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Propuesta de un modelo experimental in vitro para evaluar
alteraciones morfologicas de eritrocitos expuestos a NaOCl 5.25 %

Proposal for experimental in vitro model to assess morphological
alterations in erythrocytes exposed to 5.25% NaOCl

Roberto Arroyo Cervantes,* Sergio lvan Cuin Macedo,® Benigno Miguel Calderén Rojas,"
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RESUMEN

Introduccién: El hipoclorito de sodio (NaOCI) es el agente quimico
mas utilizado como solucion irrigadora durante la terapia endoddnti-
ca. Es altamente téxico cuando se extruye a tejido periapicales. En
endodoncia la hemolisis causada por el NaOCI ha quedado demos-
trada utilizando diferentes modelos, sin embargo poca o ninguna
evidencia se tiene de las alteraciones morfolégicas en la membrana
celular de los eritrocitos. Objetivo: Proponer un modelo experimental
que permita evaluar las alteraciones morfolégicas que sufren los eri-
trocitos cuando son expuestos a NaOCI utilizado en la practica odon-
tolégica mediante microscopia electrénica de barrido de alta resolu-
cion (MEB). Material y métodos: Se obtuvieron 20 mL de sangre
periférica y se depositaron en tubos con anticoagulante EDTA (acido
etilendiaminotetraacético). Se realizaron lavados con solucién amor-
tiguadora de fosfatos (soluciéon Evan’s). Se prepararon diferentes
diluciones de la muestra de eritrocitos (1:1, 1:2, 1:4, 1:8 y 1:16). Se
obtuvieron 100 pL de cada una de estas diluciones y se confrontaron
con 100 pL de NaOCI 5.25% de uso odontoldgico (Viarzoni-T, Me-
dental®). Se tomaron 0.5 uL de estas muestras para depositarse en
un portamuestra de aleacién Zn-Cu, el cual se sometié a un proceso
de metalizacion de bafio de iones de Cu por el método antiguo llama-
do Sputtering. Obteniendo microfotografias por MEB. Resultados:
Se lograron observar eritrocitos con alteracion de tipo anisocitosis y
poiquilocitosis (estomatocitos, eliptocitos, esferocitos y discocitos).
También se observaron algunas caracteristicas estructurales de
cristales de NaOCI. Conclusién: Este modelo experimental permitié
evaluar los cambios morfoldgicos que sufren los eritrocitos cuando
son expuestos a NaOCl 5.25%.
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ABSTRACT

Introduction: Sodium hypochlorite (NaOCI) is the chemical agent
most frequently used as irrigation solution during endodontic
therapy. When extruded to periapical tissue, it is highly toxic. In
endodontics, hemolysis caused by NaCOl has been proven using
different models, nevertheless, there is little or no evidence of
morphological alterations in the cellular membrane of erythrocytes.
Objective: To propose an experimental model which might allow
to assess morphological alterations suffered by erythrocytes
when they are exposed to NaOCI used in the dental practice
by means of high resolution scanning electron microscopy
(SEM). Materials and methods: In the present study, 20 mL of
peripheral blood were obtained and deposited in tubes with EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid) anticoagulant. Rinses were
conducted with a phosphate buffer solution (Evan’s solution).
Several dilutions of the erythrocyte sample were prepared (1:1, 1:2,
1:4, 1:8 and 1:16); 100 uL of each of these dilutions was obtained
to be then confronted with 100 uL of dental use 5.25% NaOCI
(Viarzoni-T, Medental®); 0.5 uL of these samples were taken to
then be deposited in a sample holder made of Zn-Cu alloy which
was subjected to a process of Cu ion metallization bath, following
the old Spluttering method. Microphotographs were obtained with
SEM. Results: Erythrocytes with alteration type anisocytosis and
poikilocytosis (stomatocytes, elliptocytes and discocytes) were
observed. Some structural characteristics of NaOCI crystals were
equally observed. Conclusion: This experimental model allowed
assessment of morphological changes experienced by erythrocytes
when exposed to 5.25% NaOCI.
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INTRODUCCION

El hipoclorito de sodio (NaOCI) es el agente quimico
mas utilizado como solucidn irrigadora durante la tera-
pia endodontica,'? debido a su actividad antimicrobiana
de amplio espectro,® capacidad de disolver tejido vital y
necrotico,*® ademas de presentar una baja viscosidad
facilitando su penetracién en el sistema de conductos
radiculares.® Se emplea a diferentes concentraciones
que van desde 0.5% hasta 6.0%’ siendo las concentra-
ciones de 2.5% y 5.25% las mas recomendadas por la
literatura para su uso como irrigante.®'® Su mecanismo
de accion antimicrobiano se explica por reacciones de
neutralizaciéon de aminodacidos y cloraminacién, mien-
tras que la disolucion de materia organica se debe a
procesos de saponificacion producto de la degradacién
de lipidos y acidos grasos.""

Contrario a sus ventajas, el NaOCI por si solo no pre-
senta la capacidad de remocion de smear layer de las
paredes del conducto, ademas desmineraliza la dentina
e induce la corrosion de instrumentos endodonticos. 4
Sin embargo, la citotoxicidad del NaOCI es la propiedad
que demanda al clinico tener mayor precaucién duran-
te su uso. La extrusion de este irrigante hacia el tejido
periapical causa hemdlisis, ulceracion, inhibicion en la
migracion de neutrdfilos, asi como dafio en células en-
doteliales y fibroblastos.’'” Lo que clinicamente se ma-
nifiesta con dolor, ardor, edema y hematoma.'®

La biocompatibilidad de los materiales en endodoncia
es determinada por varios pardmetros como genotoxici-
dad, mutagenicidad, carcinogenicidad, histocompatibi-
lidad, efectos antimicrobianos y citotoxicidad. Los estu-
dios en cultivos celulares han sido empleados por mas
de 30 anos en la evaluacion de las reacciones de cito-
toxicidad inducidas por los materiales endoddnticos.™

Entre los métodos utilizados para determinar la
citotoxicidad se incluye la determinacion de las al-
teraciones de la morfologia celular por microscopia
de luz, microscopia confocal y microscopia electréni-
ca de barrido (MEB)."® Evaluaciones realizadas con
MEB se han limitado a demostrar alteraciones prin-
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cipalmente sobre lineas celulares de fibroblastos y
periodontales.20-2

En otras areas médicas la microscopia electrénica de
barrido ha permitido evaluar anormalidades de la mem-
brana celular de hematies.? Si bien en endodoncia la he-
molisis causada por el NaOCI ha quedado demostrada
utilizando diferentes modelos,? poca o ninguna evidencia
se tiene de las alteraciones morfoldgicas en la membra-
na celular de los eritrocitos al contacto con soluciones de
NaOCI de uso odontoldgico. Por lo tanto, el propdsito del
presente estudio es proponer un modelo experimental
que permita evaluar las alteraciones morfoldgicas que
sufren los eritrocitos cuando son expuestos a NaOCI utili-
zado en la practica odontoldgica mediante MEB.

MATERIAL Y METODOS
Obtencién de muestra biolégica

Se selecciond un individuo masculino de 31 afios de
edad sin registro de datos patoldgicos de importancia,
del cual se obtuvieron 20 mL de sangre periférica y se
depositaron en tubos de vidrio estéril con anticoagulante
EDTA. Se centrifugaron a 2,000 rpm/5 minutos, retiran-
do el plasma por medio de micropipetas de 100-1,000 pL
(Spinreact®). Para el paquete celular se realizaron tres
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Figura 1. Diluciones de hematies con PBS.
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Figura 2.

A) Muestra bioldgica en por-
tamuestra de Zn-Cu con diametro
y altura de 1 cm. B) Camara de
vacio del Microscopio Electrénico
de Barrido de Campo de Alta Re-
solucion. C) Microscopio Electro-
nico de Barrido de Campo de Alta
resolucion JEOL JSM-7600F.
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lavados con solucién de Evan’s (solucién amortiguado-
ra de fosfatos PBS, Allerstand® registro 0027 R98 SSA,
Lote: 407-360, México, D.F.) en proporcion 2:1. Reali-
zando una suspension final de hematies 2:1 con PBS.

Preparacion de diluciones de hematies

Con la suspensién de hematies se realizaron
diferentes diluciones con PBS: 1:1, 1:2, 1:4, 1.8 y
1:16, en microtubos de propileno (Eppendorf®) con
capacidad de 1.5 mL (Figuras 1 y 2). Entonces, se
obtuvieron 100 pL de cada una de estas diluciones
y se confrontaron con 100 uL de NaOCI 5.25% de
uso odontoldgico (Viarzoni-T, Medental®). De cada
una de las confrontaciones con NaOCI 5.25% se
tomaron 0.5 plL y se depositaron en un portamues-
tra de aleacion Zn-Cu con diametro y altura de 1
cm. Las muestras fueron atemperadas durante un
periodo de 30 dias.

Posteriormente, se sometieron a un proceso de
metalizaciéon de bafo de iones de Cu por el méto-
do antiguo llamado Sputtering durante 15 minutos,
el cual consistid en el bombardeo de la superficie
de la muestra de hematies con iones de Cu para
formar [dminas delgadas, esto con la finalidad de
permitir el flujo de electrones emanados del haz del
filamento favoreciendo el analisis morfoldgico de los
hematies. Para ello se empleé el equipo Vacuum
Coating, modelo s150, marca: Sputter Coating. Este
proceso de metalizacion por iones de Cu es parte
fundamental en el desarrollo del modelo experimen-
tal celular que se propone, para valorar la morfolo-
gia de los hematies expuestos a NaOCI 5.25% de
uso odontolégico.

Para analizar la morfologia de hematies se obtu-
vieron imagenes a magnitudes de 100x, 250x, 500x,
1,000x y 5,000x en el modo de electrones secunda-
rios retrodispersados empleando un microscopio elec-
trénico de barrido de campo de alta resolucién JEOL
JSM-7600F. Ademas, se realizaron diferentes espec-

trogramas de la superficie en diferentes areas de los
hematies, obteniendo espectros de energia dispersi-
va (EDS) a través del Microanalizador Bruker Xflash
6130 (Figura 3). Asi mismo, se obtuvo el porcentaje
en peso de los elementos que conforman la muestra
de hematies, estos analisis fueron determinados uni-
camente en imagenes a 1,000x.

Las imagenes obtenidas de cada una de las mues-
tras fueron analizadas por médicos especialistas ex-
pertos en el Area de Hematologia.

RESULTADOS

Dentro de las anormalidades que sufrieron los eri-
trocitos al exponerse con NaOCI 5.25% de uso odon-
tolégico se lograron observar gldbulos rojos con dis-
tintos tamafos que indican anisocitosis, asi mismo, se
detectaron formas anormales caracteristicas de una
poiquilocitosis (Figura 4). Entre las principales varia-
ciones de la poiquilocitosis se identificaron estomato-
citos, eliptocitos, esferocitos y discocitos (Figura 5).
Ademas este modelo experimental permitio identificar
algunas caracteristicas estructurales de cristales de
NaOCI (Figura 6).

Figura 3. Microanalizador Bruker Xflash 6130.

Figura 4.

A) Alteraciones morfolégicas de
eritrocitos inducidas por la ex-
posicion a NaOCI 5.25% de uso
odontoldgico, en donde predo-
minan formas caracteristicas de
poiquilocitosis. B) Formas carac-
teristicas de anisocitosis.
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A) Discocito B) Eliptocito

C) Esferocito D) Estomatocito

E) Discocito 10,000x.

Figura 5. Alteraciones morfoldgicas de eritrocitos expuestos a NaOCI 5.25% de uso odontolégico, mediante imagenes obte-
nidas por microscopia electrénica de barrido de alta resolucion. A) Discocito: disco biconcavo sin nucleo. B) Eliptocito: forma
eliptica con extremidades redondeadas y paredes laterales poco abombadas. C) Esferocito: eritrocito esférico con denso
contenido de hemoglobina sin claro o halo central. D) Estomatocito: eritrocito con una zona central elongada en forma de

boca. E) Discocito a 10,000x en donde se observa dafo estructural a nivel de la membrana plasmatica.

DISCUSION

Se ha observado que los modelos de experimen-
tacion in vitro han aportado informacion valiosa, per-
mitiendo mejorar la comprensidn de diversos fené-
menos bioldgicos. El presente modelo experimental
que emplea la microscopia electrénica de barrido de
alta resolucién permitié evaluar las alteraciones mor-
fologicas de la membrana de eritrocitos expuestos a
NaOCI 5.25% de uso odontoldgico, identificando con
mayor frecuencia anormalidades caracteristicas de
anisocitosis y poiquilocitosis (estomatocitos, eliptoci-
tos, esferocitos y discocitos). De acuerdo con Wang,
et al,?® el eritrocito es un modelo in vitro relativamen-
te simple para evaluar la citotoxicidad de sustancias
quimicas. Los estudios realizados en eritrocitos, du-
rante las ultimas décadas, han permitido el desarrollo
de conocimiento a detalle acerca de las alteraciones
en la funcion de gldbulos rojos, asi como también los
desdrdenes en su membrana, ya sea por factores ex-
ternos, hereditarios o patoldgicos.?” Por esta razén,
es importante evaluar las alteraciones morfoldgicas
de los eritrocitos cuando se exponen a soluciones de
NaOCI de uso odontoldgico.

Figura 6.

A) Presencia de cristales de
NaOCI con diferentes estructu-
ras geométricas distribuidos en
la muestra. B) Cristales de NaO-
Cl en contacto con eritrocitos a
magnitud de 500x.

lonescu-Zanetti et al.?® y Bierbaum et al.,?® men-
cionan el proceso de lisis que sufren los eritrocitos,
a través del proceso de saponificacion, en donde se
ha observado que los lisofosfolipidos han demostra-
do porar la membrana hasta inducir su muerte cuando
se adiciona con medios extracelulares. Esta poracion
permite que iones pequefios permeen la membrana y
contenga proteinas anidnicas mas grandes en el cito-
plasma. Los iones pequefos asociados con molécu-
las de agua, penetran la célula creando una presion
osmotica positiva, lo que provoca una lisis osmotica
coloidal; esto conlleva a la transicién de discocitos y
posteriormente de esferocitos antes de la muerte ce-
lular, estas formas también fueron reportadas en el
presente estudio. Por otra parte, se encontraron for-
mas caracteristicas de eliptocitos y estomatocitos. Es-
tas anormalidades del eritrocito podrian depender de
la viscosidad del fluido citoplasmatico y de la rigidez
de su membrana celular, las cuales se ven afectadas
por los cambios en el potencial Redox y/o disminucién
de la oxidacion en algunas de sus proteinas citoes-
queletales: espectrina y anquirina.®® Estas proteinas
se consideran de gran importancia para mantener la
arquitectura de su membrana.®
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El presente modelo experimental que utiliza micros-
copia electrénica de barrido de alta resolucidon permi-
tio identificar las alteraciones que sufre la membrana
plasmatica de los eritrocitos, este modelo podria ser
implementado para valorar la biocompatibilidad entre
diversas soluciones irrigadoras convencionales utiliza-
das para el tratamiento de conductos radiculares.

CONCLUSION

El presente modelo experimental permitié evaluar
los cambios morfoldgicos que sufren los eritrocitos
cuando son expuestos a NaOCI 5.25%. Por lo que
se considera que dicho modelo podria utilizarse para
analizar la biocompatibilidad de futuras soluciones
quimicas que se puedan emplear tanto en el campo
de la endodoncia como en otras areas de estomato-
logia, ya que se considera un modelo viable y de facil
reproduccion.
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