasvia bles

Viabilidadcelular = x 100%

#célulastot ales

Procedimiento

Se lavo la cAmara de Neubauer, asegurdndose que no quedaran residuos en ella.

Se re suspendieron las células y se tomaron 10 ul de la suspension celular y se mezclo
con 10 ul de azul de tripano 4% en un tubo de 1,7 ml (Eppendorf).

Se pipeteo hasta que la muestra quedara homogénea.

Se tomo 10 ul del Eppendorf y se colocé uno de los cuadros de la camara Neubauer.

El conteo se realizé contando las células viables (color brillante) y las no viables (color
azul oscuro) como se explica en la Fig. 11. Nota: El factor de dilucion en este caso fue
2 ya que se utilizaron 2 volimenes cada uno de 10pl.

Se realiz6 el ensayo cometa segun protocolo del UTi Comet Kit que permite realizar la
electroforesis en gel de células individuales. Esta técnica permite valorar el dafio de
DNA.

Una hora antes de realizar en ensayo cometa, se elabord el control positivo segun

protocolo UTi Comet Kit. Para la elaboracion del control positivo (C+) fue necesario
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realizar una solucién Stock a una concentracion de 2000 uM a partir de la solucién (C+)
[3,6%] contenida en el Kit. Una vez realizada esta solucion se prepard una solucion de
trabajo a 500 uM y a partir de esta solucion final se suplementé el tratamiento al 10%

en un volumen final de 100 pl. Se llevé a incubacion por 1 hora a 4°C. (Ver Tabla 3)

Tabla 3: Solucion De Trabajo Para Control Positivo

Solucién Volumenes  Volumen Final Concentracion final
(C+) (3,6%) 1,34 pl 1000 pl 2000 pM

Slin Stock

(C+) SIn de 250 pl 1000 pl 500 uM

trabajo

Preparacion del control positivo C+ en la suspension celular

Solucién Volumenes  Volumen Final** Concentracion final
(C+) 10 ul 100 pl 50 uM

** En el volumen final se incluye una concentracion de células de 1x10 cel/ml

Se realizaron las soluciones necesarias segun protocolo el mismo dia del ensayo.

e Solucion de lisis 1: Sobre una placa de agitacion se dispuso un beaker con un magneto
y se adicionaron las soluciones A (solucién de lisis a partir de detergentes), B (DMSO-
Dimetil Sulfoxido) y C (tritén) del kit. Se esperd hasta que la mezcla de homogenizo. Se

almaceno en la nevera a 4°C hasta su uso.

o Buffer de electroforesis: Sobre una placa de agitacion se dispuso un beaker con un
magneto, se adiciono 12g NaOH, 0,37g de EDTA y 1000ml de agua destilada. Se ajusto

el ph a 13+ y se almacend a 4°C una hora antes del corrido de electroforético.

e Se realiz0 el subcultivo de células para el desarrollo del ensayo de la siguiente forma:
0 Se temperaron el DMEM, la tripsina/EDTA y el PBS en bafio maria a 37°C. Se aspir0 el
medio del frasco de cultivo. Se lavaron las células con 3 ml de PBS estéril.

o0 Para despegar las células se adiciond tripsina/EDTA al frasco asi:
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1ml para cajas multipozos (900 pl de PBS y 100 ul de tripsina/EDTA). Se incub6 a
37°C y 5%CO, por 5 minutos. Se observé en el microscopio invertido y se verificd que
las células estuvieran despegadas. Se agregd 500 ul de medio para desactivar la
tripsina en cada pozo.

Se llevé el contenido de células en suspension a un tubo de 15ml.

Se lavl la caja de cultivo con medio de crecimiento para recuperar las células que
guedaron en ella, y pasar el contenido al tubo de 15 ml (se observd que no quedaran
células en el frasco mediante el microscopio)

Se centrifugo a 1200 RPM por 5 min a temperatura ambiente.

Se Aspir6 el sobrenadante procurando no aspirar el botén de células.

Se suspendié nuevamente el botén en 100uL de medio.

Se utilizaron las células para el ensayo cometa

Después de la hora de incubacion del control positivo (C+). Se realiz6 el montaje de las
laminas. Se preparo la SLN1 del kit (compuesta por varios detergentes)

Para la preparacion de cada tratamiento por duplicado incluyendo C+ y C- se tomaron
10 pl de cada tratamiento y 90 pl de la SLN 1, se adicionaron en un vial debidamente
marcado. Se tomé el volumen completo (100 pl) y se colocd la gota sobre la lamina
base con agarosa debidamente marcada e inmediatamente se colocé un cubreobjetos
sobre la muestra. El procedimiento es el mismo para todos los tratamientos.

Al finalizar el montaje de las placas, se incubaron las laminas base a 4°C por 6
minutos. Se sacaron las laminas de la nevera y se retir0 el cubreobjetos
cuidadosamente. En la jarra Coplin que contenia la solucion de lisis previamente
preparada se sumergieron las placas. Se llevé a incubacion por 1 h a 4°C.

Al finalizar el tiempo de incubacién se sacaron cuidadosamente las placas. se lavo

cada placa por lado y lado con la SLN 2 (buffer) del kit con una pipeta.
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- Para el corrido de electroforesis, se ubicaron las laminas de los tratamientos hacia
arriba en la camara y se cubrieron con el buffer de electroforesis hasta cubrir las placas
(5mm). Se dejo incubando por 30 minutos.

- Al finalizar los 30 minutos se realiz6 el corrido de electroforesis a 25V, 300Ma, durante
20 minutos. Al terminar el corrido, se retiraron las laminas base (una a una) y se le
adicionaron con una pipeta Pasteur la solucion SLN3 (solucion neutralizante) del kit
cubriendo toda la superficie de la laAmina a manera de colchdn y se dejo reposar por 15
minutos.

- Pasados los 15 minutos, se fijaron las placas con la solucion SLN 4 (solucién de
fijacién) del Kit con una pipeta de Pasteur adicionando de 2 a 3 gotas.

- Se adicion6 40 pl de la solucion SLN5 del Kit a cada lamina e inmediatamente se
coloco un cubreobjeto. Se observo cada lamina bajo microscopio de fluorescencia para
observar los cometas. Se tomaron fotografias con camara Nikon adaptable a

microscopio (Digital Sight DS-L1, Japan). Ver Fotografias 1,2,3,4)

Para hemolisis todos los datos de hemoglobina libre se obtuvieron con el lector
espectrofotométrico de ELISA a una onda de 490nm. El grado de hemdlisis se determino
mediante la siguiente ecuacion:

Hemolisis (%)= 100 x (Abs — AbO) / (Abs100 — Abs0)

Donde Abs, AbsO y Absl00 eran la absorbancia de las muestras del ensayo, la
suspension tratada con soluciéon salina fisiolégica isotonica (PBS) y la suspension de
hemodlisis completa tratada con agua destilada, respectivamente.

Para fibrinGgeno se calcularon los valores de absorbancia en el lector espectrofotométrico
a una onda de 490nm. Se cred una curva estandar trazando el valor medio de la
absorbancia, restandole el control del blanco para cada concentracion estandar (eje y)
frente a la concentracion de la proteina diana (eje x).
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Curva estandar de concentracién de fibrinbgeno
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FIBRINOGENO HUMANO (NG/ML)

Para el ensayo de genotoxicidad se obtuvieron imagenes fotograficas de las placas de
cada uno de los ensayos y las imagenes se evaluaron con el software CometScore el cual
procesa y analiza imagenes de microscopia donde utiliza algoritmos de procesamiento de
imagenes para extraer y clasificar cometas, separar la cabeza del cometa y medir los
parametros del cometa. Las variables de estudio seleccionadas fueron el porcentaje de
ADN en la cabeza y el Tail Olive Moment. Todos los datos fueron recopilados en una

base de datos en Excel.

ANALISIS ESTADISTICO
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El andlisis estadistico de los datos obtenidos se realiz6 con PASW Statistics 21 software
(SPSS, Chicago, IL, USA). Para garantizar la reproducibilidad de los experimentos cada
ensayo se realizé por triplicado.

La distribucion de los datos para los ensayos de hemocompatibilidad y genotoxicidad fue
comprobada mediante la pueba de Kolmogorov-Smirnov. La reproducibilidad de los
ensayos de hemolisis y cuantificacion de fibrinégeno fue evaluada con las pruebas de
ANNOVA vy TStudent respectivamente. Finalmente, las comparaciones entre los
materiales se realizaron con la prueba TStudent.para hemolisis y fibrin6geno, mientras
gue ANNOVA y Post Hoc de Tukey para genotoxicidad. Todos los andlisis se realizaron

teniendo en cuenta una significancia del 5 % y un Intervalo de confianza del 95%.

4. RESULTADOS
Hemolisis

Aunque el porcentaje de hemolisis del Endobinder fue superior al del MTA, estas

diferencias no resultaron ser estadisticamente significativas (P = 0.05) (Tabla 4).

Tabla 4. Porcentaje de hemolisis (MTA — Endobinder)
Desviacion

Material n Media estandar Valor de P
EndoBinder 12 13,22 13,58 0,35
MTA 12 8,64 9,99

Cuantificacion de fibrinégeno
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DNA de la Cabeza

La presencia de fibrinbgeno en las muestras de plasma con el Endobinder fue mayor que
en las obtenidas con el MTA, diferencias que no fueron estadisticamente significativas (P

> 0,05). (Tabla 5) (Grafico 2).

Genotoxicidad

Ambos materiales mostraron una tendencia cercana al grupo control negativo en cada

una de las variables analizadas (DNA de la cabeza y Tail Olive Moment) (Grafico 1 Ay B).

Tabla 5: Cuantificacion de fibrinégeno* (ng/ml)

Material N Media Desviacion Valor de P
Estandar
Fibrinbgeno ng/mL Endobinder 6 0,30 0,34 0,10
MTA 6 0,04 0,09

Para esta ultima y al realizar multiples comparaciones entre los grupos, Endobinder vs
control negativo y Endobinder vs MTA mostraron ausencia de significancia (P = 0.05)

(Tabla 6 y 7) (Fotografias 1, 2, 3,4).
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Grafico 1: (A, B) Efectos genotoxicos (Endobinder — MTA) A. Variable ADN de la cabeza B.
Variable Tail Olive Moment.

Tabla 6: Comparaciones Multiples para la variable DNA de la

cabeza
MATERIAL Sig. Intervalo de confianza al
95%
Limite Limite
inferior superior
Endobinder MTA 0,002* 0,82 521
Control negativo 0* -7,44 -1,61
Control positivo 0* 65,17 72,04
MTA Endobinder 0,002* -5,21 -0,82
Control negativo 0* -10,48 -4,61
Control positivo 0* 62,14 69,04

Prueba Post Hoc de Tuque. * Diferencias estadisticamente significativas. La
diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Tabla 7: Comparaciones Multiples Comparaciones
Multiples para la variable Tail Olive Moment.

MATERIAL MATERIAL Sig. Intervalo de confianza
al 95%
Limite Limite
inferior superior
Endobinder MTA 0,231 -2,56 0,39
Control negativo 0,062 -0,06 3,85
Control positivo 0* -32,22 -27,61
MTA Endobinder 0,231 -0,39 2,56
Control negativo 0,001* 1,01 4,95
Control positivo 0* -31,15 -26,52
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Prueba Post Hoc de Tukey. * Diferencias estadisticamente significativas. La
diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Fotografia 1: Ensayo cometa. Fotografias placas control negativo con células de
ovario de hamster chino (CHO)
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Fotografia 2: Ensayo cometa. Fotografias placas control positivo con células de
ovario de hamster chino (CHO)

Fotografia 3: Ensayo cometa. Fotografias placas tratamiento con EndoBinder en
células de ovario de hamster chino (CHO)
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Fotografia 4: Ensayo cometa. Fotografias placas tratamiento con MTA en
c¢lulas de ovario de hamster chino (CHO)

5. DISCUSION

Todos los materiales usados para la obturacion retrograda en microcirugia endodontica
entran en contacto directo con los tejidos periapicales, por lo que las caracteristicas de
selle y biocompatibilidad deben ser altas para asegurar el resultado exitoso del
tratamiento (2). Este estudio in vitro evalué la biocompatibilidad expresada como
genotoxicidad, hemolisis y cuantificacion de fibrinbgeno del EndoBinder, un cemento
endoddntico a base de aluminato de calcio y el MTA. Basados en los resultados aca

reportados, las hipotesis nulas de estos tres aspectos fueron rechazadas.

Evaluacién de Genotoxicidad
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El ensayo de gel monocelular (cometa) es un método microscopico fluorescente rapido y
sensible para examinar el dafio del ADN celular individual, cuyas aplicaciones en el
campo de la toxicologia han sido reportadas (20). Basados en los porcentajes de ADN de
la cabeza y Tail olive moment, los resultados de este estudio mostraron que ambos
materiales, Endobinder y MTA tuvieron un comportamiento similar al grupo control
negativo. Esto fue comparable con otros estudios, donde el MTA no mostré dafio
potencial sobre el ADN de linfocitos y otras células evaluadas en un periodo de tiempo de
1, 4 y 24 horas (20-22). En relacién al Endobinder, aunque la ausencia de evidencia
cientifica sobre su genotoxicidad no nos permitié establecer comparaciones, un hallazgo
importante fue que en la variable Tail Olive moment no se encontré diferencia estadistica
significativa con el grupo control negativo, lo que podria sugerir un resultado exitoso de
los tratamientos cuyas obturaciones retrogradas contengan éste material.

Evaluacién de Hemocompatibilidad

Una vez el material de obturacién retrogrado es colocado en la cavidad apical, iniciara un
contacto directo con la sangre y los tejidos periapicales, lo cual generara una activacion
del sistema de coagulacion y una respuesta inflamatoria del huésped como mecanismo de
defensa (23). Asi, la evaluacion de hemocompatibilidad por medio de hemolisis y
cuantificacion de fibrindbgeno es importante (24)

Hemolisis

El potencial hemolitico de un material refleja la fragilidad de la membrana de los eritrocitos
y su posterior liberacion de hemoglobina, cuando entra en contacto con un biomaterial.
Consecuentemente, un material con éptima hemocompatibilidad debe tener una baja
reaccion de hemolisis (25). Sorprendentemente ambos materiales, Endobinder y MTA,
tuvieron porcentajes de hemolisis de 13.2% y 8.5% respectivamente, los cuales fueron
altos en relacion al porcentaje maximo permitido para un biomaterial segun la norma I1ISO
10993 para la evaluacion de dispositivos médicos en modelos in vitro (23). Esto fue un
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hallazgo importante de este estudio, debido a la ausencia de evidencia cientifica del
potencial hemolitico del Endobinder y MTA. Asi, nuestros resultados soélo pudieron ser
comparables con otros estudios que evaluaron de manera independiente constituyentes
presentes en estos cementos como la alimina Al,Oz y el 6xido de calcio CaO, sugiriendo
gue altas concentraciones aliumina favorecen un comportamiento hemolitico
(26,27). Igualmente, cambios en la presion osmética, valores de pH superiores a 8.5y la
presencia de metales por procesos peroxidativos pueden causar alteracion a la
membrana en los eritrocitos (28-30).  Esto podria justificar adicionalmente los altos
niveles de hemolisis del Endobinder y el MTA, considerando que ambos cementos
contienen Oxidos metalicos y desarrollan in situ valores de pH altamente alcalinos.
Cuantificacion de fibrinégeno

En este estudio la presencia de fibrinégeno en las muestras de plasma sanguineo a los 30
minutos en contacto con EndoBinder y MTA fueron bajas en comparacion con el grupo
control negativo. Al respecto, cuando un biomaterial entra en contacto con sangre, una
capa de proteinas plasmaticas es absorbida en la superficie y establece una respuesta
biolégica. Dicha adsorcidén es determinada principalmente por la porosidad del material,
gue para el caso del MTA es acerca del 40% con un tamafio de poro de 2,5 um (24,31).
Ahora bien, aunque no existe evidencia al respecto para el Endobinder, otros cementos
con composicion de aluminato de calcio, han reportado una porosidad del 18% y un
tamafo de poro de 0.37 um (32,33). Basados en lo anterior y considerando que el
fibrindégeno tiene un tamafio molecular de 0,005 a 0,007 pum (34), los resultados aqui
reportados pueden ser justificados, siendo bajos los niveles de proteina expresada en el
medio, (0,3 ng/ml) en el EndoBinder y (0,04 ng/ml) en el MTA.

Otros aspectos de la hemocompatibilidad no evaluados en este estudio como la activacion

y adhesion plaquetaria o las caracteristicas de la superficie del material, pudieron haber
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influenciado nuestros resultados, si consideramos que después de la adhesion inicial
tiene lugar un intercambio continuo con pretinas libres, que alcanza su equilibrio en

aproximadamente dos horas, los cuales deben ser explorados en futuros estudios (23).

6. CONCLUSIONES

Los resultados de este estudio demostraron desde el punto de vista de la
hemocompatibilidad que tanto el Endobinder y el MTA indujeron porcentajes de hemolisis
superior a los ideales para un biomaterial y baja presencia de fibrin6geno. Respecto a la

genotoxicidad ambos materiales no inducen un dafio en la estructura del ADN celular.
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Figura 1: Preparacion de la muestra de sangre a 3000rpm en
centrifuga. a)se observa separacion del plasma b)separacion de los
globulos blancos, globulos rojos después de la aplicacion de
Ficoll(500pl) c,d) lavado de la muestra con PBS

Figura 2: Tubos Eppendorf con los materiales de estudio en contacto con la dilucion de
sangre. a)MTA b)EndoBinder
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Figura 3: a,b,c) Platos de 24 pozos con la muestra de cada ensayo. d) lector
espectrofotométrico a una longitud de onda a 490nm.

Figura 4: Materiales suministrados por el SimpleStep ELISA® kit (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay- Abcam, EEUU).
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Figura 5: preparacion de la curva estandar para mediciones por duplicado con
Fibrinogen Human Protein Standard)

Figura 6: a) ensayo #1 y b) ensayo #2 preparacion de la muestra con la mezcla de anticuerpos.

c) ensayo #1y d) ensayo # 2 muestras con sustrato TMB. e) lectura en el lector de Elisa a una
longitud de onda de 450nm.
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Figura 7: a) Materiales de estudio en tubos Eppendorf en contacto directo con el medio de
cultivo (DMEM). b) incubacion a 37°C por 24 horas de los materiales en contacto directo con el
medio de cultivo (DMEM).
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Figura 8: Cultivos celulares de células de ovario de hamster chino (CHO) bajo microscopio 10X.
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Figura 9: a) filtracion del medio de cultivo (DMEM) después de 24 horas de contacto con el
material; b, ¢, d) 450 pl del medio filtrado de cada maerial y se introdujeron en cada cultivo de
células debidamente marcado a una concentracion de 1°000.000 cel/ml en un plato de 24 pozos

a. b.
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Figura 10: Cultivos celulares bajo microscopio a) cultivo celular en contacto con
MTA, b) cultivo celular en contacto con Endobinder, c¢) cultivo celular para el
control positivo.

37



2. Para los cuadros de las
esquinas se deben contar
también los bordes
indicados por las flechas
verdes y azules

1. Cuente siguiendo las flechas
rojas primeroy luego la amarilla
(centro). Repita este
procedimiento hasta el final.
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Figura 11: Técnica de conteo y viabilidad celular en la camara de Neubauer
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