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Resumen

Objetivo: Comparar in vitro el efecto citotdxico de tres agentes quelantes sobre fibroblas-
tos del ligamento periodontal humano.

Materiales y métodos: Se utilizaron cultivos de fibroblastos de ligamento periodontal
humano, los cuales fueron colocados en contacto con los agentes quelantes a evaluar (RC-
Prep, Glyde, EDTA al 17%) a intervalos de 15, 30 y 60 minutos. Se midié la absorbancia
para cada uno de los grupos, para determinar el grado de actividad enzimdtica, que es
indicador de muerte celular. Previo a la cuantificacion de la absorbancia se corroboré mi-
croscopicamente la formacion de los cristales de formazdn, los cuales se forman alrededor
de los fibroblastos, y su presencia es indicador de integridad de la membrana y de la activi-
dad metabdlica. Por microscopia se verifico la formacion de cristales de formazan, después
de agregar azul de tripdn.

Resultados: El Glyde mostré mayor grado de citotoxicidad, con una diferencia estadis-
ticamente significativa, al compararlo con EDTA 17% y el RC-PREP. El EDTA presento
mayor citotoxicidad que el RC-PREP a los 15minutos, evento que cambié a los 30 y 60
minutos.

Conclusiones: Los agentes quelantes RC-Prep, Glyde y EDTA tienen un efecto citotdxico
a nivel de los fibroblastos del ligamento periodontal, siendo el EDTA el de menor efecto
citotéxico a los 30 y 60 minutos comparado con RC-Prep y Glyde
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COMPARACION DEL EFECTO CITOTOXICO DE TRES AGENTES QUELANTES SOBRE
FIBROBLASTO DEL LIGAMENTO PERIODONTAL HUMANO. ESTUDIO IN VITRO

Abstract

Objectives: To compare in vitro, the cytotoxic effect of three chelating agents on human
periodontal ligament fibroblasts, RC-Prep, Glyde and EDTA.

Methods: Fibroblast cultures of human periodontal ligament were used, which are placed
in contact with chelating agents to evaluate (RC-Prep, Glyde, 17% EDTA) at time inter-
vals of 15,30 and 60 minutes. Absorbance was measured for each group to determine the
degree of enzyme activity, which is an indicator of cell death. Prior to the measurement
of absorbance was confirmed microscopically, the formation of formazan crystals, which
are formed around fibroblasts, and its presence is an indicator of membrane integrity and
metabolic activity. Microscopy verified the formation of formazan crystals, after adding
trypan blue.

Results: Glyde showed greater cytotoxicity with a statistically significant difference when
compared with 17% EDTA and RC-PREPchelants. The EDTA showed higher cytotoxicity
than the RC-PREP to 15min, and that event changed at 30 and 60 minutes.

Conclusion: It was shown experimentally that the chelating agents RC-Prep, EDTA and
Glyde have a cytotoxic effect at the periodontal ligament fibroblasts. EDTA has a lowest
cytotoxic effect at 30 and 60 minutes compared to RC-Prep and Glyde.

Keywords: Chelating agents, fibroblasts, cytotoxicity, periodontal ligament, MTT.

INTRODUCCION

Los materiales usados en endodoncia fre-
cuentemente son colocados en contacto in-
timo con el tejido duro y blando del perio-
donto. Esto es particularmente cierto para
las sustancias usadas como material de pre-
paracion, desinfeccion e irrigacion de con-
ductos y cementos selladores. Por lo tanto,
es esencial que un material sea biocompati-
ble con los tejidos circundantes (1).

Dentro de estos materiales se encuentran los
quelantes, sustancias que juegan un papel
importante en el debridamiento de conduc-
tos, ya que cumplen la funcion de facilitar
la preparacion biomecanica, al desintegrar
tanto el barrillo dentinal (smear-layer) como
el componente calcificado y mineralizado
de las paredes dentinales. (2,3).

Los agentes quelantes son moléculas que
se basan en el acido etilen-diamino tetra-
cético (EDTA) (4). El mejoramiento de las
materiales dentales le ha permitido al 4cido
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etilendiaminotetracético ser combinado con
sustancias como el peroxido de hidrogeno,
el cual confiere actividad efervescente al
ser mezclado con el hipoclorito de sodio, lo
cual facilita la eliminacion de detritus rema-
nentes de la instrumentacion (4-6).

La sustancia quelante reacciona con los io-
nes metdlicos en los cristales de hidroxia-
patita, para producir un quelato metalico,
el cual reacciona con las terminaciones del
agente quelante al remover los iones de
calcio de la dentina, formando un anillo, la
dentina se reblandece, cambiando las carac-
teristicas de solubilidad y permeabilidad
del tejido, especialmente la dentina peritu-
bular, rica en hidroxiapatita, incrementan-
do el didmetro de los tubulos dentinales
expuestos. El quelante también tiene una
gran afinidad por los alcalis ferrosos de la
estructura dental (7,8).

Un material quelante adecuado debe poseer

diversas propiedades, entre las cuales se
destaca el ser solvente de tejidos y detritos,
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tener baja toxicidad, baja tension superficial
y un mecanismo de dosificacion simple.

Durante la instrumentacion y conformacion
del conducto radicular, el uso de agentes
quelantes es constante, entrando en contac-
to con el ligamento periodontal, que es un
tejido conectivo blando, muy vasculariza-
do, inervado y con alto contenido celular.

Los agentes quelantes como sustancias
coadyuvantes en el tratamiento endodon-
tico son de amplia comercializacion; se en-
cuentra el EDTA en solucion acuosa al 17%,
RC-Prep y Glyde. Sin embargo, una revi-
sion de la literatura cientifica acerca de los
posibles efectos citotdxicos de estos a nivel
de los fibroblastos del ligamento periodon-
tal mostrd pocos estudios relacionados con
los efectos citotdxicos de dichas sustancias.

Este trabajo tiene como objetivo comparar
el efecto citotdxico del RC-Prep, Glyde y
EDTA sobre cultivos de fibroblastos del liga-
mento periodontal a 15, 30 y 60 minutos de
exposicion, con el fin de brindar a la comu-
nidad odontoldgica la posibilidad de usar
estos agentes con fines terapéuticos y la me-
nor citotoxicidad, es decir, mejor seguridad
para el paciente.

En atencién a lo descrito y teniendo en
cuenta la necesidad que asiste a toda la co-
munidad de endodoncistas por construir
conocimientos relacionados con su objeto
de trabajo y estudio, el tratamiento endo-
dontico, y ante los pocos estudios cientifi-
cos que permitan demostrar el potencial
efecto citotdxico de las sustancias EDTA
10%, RC-Prep y Glyde como quelantes, se
justifico la realizacion de esta investigacion,
cuyos resultados contribuiran a la toma de
decision de los endodoncistas en cuanto a la
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seleccion y tiempo de uso de las sustancias
quelantes como EDTA, RC-Prep y Glyde.

MATERIALES Y METODOS

A partir de un modelo cuantitativo y cua-
litativo se realizo un tipo de investigacion
explicativo, con un disefio experimental in
vitro desde las ciencias basicas.

Para este estudio se utilizaron fibroblastos
de ligamento periodontal humano pertene-
cientes al grupo de investigacion ReGen-
tech S.A. (Bogotd, Colombia), los cuales se
encontraban criopreservados (tubos de cue-
llo inclinado de poliestireno).

Para su descongelacion, los tubos de crio-
preservacion fueron sumergidos al bano
Maria, a 20 grados centigrados, por cinco
minutos.

Luego se agrego tripsina al cultivo, para
lograr la desagregacion y desprendimien-
to de las células adheridas a la superficie.
Los fibroblastos fueron resuspendidos en
un medio de cultivo denominado DMEM e
incubados a 37°Cy 5% de CO,.

Por medio de una técnica de calibracion se
obtuvieron subcultivos de 30 000 células, en
cajas de cultivos Corning, las cuales tienen
una capacidad de 96 pozuelos y un area de
25 cm?.

Después de 24 horas de establecido el cul-
tivo, el medio fue cambiado para agregar
cada agente quelante a evaluar por la sus-
tancia denominada tritén X-100, la cual fue
utilizada como control positivo. Se utilizo
una réplica sin estimulo considerada como
control negativo.
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Cada agente quelante (EDTA, RC-Prep y
Glyde) fue evaluado a un intervalo de 15-
30-60 minutos y una cantidad de 10UL (mi-
crolitros).

Una vez cumplido el tiempo para cada
agente quelante, estos fueron reemplazados
en el cultivo por MTT (tinta de tetrazolium)
disuelto en DMEM fresco, a una concentra-
cion de 0.5 mg/ml y se incubd a una tem-
peratura de 37°C, atmodsfera humeda y 5%
de CO, por un tiempo de 2 horas. Posterior-
mente fueron sometidos a la cuantificacion
de la absorbancia, por espectrofotometria,
a temperatura ambiente y a una longitud
de 570 nm, sustraccion del ruido de fondo
a 630 nm en el lector de Elisa (Star Fox 2100,
awareness).

Previo a la cuantificacion de la absorbancia
se corrobor6é microscopicamente la forma-
cién de los cristales de formazan, los cuales
se forman alrededor de los fibroblastos y su
presencia es indicador de integridad de la
membrana y de la actividad metabdlica (ver

figura A). Estos cristales de formazan fue-
ron disueltos por dimetilsulféxido (DMSO).

Una vez obtenida la absorbancia de cada
uno de los grupos estudiados, se procedio a
realizar tinciones con azul de tripan y su ob-
servacion microscopica. Este procedimiento
de tincion se realiza aplicando el azul de tri-
pan diluido en DMEM.

Para el caso de la evaluacion con azul de
tripan, las células que no presentan dafio o
alteraciones estructurales no se tifien, mien-
tras que las que presentan dafo estructural
presentan una tincion a nivel citoplasmati-
co y nuclear, lo cual demuestra la pérdida
de integridad (ver figura B).

El analisis estadistico se realizé con el pro-
grama STATGRAFIC PLUS utilizando indi-
cadores descriptivos y de asociacion. Para
comparar nuestros datos y complementarlo
con un analisis de varianza (ANOVA) con
un nivel de significancia menor o igual a
0.05. (ver tabla 1).

Fuente: Propiedad de los autores.

Figura A

Figura B

Formacion de cristales de formazan en fibroblastos tratados con Glyde al

10% durante 15 minutos (figura A) y blanco (figura B).
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Tabla 1. Quelantes vs. absorbancia y viabilidad celular

QUELANTES VS TIEMPO DE ABSORBANCIA Y VIABILIDAD CELULAR
QUELANTES | TRATAMIENTO | 1SMINUTOS | 30MINUTOS | GOMINUTOS |VIABILIDAD CELULAR
Glyde 1 0,047 0,0355 0,036 0,038
EDTA ) 0,123 0,0765 0,067 0,088833333
Re-prep 3 0,188 0,049 0,056 0,007833333
triton 4 0,036 0,0305 0,032 0,032833333
blanco 5 0,7133 0,695 0,7365 0,714933333

Fuente: Datos tabulados por autores.

RESULTADOS
Glyde

Lo observado durante la exposicion de los
fibroblastos al Glyde es que es un agente
nocivo a una concentracion de 10% y de
manera diferencial durante tiempos dis-
tintos (15, 30 y 60 min). Con este agente se
observo una muerte celular rapida desde
los primeros tiempos de evaluacién, siendo
respaldado tanto por azul de tripan como
por la prueba de MTT.

En la prueba de viabilidad de MTT, todos
los valores de evaluacion resultaron muy
similares a los valores del control con Tri-
tonX100, de lo cual se deduce que la viabili-
dad fue muy baja para este tratamiento. Es-
tos datos fueron corroborados con las foto-
grafias de formacion de cristales de forma-
zan antes de ser disueltos por DMSO, donde
no se observd ninguna clase de cristal en el
tratamiento en comparacion con el control
blanco, donde fue totalmente evidente la
formacion de los mismos.

La evaluacion por azul de tripan presento
los mismos resultados, donde existe tincién
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masiva de células en todos los tiempos eva-
luados, mostrando asi que el quelante indu-
jo dafios severos en la membrana de las cé-
lulas, produciendo baja viabilidad celular.

EDTA

Con esta sustancia se observé un incremen-
to de muerte a través del tiempo, pero con
bajas tasas de viabilidad desde el principio,
siendo respaldado tanto por azul de tripan
como por la prueba de MTT.

En la prueba de viabilidad de MTT, todos
los valores de evaluacién son parecidos a
los del control con TritonX100, pero con
una tendencia a acercarse mas a este a tra-
vés del tiempo, de lo cual se deduce, para
este tratamiento, que supera a lo obtenido
por Glyde; pero aun asi son muy bajos los
valores de viabilidad para determinar que
es el mas efectivo. Estos datos fueron corro-
borados con las fotografias de formacion de
cristales de formazan antes de ser disuel-
tos por DMSO, donde se observo una baja
formacién de cristales en el tratamiento en
comparacion con el control blanco, donde
fue abundante la formacion de los mismos.
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La evaluacion por azul tripan reflejo los
mismos resultados, donde existe tincién
masiva de células en todos los tiempos eva-
luados, mostrando asi que el quelante indu-
jo dafios severos en la membrana de las cé-
lulas, produciendo baja viabilidad celular.

RC - Prep

El tercer y ultimo tratamiento por analizar
fue RC-Prep. Con este agente se observo la
menor mortalidad de los tres materiales en
el primer tiempo de evaluacion, sugiriendo
que es el quelante menos dafino en un pe-
riodo de tiempo corto (15min), siendo res-
paldado tanto por azul de tripan como por
la prueba de MTT.

En la prueba de viabilidad de MTT para este
tratamiento, el valor inicial (15 minutos) fue
el mejor resultado entre los diferentes tiem-
pos de tratamiento; estos datos fueron co-
rroborados con las fotografias de formacion
de cristales de formazan antes de ser disuel-

tos por DMSO, donde se observo una baja
formacién de cristales en el tratamiento en
comparacion con el control blanco, donde
fue abundante la formacion de los mismos,
mientras que los dos tiempos restantes pre-
sentan, asi como en el EDTA, una tendencia
a decrecer conforme el tiempo avanza.

La evaluacion por azul de tripan refleja los
mismos resultados, y se observo tincion
masiva de células en los tiempos de 30 y 60
minutos. A diferencia de lo observado en el
primer tiempo de evaluacion, el cual mos-
tré una baja tincion de células, mostrando
asi que el quelante indujo danos severos en
la membrana en periodos de tiempos poste-
riores a los de 15 minutos.

En este estudio se demostré de manera ex-
perimental que los agentes quelantes mas
comunes en el mercado, el RC-Prep, Glyde
y EDTA, tienen un efecto citotdxico a nivel
de los fibroblastos del ligamento periodon-
tal (ver grafica 1).

Comparacion de tratamientos
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Fuente: Elaborado por los autores.

Grafica 1. Comparacion de materiales vs. absorbancia y tiempo
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DISCUSION

Variadas investigaciones han estudiado ci-
totoxicidad de los diferentes materiales que
se usan en los tratamientos odontologicos.

Vasudev y cols. (9), utilizando la prueba de
MTT, demostraron los efectos citotdxicos del
EDTA sobre una linea celular de fibroblastos
(V79) al ser comparado con acido maleico.
Este estudio corrobora la citotoxicidad del
acido etilendiamino tetracético como com-
ponente fundamental de todos los agentes
quelantes.

Existen diversos métodos empleados en
estudios de evaluacion de la citotoxicidad,
entre los cuales hay muchos que no ofrecen
respuestas satisfactorias, ya sea porque no
son analogos con la clinica o por limitacio-
nes intrinsecas de la prueba (10-11).

El ensayo de MTT se basa en la reduccion
metabolica del bromuro de 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-ilo) -2,5-difeniltatrazol (MTT) reali-
zada por la enzima mitocondrial succinato
deshidrogenasa en un compuesto colorea-
do de azul (formazan), permitiendo deter-
minar la funcionabilidad mitocondrial de
las células tratadas.

La prueba de MTT es una técnica muy uti-
lizada para medir la citotoxicidad de algu-
nos materiales dentales, por poseer ventajas
como simplicidad, rapidez y repetitividad;
ademads es una técnica que permite evaluar
el efecto de determinada molécula sobre el
numero de células y sobre su actividad me-
tabolica (12). En este estudio, para evaluar
la efectividad de la técnica de MTT se tomd
un cultivo como control positivo, al cual se
le agregd tritdn, que es un agente citotdxico
comprobado. De igual forma, se corrobora-
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ron los hallazgos espectrofotométricos con
los microscdpicos, evidenciados con la tin-
cion a base de azul de tripan(13).

Diversas lineas de fibroblastos de ligamen-
to periodontal humano han sido utilizadas
para evaluar la citotoxicidad de diversos
materiales endodonticos (14,15).

La permanencia de residuos de agentes
quelantes tendria un efecto citotoxico pro-
longado sobre las células del ligamento pe-
riodontal.

El Glyde como agente quelante presentd
una diferencia estadisticamente significativa
en comparacion con el EDTA al 17% y el RC-
Prep, mostrando mayor citotoxicidad, inde-
pendientemente del intervalo de tiempo, y
no se encontrd referencia literaria de estos
hallazgos con respecto a la composicion qui-
mica de cada uno de los agentes estudiados.

No se encontré reporte literario sobre la
cantidad de agente quelante utilizado y su
relacion con la citotoxicidad.

Se encontr6 que a los 15 minutos, el RC-
PREP resultd ser el quelante con mejor
Comportamiento, Comparado con el EDTA
y Glyde, sin embargo, el EDTA tiene menor
efecto citotoxico a los 30 y 60 minutos com-
parado con RC-Prep y Glyde.

El Glyde tuvo un comportamiento agresivo,
comparado con el TRITON, desde el inicio
del experimento, con un detrimento de la
absorbancia comparado con los quelantes
EDTA y RC-PREP.

La viscosidad de cada uno de los agentes
quelantes podria ser una variable incidente
en los resultados del estudio, teniendo en
cuenta que de los tres agentes quelantes uti-
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lizados el que menor viscosidad presenta es
el EDTA al 17% en solucion acuosa. Siendo
este el primer agente en entrar en alcanzar
el tercio apical comparado con los otros dos
agentes quelantes estudiados. Variable que
también incide en la eliminacion del mismo,
haciéndose mas dificil de eliminar el Glyde
y el RC-PREP, presentandose una mayor ad-
hesion de estos agentes quelantes a las pa-
redes del conducto radicular, manteniendo
una actividad prolongada, como también el
efecto citotdxico sostenido.

La importancia de conservar una longitud
de trabajo constante durante la instrumen-
tacion endodontica como la integridad de la
constriccion apical es un factor determinan-
te para disminuir el contacto de los agentes
quelantes con los tejidos periapicales.

CONCLUSION

Eluso de agentes quelantes es indispensable
para eliminacién del Smear Layer duran-
te la terapia endoddntica. Los tres agentes
quelantes evaluados en este estudio presen-
taron cierto grado de citotoxicidad, siendo
el mas citotdxico el Glyde, en los diferentes
intervalos de tiempo. El EDTA, por su baja
viscosidad, puede ser utilizado al final de
la preparaciéon quimico-mecédnica, debido
a que su eliminaciéon del conducto radicu-
lar es mas facil que los otros dos agentes
quelantes utilizados, logrando el efecto de
eliminacion de Smear Layer y un dafio mi-
nimo a los tejidos periapicales.

RECOMENDACIONES

Esta investigacion fue realizada en condi-
ciones de laboratorio, sin tener en cuenta las
condiciones clinicas como tension superfi-
cial, viscosidad y pH, por lo que se sugiere
continuar con esta investigacion realizando
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un mayor numero de pruebas, teniendo en
cuenta las variables anteriormente mencio-
nadas. Principio del formulario.

Financiacion: Universidad San Martin (Colombia).
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