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RESUMEN

Introduccion. El objetivo del tratamiento endoddntico es la limpieza y
conformacién del sistema de conductos radicular y la obturacion total del
espacio preparado con un material inerte, estable y compatible. Los cementos
selladores son sustancias que facilitan la obtencion de un sellado hermético,
deben ser tolerados por los tejidos periapicales, no ser mutagénicos, no
provocar reaccién inmunitaria, entre otros. Objetivo. Determinar el efecto in
vitro de cuatro cementos selladores de conductos radiculares (Roeko Seal,
Sealapex, MTA Fillapex, AH Plus) sobre osteoblastos humanos. Metodologia.
Se colocaron 40 mg de los selladores en medio de cultivo durante 8 hrs. Se
evalué el efecto de los sobrenadantes sobre la viabilidad, citotoxicidad vy
proliferacion de osteoblastos humanos a las 24, 72 y 96 hrs, empleando azul
tripano, “CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay” y “CellTiter 96 Non-
Radioactive Cell Proliferation Assay” (Promega, CA) respectivamente. El
analisis estadistico se realizé en IBM SPSS v20 (IL, USA) utilizando ANOVA de
un factor con significancia del 95%. Resultados. EI AH Plus inhibi6 la
proliferacion en los tres periodos de evaluacion y fue mas citotdxico, el Roeko
Seal permitié la proliferacion en los tres periodos y mostré menor citotoxicidad.
El MTA Fillapex y Sealapex mostraron moderada inhibicion de la proliferacion y
ligera citotoxicidad inicial, la cual fue disminuyendo con el tiempo. Conclusion.
Es importante conocer la biocompatibilidad de los cementos selladores, ya que
estdn en contacto con el periapice y puede desencadenar un dolor post-

operatorio y falta de cicatrizacion asi como el fracaso del tratamiento.

Palabras clave: cemento sellador, biocompatibilidad, endodoncia.



ABSTRACT

Introduction. The aim of the endodontic treatment is the cleaning and shaping
of root canals system and the total sealing of the space prepared with an inert,
stable and compatible material. The canal sealerss cements are substances
that facilitate obtaining a hermetic seal must be tolerated by the periapical
tissues and not be mutagenic not cause immune response, among others.
Objective. Determine the in vitro effect of four root canal sealers cements
(Roeko Seal, Sealapex, MTA Fillapex, AH Plus) on human osteoblasts.
METHODOLOGY. 40 mg of sealants were placed in culture medium for 8h. The
effect of supernatants on viability, cytotoxicity and proliferation of human
osteoblasts to 24, 72 and 96 h was assessed using trypan blue, "CytoTox 96
Non-Radioactive Cytotoxicity Assay" and "CellTiter 96 Non Radioactive Cell
Proliferation Assay" ( Promega, CA) respectively. The statistical analysis was
performed on IBM SPSS v20 (IL, USA) using one-way ANOVA with 95%
significance. Results. The AH Plus inhibited proliferation in the three evaluation
periods and was more cytotoxic, the RoekoSeal allowed the proliferation in all
three periods and showed less cytotoxicity. The MTA Fillapex and Sealapex
showed moderate inhibition of proliferation and slight initial cytotoxicity, which
was decreasing with time. Conclusion. It is important to know the
biocompatibility of the sealing cements, as they are in contact with the periapex

and can trigger post-operative pain and scarring and lack of treatment failure.

Keywords: canal sealer, biocompatibility, endodontics.
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|. INTRODUCCION

Los objetivos principales de un tratamiento endodoéntico exitoso son la limpieza,
conformacion adecuada del conducto radicular asi como la obturacién total del
espacio preparado con un material inerte, dimensionalmente estable vy

biol6gicamente compatible.

El 6rgano dental puede infectarse internamente y provocar un proceso inflamatorio
en ocasiones crénico y algunas veces se producen reacciones clinicas que

pueden provocar lesiones en 6rganos dentales distantes.

Para dar solucion a este tipo de problema se realiza el tratamiento de conductos
de los érganos dentales involucrados. Dicho tratamiento endodontico consta de
cinco pasos: realizar el acceso al 6rgano dental, longitud de trabajo, preparacion
biomecanica, obturacion del sistema de conductos y sellado de la cavidad. Una
vez logrado el desbridamiento del sistema, asi como la limpieza y desinfeccién del
mismo se obtura de forma tridimensional, permanente e impermeable con un

material inerte, estable y biocompatible.

La obturacion de los conductos radiculares es una de las etapas mas dificiles
dentro de un tratamiento endoddntico y frecuentemente constituyen la mayor
preocupacion del endodoncista por una razon predominante: la compleja y

variable anatomia macroscopica y microscopica de los conductos radiculares.

En la actualidad se cree que el trasudado periapical se filtra hacia el conducto

parcialmente obturado, este trasudado proviene indirectamente del plasma



sanguineo y esta compuesto de proteinas hidrosolubles, enzimas y sales, se

menciona que el plasma es atrapado en el fondo del conducto mal obturado.

Este trasudado lejos del torrente sanguineo experimenta degradacién en ese
lugar. Posteriormente el trasudado se difunde con lentitud hacia los tejidos

periapicales y actua como irritante ocasionando inflamacion.

Se requiere de un cemento sellador para rellenar las irregularidades entre el
material de obturacién y las paredes del conducto principal, conductos laterales,
accesorios y los espacios que quedan entre las puntas de gutapercha usadas en
la condensacion lateral. Este se deposita en la zona mas profunda del apice en
contacto directo con las células, permitiendo su destruccion, desencadenando
inflamacion, procesos inmunoldgicos, dolor postoperatorio lo que conlleva a evitar
la reparacién posterior al tratamiento, haciendo necesario realizar nuevas

intervenciones quirdrgicas.

Por lo tanto, el propdsito del presente estudio es determinar el efecto in vitro de
cuatro cementos selladores de conductos radiculares como son Roeko Seal,

Sealapex, MTA Fillapex, AH Plus sobre osteoblastos humanos.



Il. MARCO TEORICO

Los objetivos principales de un tratamiento endodoéntico exitoso son la limpieza y
conformacion adecuadas del conducto radicular y la obturacion total del espacio
preparado con un material inerte, dimensionalmente estable y biolégicamente

compatible.

De todas las fases operatorias del tratamiento de conductos, la preparacion
biomecanica y la obturacién del conducto que debe ser lo mas hermética posible

se considera como fundamental para tener el éxito de este tratamiento (1).

El relleno del conducto radicular es una combinacion de cemento sellador con un
material de nucleo central, que hasta ahora ha sido casi exclusivamente
gutapercha. Este nucleo de gutapercha actla como un pistbn en el cemento
sellador, haciendo que éste se extienda, asi como también para llenar los
espacios vacios y compactar el material a la pared de dentina. En ocasiones la
gutapercha sobrepasa el periapice al igual que el cemento sellador entrando
contacto con los tejidos periapicales. De ello se deduce que el cemento sellador

debe poseer biocompatibilidad y no desencadenar respuesta inflamatoria (2).

2.1. Materiales de obturacion

En 1800, el anico material empleado para rellenar el conducto radicular era el oro.
Posteriormente se utilizaron diversos materiales tales como, oxicloruro de zinc,

parafina y amalgama, proporcionando éxito y satisfaccion (3).
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En 1847 Hill, desarroll6 el primer material de relleno del conducto radicular a base
de gutapercha con carbonatos de calcio blanqueado y cuarzo, el cual fue

patentado en 1848 e introducido en la practica odontoldgica (3).

El primer relleno de un 6rgano dental con gutapercha fue indicado por Bowman en
1867 y hoy en dia sigue utilizdndose con ciertas modificaciones y con cementos

agregados que permiten un mejor sellado (4).

La presencia de algunas interfaces entre los materiales y la dentina radicular son
sitios de posibles microfiltraciones ocasionando el paso de microorganismos y sus
toxinas, por ello es necesario tomar en cuenta utilizacién de un cemento sellador
que le va a permitir a la gutapercha y a la dentina una mejor unién sin que exista la

presencia de espacios (5).

2.1.1. Gutapercha

La gutapercha se deriva de los arboles de la familia Sapotaceae. Es un isbmero de
caucho (6). Los conos de gutapercha contienen aproximadamente un 20% de
gutapercha, un 65% de Oxido de zinc, un 10% de sustancias radiopacas y un 5%
de plastificadores (7). Se puede encontrar en dos formas cristalina fase a o B. La
forma alfa proviene directamente del arbol, sin embargo, la mayor parte de la
gutapercha disponible es en fase beta (8). La fase a es mas fluida y se ablanda a

temperatura mas baja (9).
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Tradicionalmente la forma beta de la gutapercha se ha utilizado para fabricar las
puntas, ya que presentan mejor estabilidad, dureza y viscosidad reducida (8).
Cuando la gutapercha es sometida a temperaturas altas alcanza una consistencia
que muchas veces permite el desbordamiento del material hacia los tejidos
perirradiculares provocando una reaccion inflamatoria (10).

Sus principales ventajas son plasticidad, facil manipulacion, minima toxicidad,
radiopacidad y facil eliminacién con calor o disolventes. Las desventajas incluyen

falta de adhesion a la dentina y cuando se calienta, retraccion al enfriarse (11).

2.1.2. Cementos selladores

A pesar de que los cementos selladores dicen ser biocompatibles y bien tolerados
por los tejidos perirradiculares. Peralta menciona, “Todos presentan cierto grado
de toxicidad cuando recién se realiza la mezcla, esta citotoxicidad disminuye
cuando fraguan” (12). La citotoxicidad, la genotoxicidad, la propiedad
antimicrobiana y el potencial alergénico son paradmetros que definen la

biocompatibilidad de un sellador (13).

Las funciones principales de los cementos selladores es lograr el sellado del
sistema de conductos, asi como de las irregularidades que éste presenta. Ademas
de los requisitos basicos para materiales de obturacién, Grossman enumeré once

requisitos y caracteristicas del buen sellador de conductos radiculares: (14)

1. Debe ser adherente cuando se mezcle, para proporcionar buena adhesion entre

el material y la pared del conducto al fraguar.
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2. Lograr un sellado hermético.

3. Ser radiopaco, a fin de poder observarse en la radiografia.

4. Las particulas de polvo ser muy finas para que puedan mezclarse facilmente
con el liquido.

5. No contraerse al fraguar.

6. No marchar la estructura dentaria.

7. Ser bacteriostatico o por lo menos, no debe favorecer la reproduccion de
bacterias.

8. Fraguar con lentitud.

9. Ser insoluble en los liquidos bucales.

10. Ser bien tolerado por los tejidos, por consiguiente no irritar los tejidos
periapicales.

11. Ser soluble en solvente, por si fuera necesario retirarlo del conducto radicular.

Agregando también que no debe provocar una reaccion inmunitaria en los tejidos

periapicales (15, 16). Asi como no debe ser mutagénico ni carcinogénico (17, 18).

Los materiales selladores se clasifican de acuerdo a su composicion en:
selladores a base de 6xido de zinc y eugenol, de resinas, de hidréxido de calcio,
de ionémeros vitreos, de resinas compuestas y agentes de adhesion a dentina, de

cementos fosfato de calcio y de silicones
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2.1.2.1. Roeko Seal

Roeko Seal consiste en polidimetilsiloxano, aceite de silicona, aceite de parafina-
base, acido hexacloroplatinico (catalizador) y diéxido de zirconio (material
radiopaco) (19). Se aplica con una jeringa de doble camara donde los dos
componentes se mezclan de forma homogénea y sin que se formen burbujas.
Tiene una elevada fluidez, es insoluble, biocompatible, estable dimensionalmente.
Puede usarse en conductos secos o humedos, es radiopaco y tiene un tiempo de

trabajo de 15 - 30 minutos (20).

Se expande en 0,2% durante las primeras 4 semanas y se mantiene estable a
partir de entonces lo que mejora su capacidad de sellado sin crear fuerzas

excesivas dentro del conducto radicular (21).

Roeko Seal es considerablemente menos citotoxico que los cementos selladores a
base de resina epoxi (22). Ademas en diversos estudios Roeko Seal muestra que
fue sélo poco citotdxico o completamente no citotoxico incluso en condicién fresca

(23-26).

Sus propiedades quimicas y fisicas cumplen con todos los requisitos de un
sellador de conductos radiculares. Roeko Seal combina las propiedades del
material excepcionales como excelente fluidez, sin contraccion y biocompatibilidad
con el manejo practico. No hay riesgo de mezcla incorrecta. Roeko Seal
proporciona un sello excelente y establece nuevos estandares en calidad y

biocompatibilidad en endodoncia. Roeko Seal fluye tan bien que el conducto
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radicular y conductos laterales se rellenan con eficacia. A las pruebas de efectos

mutagénicos y pruebas de sensibilizacién todos mostraron resultados negativos.

Ventajas: es biocompatible, tiene adhesion mecanica a la pared del conducto
debido a la expansion, excelentes propiedades del material y la fluidez, facil de
retirar en caso de ser necesario para un retratamiento, no contiene eugenol y es

altamente radiopaco para una excelente evaluacion de rayos X (27).

2.1.2.2 AHPlus

Sellador a base de resina, fue desarrollado hace mas de 50 afios por Andre
Schroeder en Suiza (19). Es una resina de bis-fenol utilizando metanamina para
la polimerizacion. Como metenamina (también conocida como urutropin) emite

algunos formaldhehidos durante la relacién de ajuste (28).

Se buscaron algunos sustitutos y se encontraron en una mezcla de aminas que
podria efectuar la polimerizacién sin la formacién de formaldehido resultando en el

desarrollo del producto AH Plus.

El AH Plus tiene un tiempo de trabajo de 4 hrs aproximadamente (29), es un
sellador radicular pasta/pasta de dos componentes basado en una resina epoxi-
amina, que ofrece las siguientes caracteristicas: propiedades de sellado de larga
duracion, sobresaliente estabilidad dimensional, propiedades auto-adhesivas,

radiopacidad elevada, documentacion cientifica excelente en mdultiples estudios
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clinicos e in-vitro, usado como referencia y standard en mdultiples estudios, como

materiales de relleno para conductos radiculares.

El AH Plus se presenta en las siguientes formas: como AH Plus en tubos para
mezcla manual de las pastas A y B, como jeringa de mezcla AH Plus Jet para
aplicacion intra-oral directa, ofreciendo un procedimiento méas preciso, conveniente
y rapido. La composicion AH Plus pasta A AH Plus, pasta B, resina epoxi de
Bisfenol-A, dibenzil-diamina, resina epoxi de Bisfenol-F, aminoadamantano,
tungstenato de calcio triciclo-decano-diamina, 6xido de zirconio, tungstenato de

calcio, silice, 6xido de zirconio, 6xido de hierro, silice, aceite de silicona.

La contraindicacion del AH Plus ocurre en pacientes que presentan
hipersensibilidad a las resinas de epoxi, aminas u otros componentes del material
porque el AH Plus contiene resina epéxica (pasta A) y aminas (pasta B) los cuales
pueden causar sensibilizacion en personas susceptibles. No utilice AH Plus en
personas alérgicas a las resinas epoOxicas, aminas o cualquier otro componente

del producto. Evite el contacto con la piel o contacto con los ojos.

Las siguientes reacciones adversas han sido descritas en usuarios de selladores
que contienen resinas de epoxi: puede ocurrir una inflamaciéon aguda reversible
tras el contacto de la mucosa oral con la pasta sin fraguar. En casos individuales

se han descrito reacciones alérgicas locales y sistémicas (30).
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2.1.2.2 MTA Fillapex

El MTA Fillapex se compone de resina de salicilato, diluyente de resina, resina
natural, 6xido de bismuto, nanoparticulas de silice y el agregado de tridxido
mineral. Segun el fabricante, tiene las siguientes propiedades fisicas: tiempo de
trabajo de 35 min, capacidad de flujo 27,66 mm, tiempo de fraguado 130 min,
densidad Optica del 77% vy solubilidad 0,1%. Por otra parte, es facilmente
manipulado (31). De acuerdo con un ensayo de citotoxicidad, el MTA Fillapex fue
mas citotdxico en cultivos de fibroblastos en el comienzo pero se desarrollé el
mejor comportamiento después de 48 horas (32). Un estudio mostré que
aplicacion subcutdnea MTA Fillapex produce una reaccion inflamatoria cronica
moderada evidente en el 7° dia, que se resolvié en un corto periodo de tiempo (15
dias), similar a la inducida por Angelus MTA y més rapido que la inducida por

Sealapex (33).

2.1.2.2 Sealapex

Es un cemento que contiene hidroxido de calcio y que se administra como pasta
en tubos colapsables. Su base también es Oxido de zinc y contiene Ca(OH), asi
como también butilbenceno, sulfonamida, y estearato de zinc. El tubo catalizador
contiene sulfato de bario y dioxido de titanio como radiopacificadores, asi como

una resina de patente, salicilato de isobutilo y aerosil R972.
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En humedad al 100% tarda tres semanas en alcanzar su fraguado final. En una
atmosfera seca nunca fragua, es el Unico sellador que se expande mientras

fragua. (34).

Los cementos selladores de Ca(OH), se disefiaron para ofrecer actividad
terapéutica. Se creia que esos cementos selladores podrian tener actividad
antimicrobiana y quiz4 tuviesen un potencial osteogénico- cementogénico, sin
embargo estas acciones no han sido demostradas. La solubilidad es necesaria

para la liberacién de Ca(OH), y para mantener su actividad (35).

2.2. Compatibilidad biolégica

La biocompatibilidad de un sellador endodontico contribuye al éxito clinico de la
terapia endodontica, ya que un material toxico puede retrasar la reparacion de los

tejidos periapicales o causar una reaccion tisular inflamatoria (36).

Waltimo reporta que es importante la compatibilidad biolégica de selladores de
conducto radicular ya que estos materiales frecuentemente entran en contacto con
los tejidos periapicales y la respuesta de los tejidos a estos materiales puede

influir en el resultado final del tratamiento de conducto (25).

El concepto tradicional de biocompatibilidad se considera como una falta de

reaccion adversa significativa entre los tejidos del huésped (37).

Ahora se reconoce que hay pocos cementos selladores que no afecten los tejidos,

ya que si hubiera materiales que no causaran reacciones con los tejidos del
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huésped estos pudieran permitir o estimular a una reparaciébn o regeneracion
después del tratamiento. Una definicion actualizada de biocompatibilidad podria
ser la capacidad de un material restaurador para inducir una respuesta apropiada
para el huésped (38). Nuestro estudio se basé en efecto que causan los cementos

selladores en contacto con células de osteoblastos humanos.

2.3. Células de osteoblastos

El proceso de remodelacién ésea implica una serie de pasos que se inician a partir
de un estimulo del tejido 6seo, que puede ser inducido o provocado por una
lesion. Los osteoblastos, los osteocitos y los osteoclastos son las células
identificables en el tejido 6seo. Los osteoblastos son células grandes (20-30 ym) y
tienen una morfologia particular (aspecto piriforme). Se caracterizan por ser
células mononucleares de ndcleo grande, con aparato de Golgi y reticulo
endoplasmico muy desarrollado y con abundantes mitocondrias, éstas derivan de
células mesenquimatosas pluripotenciales, también llamadas células madre. Son
células polarizadas diferenciadas que sintetizan el coldgeno y la sustancia
fundamental 6sea. Participan en el proceso de mineralizacion de la matriz
organica produciendo vesiculas de matriz que acumulan iones calcio y fosfato y
son ricas en fosfatasa alcalina y pirofosfatasa, enzimas que inducen la creacién de
centros de nucleacion para el depésito de las sales minerales. Su vida activa se
encuentra entre una y diez semanas; al final de este periodo toman dos destinos

posibles: ser rodeadas por la matriz 6sea que producen y convertirse en osteocitos
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(15%), o permanecer en la superficie del tejido 6seo recién formado, aplanandose

y constituyendo las células de revestimiento 6seo (39).

Con la eliminacion en la lesion apical de elementos extrafios y/o de agentes
infecciosos, se estimula la apoptosis de células involucradas en la primera etapa
destructiva y se promueve la respuesta reparativa sobre los acontecimientos
implicados en el tejido de granulacion y la angiogénesis para restaurar la
integridad funcional de la region apical. Con respecto al tejido 6seo, en la etapa
proliferativa, las células mesenquimaticas pueden diferenciarse en osteoblastos
que van a producir matriz ésea. En este proceso estan involucradas moléculas
biolégicamente activas como los factores de crecimiento (FCT B, FCly FCF) y las
citocinas (interleucinas, monocinas y linfocinas). Estas ultimas son reguladoras de
crecimiento y encargadas de la diferenciacion de células del sistema inmunolégico
y hematopoyético. Durante esta fase el tejido de granulacion es remodelado y
madurado hacia la formacién de una cicatriz. Se inicia el proceso de osteogénesis

y mineralizacion.

La formacion de cristales de hidroxiapatita se realiza diez dias después del
comienzo de la reparacion. Hay un aumento del pH y de la enzima fosfatasa
alcalina. Esta promueve la precipitacion de fosfato de calcio, el cual inicia la
mineralizacion. La misma esta limitada al espacio fisico disponible por las fibras de
colageno dispuestas longitudinalmente. El suministro sanguineo es de suma
importancia tornandose indispensable para finalizar el proceso reparativo. La

reparacion de cemento resulta de la diferenciacion de cementoblastos a partir de

20



células indiferenciadas del ligamento periodontal o tejido de granulacion. Estas
células, muestran niveles elevados de fosfatasa enzimatica, la cual esta
intimamente relacionada con la formacion de hueso y de cemento. Por lo tanto, la
actividad especifica del ligamento periodontal, los fibroblastos, los cementoblastos
y osteoblastos logran en conjunto, poco a poco, la total reparacion de los tejidos

lesionados (40).

2.4. ANTECEDENTES

En 1976 Antrim, evalud la citotoxicidad de diferentes cementos selladores en
cultivos celulares in vitro como fueron el cemento de Grossman, N2 (permanente),
cemento de Rickert y Cavit. Como resultado el cemento de Grossman resulto ser
el mas citotoxico, seguido de N2, Rickert y Cavit. Grossman y N2 mostraron
considerablemente alta toxicidad, Rickert mostr6 moderada toxicidad y Cavit

mostro de leve a moderada toxicidad (41).

Nakamura y cols. (1986), estudiaron la citotoxicidad de cementos selladores de
conductos. Se evaluaron Canals, Neodyne, FR, AH26, Tubli-Seal, y Nogenol.
Nogenol mostré leve citotoxicidad en las soluciones de evaluacion 1, 2 y 3
semanas. Moderada citotoxicidad fue observada en la solucion de 1 y 3 semanas
de Canals en todos los dias experimentales. Moderados resultados fueron
observados en solucién de 1 semana de Neodyne en 2 o 3 dias. Tubli-Seal mostro

moderada citotoxicidad en solucion de 2 o 3 semanas. FR generalmente mostro
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severa citotoxicidad en la solucién de 1, 2 y 3 semanas. Severa citotoxicidad se

mostrd en solucion de 1, 2 y 3 semanas de AH26 (42).

En un estudio realizado por Spangberg y Pascon en 1988, analizaron la
importancia de la preparacion de los materiales en la expresion de citotoxicidad
durante una evaluacion in vitro de biomateriales. Los materiales fueron
rutinariamente evaluados y los resultados mostraron que la preparacion de los
materiales muestra alteracion significativa en el efecto de la citotoxicidad de los

materiales (43).

Investigadores como Brisefio en 1990, evalud la citotoxicidad de cementos
selladores de conductos radiculares en fibroblastos de encia humana a base de
oxido de zinc y eugenol concluyendo que evidentemente la citotoxicidad de los
selladores no disminuye y en la mayoria de los casos la actividad persiste durante

el cultivo de 21 dias (44).

De igual manera Brisefio y Willershausen (1991), estudiaron la citotoxicidad de
cementos selladores a base de resina y silicon en fibroblastos gingivales
humanos. Se evaluaron los cementos AH26 y Diaket a base de resina y Lee Endo-
Fill a base de silicon por un periodo de 21 dias. AH26 mostr6 en un periodo de 24
horas severa citotoxicidad que permanecié durante todo el periodo experimental,
mientras que Diaket y Lee Endo-Fill mostraron una baja citotoxicidad relativa
observada en el grupo de las 48 horas, sin embargo, la citotoxicidad es similar

para todos los cementos en el grupo de 24 horas (45).
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Brisefio y cols. En 1992 Estudiaron la citotoxicidad de cementos selladores de
conductos radiculares con fibroblastos gingivales humanos, con sellador a base de
hidréxido de calcio, y encontraron el siguiente resultado, Sealapex mostré6 que
tiene baja citotoxicidad después de 3 dias de cultivo. Aunque CRCS mostré alta

citotoxicidad durante la fase inicial, la cual decrece después de los 3 dias (46).

En 1993 Araki y cols, redujeron la citotoxicidad de un cemento sellador
sustituyendo eugenol. Investigaron la citotoxicidad de dos cementos selladores a
base de 6xido de zinc, uno con eugenol y el otro usando &cidos grasos. Los
resultados mostraron que la citotoxicidad de los selladores puede ser reducida

reemplazando eugenol por 4cidos grasos (47).

Investigadores como Araki y cols. (1994), estudiaron la citotoxicidad indirecta,
longitudinal de cementos selladores en células L929 heteroploides de fibroblastos
de raton y fibroblastos humanos diploides del ligamento periodontal humano. Los
conductos radiculares con una mezcla fresca mostraron citotoxicidad mas alta
para las lineas celulares. Después de las 24 horas ninguna citotoxicidad fue
detectada. Los resultados indican que sustituyendo el eugenol la citotoxicidad de

los selladores decrece (48).

Gerosa y cols. (1995), obtuvieron cultivos celulares de pacientes sanos para
evaluar citotoxicidad de seis diferentes cementos endodonticos: AH-26, Pulp
Canal Sealer, Rocanal-R2, Rocanal-R3, Bioseql, y Endomethasone y observaron

severa toxicidad en la primera y segunda semana con AH-26 (49).
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Para evaluar la citotoxicidad de cuatro cementos selladores Torabinejad y cols.
(1995), realizaron un estudio en el que se evalud citotoxicidad utilizando los
métodos de superposicion y agar radiocromatico, de amalgama, Super EBA, IRM
y MTA. Siendo menos citotoxico el MTA, seguido de la amalgama, Super EBA y el
IRM. Basado en estos resultados el MTA es un material potencial para

evaluaciones in vivo (50).

Investigadores como Chang y cols. (1998), evaluaron in vitro la citotoxicidad y
genotoxicidad de medicamentos intraconducto en fibroblastos de la pulpa humana.
Se estudiaron los efectos de fenol alcanforado y paraclorofenol alcanforado, se
observo que paraclorofenol alcanforado es mas citotoxico que el fenol alcanforado,

pero no causan genotoxicidad en las células pulpares (51).

Osorio y cols. (1998), compararon la citotoxicidad de materiales endoddnticos. En
el andlisis estadistico el resultado mostré que CRCS fue el mas citotéxico para las
células L929 seguido de Endomet y AH26, mientras que MTA no fue citotoxico,
Gallium GF2 mostrd poca citotoxicidad, Sin embargo, Ketac Silver, Super-EBA y

Amalgama mostraron niveles altos de citotoxicidad (52).

Asimismo Leyhausen y cols. (1999), evaluaron genotoxicidad y citotoxicidad de un
cemento sellador a base de resina epoxica AH Plus. Como resultado se muestra
que AH Plus puede causar una leve o nula injuria. Ademas, no fue revelada ni

genotoxicidad ni mutagenicidad con AH Plus (53).

De igual manera Tai y Chag., en el 2000 realizaron un estudio en el que evaluaron
la citotoxicidad de materiales de reparacion de perforacion en reparaciones de
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células de ligamento periodontal humano in vitro. Se utilizaron tres materiales de
reparacion que fueron amalgama, ionémero de vidrio y resina. La resina exhibe
niveles mas altos de citotoxicidad seguido por el ion6mero y la amalgama, y estos
presentan una reaccion mas favorable para las células del ligamento periodontal

humano que la resina (54).

En el afio 2000 Willershausen y cols., compararon la citotoxicidad de materiales de
relleno del conducto radicular en tres diferentes lineas celulares humanas. El
crecimiento celular, la morfologia celular, la viabilidad celular, el contenido de
proteina de las células, y la liberacion de prostaglandina E2 (PGE,) fueron
utilizados como parametros para determinar la citotoxicidad de los materiales. Este
estudio investiga la compatibilidad biolégica de 5 cementos selladores que se
evaluaron en fibroblastos de encia, fibroblastos nasales y en células de un tumor
epitelial. Se demostré6 que PGE, mostré diferencias significativas entre los
materiales. Un incremento no significativo se encontré con Sealapex, Endion y
Super-EBA, y un incremento significativo se encontré con Ketac Endo, AH Plus y

puntas de gutapercha con cemento de hidréxido de calcio (55).

En el mismo afio 2000 Gheshlaghi y cols., evaluaron in vitro la citotoxicidad de un
nuevo cemento sellador a base de resina epoxica. AH26 induce efectos citotoxicos

después de una semana, y sufre una reduccion substancial en citotoxicidad (20).

En una investigacion realizada por Leonardo y cols. (2000), evaluaron la
citotoxicidad de cinco cementos selladores en cultivos celulares de macrofagos

peritoneales. Se evaluaron Sealapex, CRCS, Apexit, Sealer 26 y Fill Canal en
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macréfagos peritoneales de rata. El sellador més citotoxico fue Fill Canal seguido

por CRCS, Sealer 26, Apexit y Sealapex (56).

Keiser y cols. (2000), estudiaron la citotoxicidad del Mineral Triéxido Agregado en
fibroblastos de ligamento periodontal humano. Se compar6 la citotoxicidad del
MTA con Super-EBA y amalgama. Los materiales se expusieron por 24 horas a
diferentes concentraciones, la mayor citotoxicidad se observé con amalgama

seguida por Super-EBA y finalmente MTA (57).

En un estudio in vitro sobre la citotoxicidad de dos cementos selladores realizado
por Cohen y cols. (2000), se estudiaron AH26 y AH-Plus sobre la linea celular
L929 de raton, después de un periodo de observacion de 48 horas se observo una

severa citotoxicidad en ambos (58).

Investigadores como Gheshiaghi y cols. en 2000, evaluaron la citotoxicidad de un
nuevo cemento a base de resina epoxica, el cultivo de fibroblastos fue incubado
directamente con extracto del cemento sellador en diferentes tiempos de intervalo.
Como resultados AH Plus induce una significante citotoxicidad en las primeras

fases del tratamiento y desaparece después de 4 horas (59).

Un afio después Tai y cols. (2001), evaluaron la citotoxicidad de materiales de
relleno de conducto radicular en cultivos primarios de fibroblastos orales humanos
diferentes (derivado de la encia y la mucosa bucal) y una linea de células de
hamster permanente (V79 células) en el que los resultados mostraron que todos

los cementos selladores fueron citotoxicos para cultivos primarios de fibroblastos
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orales y células V79 y se encontré que N2 fue el mas téxico entre los cultivos

analizados (60).

Al estudiar el efecto citotoxico de los cementos selladores utilizados sobre el tejido
periapical Topalian M. (2002), concluyen que aunque todos los cementos
selladores disponibles actualmente producen diferentes grados de irritaciébn sobre
los tejidos periapicales en estudios in vitro e in vivo, se ha comprobado que en la
gran mayoria de los casos este efecto desaparece sin causar dafos irreparables

sobre los tejidos que impidan irreversiblemente la cicatrizacion (61).

De igual manera Oliveira (2003), evalud in vitro la citotoxicidad de dos cementos
selladores en actividad de macrifagos. Se observo el efecto de dos cementos
selladores a base de 6xido de zinc y eugenol, frescamente preparado y después
de 24 horas para evaluar su efecto en adherencia, actividad fagocitica y
produccion de interleucina-12 y oxido nitrico. Los resultados concuerdan que la

citotoxicidad no decrece y aumenta entre mas fresco sea el cemento sellador (62).

Camps y cols., en 2003 realizaron un estudio de citotoxicidad de selladores
endododnticos: un nuevo método de inmersion-radicular. El propésito de este
estudio fue comparar la citotoxicidad de los selladores del conducto de tres raices
probadas con las normas ISO frente a la técnica de inmersidon-radicular. La
hipotesis es que la citotoxicidad de los selladores de conducto radicular es mucho
mayor cuando se prueba con las normas ISO en comparacion con la técnica de
inmersion- radicular En los resultados la citotoxicidad de Sealapex decrece con el

tiempo, pero la de AH Plus y Cortisomol no. La técnica mostré diferencias
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significativas entre los selladores, pero fueron pequefias y no tuvieron relevancia

clinica (63).

Asimismo investigadores como Zhang y cols. (2003), evaluaron la citotoxicidad de
MTAD usando el método de reducion metabolica del Bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-
tiazoil)-2,5- difeniltetrazolico (MTT-Tetrazolium) en fibroblastos L929, basado en
los resultados de este estudio, MTAD tiene una citotoxicidad mas baja que todos
los demas , como la pasta de hidréxido de calcio mezclada con agua oxigenada,
seguido del hipoclorito de sodio, el Peridex y por ultimo el EDTA, siendo el MTAD

el menos citotoxico en este estudio (64).

En el afio 2005 Miletic y cols., evaluaron la citotoxicidad de cementos selladores
como RoekoSeal y AH Plus in vitro en células de carcinoma cervical y fibroblastos
de piel de raton. AH Plus mostré significativamente mayor citotoxicidad en las
evaluaciones de 1, 24 y 48 horas. Concluyendo que RoekoSeal no es citotoxico

(65).

En el estudio in vitro realizado por Peralta (2006), de la citotoxicidad de tres
selladores endododnticos sobre fibroblastos de raton de la linea celular L929
concluyendo que debido a que el cemento RSA no mostré citotoxicidad, pareciera
que los selladores a base de silicona constituyen la primera eleccion para el

tratamiento de conductos (12).

Key y cols. (2006), estudiaron la citotoxicidad de un cemento sellador de
conductos a base de resina llamado Resilon. Es un material de poliéster que es un
material de relleno solido. Este producto viene con su propio sellador de resina. Se
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estudié en fibroblastos de encia humana en el que encontraron que Resilon tuvo
un resultado similar que la gutapercha y el grupo control. Epiphany que es el otro
material de estudio, fue menos citotoxico que el cemento de Grossman a la hora 1
y a las 24 horas, Epiphany fue mas citotoxico que Sealapex en la primera hora. Se

indica que Resilon es el de més baja citotoxicidad (66).

En otro estudio Pinna y cols. (2008), compararon la citotoxicidad de MetaSeal y un
sellador metacrilato a base de resina con una base de resina epodxica y con un
sellador a base de 6xido de zinc y eugenol. Se prepararon discos de 5 mm de
diametro para los distintos selladores y se pusieron en contacto con las células de
osteosarcoma de rata parecidas a odontoblastos. MetaSeal resultdé mas citotdxico

que AH Plus durante la primera semana (67).

Khashaba y Chutkan (2009), realizaron un estudio comparativo para determinar la
biocompatibilidad de tres cementos selladores a base de fosfato de calcio y
compararon la respuesta de citotoxicidad en fibroblastos gingivales humanos y
una linea celular de fibroblastos de raton (L929). Como resultado todos los
materiales mostraron citotoxicidad para la linea celular L929 y fibroblastos
gingivales humanos a las 24 horas. Células L929 fueron generalmente mas
sensibles que los fibroblastos gingivales humanos a los cementos selladores a

base de fosfato de calcio (68).

En una revision realizada por Desai y Chandler (2009) sobre cementos selladores
a base de hidroxido de calcio que se llevo a cabo con experimentos de laboratorio

y estudios clinicos evaluando diferentes propiedades como biocompatibilidad,
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fuga, adhesion, solubilidad, propiedades antibacteriales y efectos de la salud
periodontal. Como resultado comparativos estudios revelan leve citotoxicidad, pero
su efecto antibacterial es variable. Futuros estudios se requieren para establecer
las propiedades de cementos selladores a base de hidroxido de calcio en tejido

sano (69).

En Brasil Gomes-Filho y cols. (2009), realizaron un estudio en el que evaluaron la
citotoxicidad de un reciente sellador compuesto de cemento portland llamado
Endo-CPM-Sealer y llegaron a la conclusibn de que ningin material es

considerado citotdxico en cultivos de fibroblastos (70).

Para investigar la relacion entre la velocidad de reabsorcién y la biocompatibilidad
de agentes selladores Lioni (2010) realizé un estudio en el cual concluye que
todos los selladores producen cierto grado de toxicidad sobre los tejidos

periapicales. (13)

En 2010 Bae y cols., realizaron un estudio sobre células de ligamento periodontal
humano junto a un nuevo cemento sellador de fosfato de calcio en el que los
resultados consisten en que la citotoxicidad de CAPSEAL |y Il es parecida a la de

AH26 y EWT después de 1 a 14 dias (71).

Xu y cols. (2010) evaluaron la citotoxicidad del RealSeal en células MG63
parecidas a osteoblasto humano, la gutapercha resulté no toxica para las células
in vitro, mientras que el RealSeal mostré una toxicidad inicial después de un dia
de cultivo y desaparece después de 3 dias. El RealSeal fue mas citotoxico que el
AH Plus (72).
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En el estudio realizado por Loshine y cols. (2011), en el cual evaluaron la
citotoxicidad y propiedades de un cemento sellador mezclado bioceramico,

encontraron que el sellador exhibe severa toxicidad a las 24 horas (73).

Para estudiar sobre citotoxicidad de cementos selladores Bethany (2011), realizé
un estudio donde concluye que todos los cementos exhiben severa citotoxicidad a
las 24 hrs. La citotoxicidad de AH Plus disminuyo6 gradualmente y fue no citotéxico,
mientras que sellador BC tuvo moderada citotoxicidad pasado el periodo de 6

semanas (74).

En el aio 2012 Bin y cols., estudiaron la citotoxicidad y genotoxicidad de
cementos selladores basados en MTA. Se utilizaron fibroblastos de hamster
chinos y se pusieron en contacto con las diferentes soluciones previamente
expuestas a los materiales, El ensayo de microntcleos (MNT) se puede usar para
detectar mutaciones cromosOmicas, clastogenicidad, y aneugenicidad, porque los
cromosomas Yy sus fragmentos pueden conducir a la formacion de microndcleos
durante la interfase del ciclo celular, los resultados de este estudio mostraron que
el remanente de células viables fue de aproximadamente el 50% en el grupo de
MTA blanco en todas las diluciones y que AH Plus induce una inmediata
citotoxicidad independientemente de la dilucién. MTA Fillapex y AH Plus mostraron
una baja viabilidad celular a causa del incremento de la formacion de microndcleos

comparado con el grupo control (32).

Investigadores como Lee y cols. (2012), estudiaron la citotoxicidad de un nuevo

cemento de relleno radicular Ortho MTA, se usaron células MG-63 derivadas de
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un osteosarcoma humano, las células fueron expuestas a los extractos de los
materiales de pruebay fueron incubadas. Como conclusiones ProRoot MTA y GIC
mostraron buena biocompatibilidad en el estudio, mientras que Ortho MTA mostré

baja biocompatibilidad (75).

De igual manera Silva y cols. (2013), evaluaron la citotoxicidad y propiedades
fisicoquimicas de un sellador endoddntico basado en silicato de calcio, MTA
Fillapex, en el estudio se evalud la citotoxicidad en periodos de 1 a 4 semanas, y
se encontré que MTA Fillapex fue més citotoxico que AH Plus. También se mostro
gue MTA Fillapex presenta un pH alcalino en el tiempo experimental, mientras que

AH Plus muestrd un pH neutro y significativamente menor que MTA Fillapex (76).

Asimismo Lee y cols. (2013), investigaron las caracteristicas de nuevos cementos
selladores utilizando resina epdxica y cemento portland. Los resultados mostraron
que la resina epdxica en un corto tiempo muestra menos microfiltraciones
comparado con MTA. Bajo las condiciones del estudio se encontré que el nuevo
material compuesto por resina epoxica y cemento portland presenta radioopacidad
favorable, corto tiempo de fraguado, baja micro filtraciones y clinicamente una

aceptable baja citotoxicidad (77).

Tavares y cols. (2013), analizaron las reacciones del tejido conectivo en contacto
con MTA Fillapex, comparada con un sellador a base de 6xido de zinc y un
material con base de resina epdxica en ratas Windstar. Al final del periodo
experimental de 7 dias, todos los selladores puntuaron mas alto que los del grupo

de control en las variables de los linfocitos, MTA Fillapex presentd menor
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condensacion de fibra en comparacion con los demas, después de 60 dias
macrofagos y linfocitos mostraron significancia alta para MTA Fillapex y Endofill
comparado con el control negativo y AH Plus mostré resultados similares a los

relatados (78).

Es importante analizar los cementos selladores con células humanas como los
osteoblastos ya que en diferentes estudios, los distintos cementos selladores
como son AH Plus, Roeko Seal, Sealapex y MTA Fillapex muestran diferentes
niveles de citotoxicidad con diferentes tipos de células humanas, o lineas celulares
de raton, esto en la consulta clinica podria derivar en un fracaso al tratamiento de
conductos o el retraso de la reparacion biolégica del periapice, todo esto resulta
contradictorio con lo que los fabricantes de cada material afirman acerca de la

biocompatiblidad de cada producto.
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Ill. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cemento se deposita en la zona méas profunda del apice, en muchas ocasiones
puede estar en contacto directo con los osteoblastos del hueso alveolar pudiendo
generar destruccion celular y procesos inmunoldgicos como inflamacién y dolor

postoperatorio.

¢, Cudl de los 4 cementos selladores: Roeko Seal (Silicona), Sealapex (hidréxido
de calcio), MTA Fillapex (MTA) o AH Plus (Resina) es méas biocompatible con los

osteoblastos del hueso alveolar humano?
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V. JUSTIFICACION

Es posible que los selladores empleados en el tratamiento de conductos,
sobrepasen el foramen apical entrando en contacto directo con las células que se
encargan de la reparacion del periodonto, entre ellas estan los osteoblastos del
hueso alveolar. El contacto directo de estas sustancias pueden ocasionar dafio
celular, inflamacion y dafio a las tejidos periapicales, pudiendo retardar la
reparacion o regeneracion necesaria de los tejidos, incluso nos puede llevar al

fracaso del tratamiento de conductos.

Por esta razon es importante evaluar el efecto que presentan diferentes cementos

selladores sobre la viabilidad de osteoblastos humanos.
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V.OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto

in vitro de cuatro cementos selladores de conductos

radiculares sobre la viabilidad de osteoblastos del hueso alveolar humanos.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Evaluar la citotoxicidad, proliferacion y dafio celular de
humanos en diferentes tiempos de contacto con Roeko Seal.
Evaluar la citotoxicidad, proliferacion y dafio celular de
humanos en diferentes tiempos de contacto con Sealapex.
Evaluar la citotoxicidad, proliferacion y dafio celular de
humanos en diferentes tiempos de contacto con MTA Fillapex.
Evaluar la citotoxicidad, proliferacion y dafio celular de
humanos en diferentes tiempos de contacto con AH Plus.
Comparar los efectos de los cuatro cementos selladores en

humanos.

osteoblastos

osteoblastos

osteoblastos

osteoblastos

osteoblastos

36



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. DISENO EXPERIMENTAL

Se realizé una investigacion experimental, in vitro, longitudinal, prospectiva.

6.2. MUESTRA DE ESTUDIO
Se utilizé linea de cultivo de osteoblastos tomadas en el Laboratorio de
Microbiologia Molecular, FCQB.

6.3 CEMENTOS SELLADORES
Los cementos selladores usados para este estudio fueron el Cemento de Portland
MTA FILLAPEX (Angelus,PR, Brasil) Hidréxido de Calcio, Sealapex (Sybronendo,

CA,USA) Resina Epoxica, AH Plus (Dentsply, Konstanz, Alemania). Sellador de

Silicon, RoekoSeal (Alemania).
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6.4 OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES

Variable

Definicién

Tipo

Clasificacion

Codificacion

Medida

Citotoxicidad

El conteo de

muerte

celular

Cuantitativa

Discreta

Células

Biocompatibilidad

El conteo de
prevalencia

celular

Cuantitativa

Discreta

Células

Proliferacion

La
multiplicacion
celular del

numero

original

Cuantitativa

Discreta

Células

Tratamiento

Cementos

Cualitativa

Discreta

1. AH Plus

2. Sealapex

3. Roeko Seal

4. MTA Fillapex

Células
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6.5 LUGAR DE REALIZACION

Este trabajo se realizé en el edificio de la Facultad de Odontologia en la Unidad de
Posgrado, Especialidad en Endodoncia en colaboracion de los laboratorios de
inmunologia y microbiologia molecular de la Facultad de Ciencias Quimico

Biologicas, de la Universidad Autonoma de Sinaloa.

6.6 PROCEDIMIENTO

Se prepararon los medios de cultivo con los 4 cementos a las dos concentraciones
que seran evaluadas (10 y 40 mg/mL). Para esto los cementos, espatulas y
materiales a utilizar se colocaran en la campana de flujo laminar bajo luz UV por

15 min.

Se evalué la citotoxicidad de 4 selladores odontol6gicos: 1) Cemento de portland
MTA FILLAPEX (Angelus, PR, Brasil). 2) Hidréxido de calcio, Sealapex
(Sybronendo, CA, USA). 3) Resina epoéxica, AH-Plus (Dentsply,
Konstanz,Alemania). 4) Un sellador de silicobn, Roeko Seal (Alemania). Los
materiales fueron seleccionados por su frecuencia de uso en la practica

odontoldgica en nuestra region.
Para la evaluacion de los materiales se siguid la metodologia propuesta por Tai

(79).

Se realizé la preparacion del medio (DMEM) Unicamente con antibiotico al 1%

(pen strep, gibco). Se prepararon 10 mg o 40 mg de cada cemento y se colocaron
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inmediatamente en 1.5 mL de DMEM vy perlas de vidrio de 0.5 mm para obtener la
concentracion de 10 mg/mL y 40 mg/mL, respectivamente. Se homogenizé en
disruptor genie durante un minuto. Se incub6 por 10 minutos u 8 horas a 37 °C a
250 rpm (enviroment shaker, Lab-line Intruments Inc, posteriormente se centrifugd
a 13,000 rpm por 5 min y se recuperd el sobrenadante, conservandolo a 4 °C
hasta los experimentos posteriores. El control de medio DMEM fue tratado del

mismo modo que la preparacion de los cementos.

Los ensayos de biocompatibilidad se realizaron a las 24, 72 y 96 horas de
incubacion con los diferentes medios de interaccidén con los selladores a 37 °C y
5% CO,, por triplicado evaluando la proliferacion, citotoxicidad y viabilidad de los

osteoblastos con los diferentes cementos selladores.

Las células cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% de Suero Bovino
Fetal (SBF)(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma Life Science) y 1% de
antibiético (Pen Strep penicillin/Streptomycin, Gibco by Technologies) en cajas de
75 cm? hasta la confluencia, posteriormente fueron cosechadas con tripsina (6 ml)
y gendarme, se lavaron con DMEM (10% SBF y 1% de antibiético), se
centrifugaron a 1,000 rpm por 10 min, y se realiza el cambio de medio seguido del
conteo de células colocando 10 uL suspension celular y 5 yL de azul tripano (4%),
se observaron en camara de Neubauer, para determinar el porcentaje de

viabilidad y la concentracion celular.

Los ensayos de biocompatibilidad se realizaron en placas de 96 pocillos con

10,000 células / pocillo en 100 pL de DMEM (10% SBF y 1% de antibidtico) a los
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cuales se les adicionaron 100 uL del medio preparado a las diferentes condiciones

y controles.

6.6.1 ENSAYOS DE VIABILIDAD

Se uso el protocolo descrito por Key, Rahemtulla (80). Posterior a los tiempos de
interaccion, el sobrenadante de los pocillos fue removido y las células fueron
desprendidas de los pocillos con ayuda de tripsina. La suspension celular fue
mezclada con 10 pL de azul tripano (0.4%), un colorante vital, y 10uL de

suspension celular.

Unicamente las células muertas se tifieron de azul, dicha suspension se colocé en
una cdmara de Neubauer para el conteo, el porcentaje de viabilidad se determiné

por la siguiente férmula:
Porcentaje de Viabilidad = (A/B) * 100

Donde A es el numero de células viables en el experimento y B es el niumero de

células viables en el control.

6.6.2 ENSAYOS DE PROLIFERACION

Se utilizd el kit comercial “CellTiter 96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay”
(Promega, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante, posterior a los tiempos

de incubacién se agregaron 15 pL la solucién de tincion y se incub6 a 37 °C por 3
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h protegido de la luz. Transcurrido el tiempo se adicionaron 100 pL de la solucion
de paro y se coloco a 4 °C por toda la noche. Al siguiente dia se tomd lectura en el

lector de placas (ELIREAD, KontroLab).

6.7 ENSAYOS DE DANO CELULAR

Se utilizé el kit comercial “CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay”
(Promega, CA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Adicional al control de
medio sin cemento sellador se utiliz6 un control positivo para el dafio celular
(Control maximo de LDH). Brevemente, 45 min antes del término de las

incubaciones se agrego la solucion de lisis (10 X) al control maximo de LDH.

Se transferieron 50 pL del sobrenadante a placas de ELISA de 96 pocillos, se
agregaron 50 pL de la mezcla de sustratos a cada pocillo, y se incubaron por 30
min a temperatura ambiente protegidas de la luz, posteriormente se adicionaron
50 pL de la soluciéon de paro de reaccién y se tomaron las lecturas de las
absorbancias a 490 nm. El célculo del dafio celular se realizé con la siguiente

formula:

Experimental

% Citotoxicidad = Maxima x 100
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6.8 ANALISIS ESTADISTICO

Para la prueba de viabilidad por azul tripano se uso la prueba Chi cuadrada. Para
la proliferacion y citotoxicidad se utiliz6 Analisis de Varianza (ANOVA), de un
factor, y la prueba de comparaciones multiple de Bonferroni. La significancia
estuvo dada con un valor de p<0.05 (81). Todos los datos se analizaron con el

programa IBM SPSS v20 (IL, USA).
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VIl. RESULTADOS

7.1. VIABILIDAD

El porcentaje de viabilidad de osteoblastos a las 24 h. fue de 92.10% y fue en
aumento a las 72 h. con un porcentaje de 95.80% y por dltimo a las 96 h. se

observo un aumento en la viabilidad en un porcentaje de 97.85% (Fig. 1).

120.00%
100.00%
80.00%
60.00%

40.00%

Viabilidad

20.00%

0.00%
24 h 72 h 96 h

Figura 1. Gréafica de Viabilidad. 1, viabilidad a las 24 hrs. 2, viabilidad a las 72

hrs. 3, viabilidad a las 96 h.
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7.2. CITOTOXICIDAD

Los osteoblastos presentaron una citotoxicidad menor que la maxima al aplicarse
10 mg de los cementos selladores por 10 min de liberacion en el medio de cultivo
excepto para el sellador AH Plus que present6 una citotoxicidad comparable con el
control de maximo dafio celular a las 24 h de interaccion 0.599 + 0.051y 1.142 +
0.142, respectivamente (Fig. 2). A concentraciones de 40 mg de los selladores fue
el AH Plus el que mostré la méas alta citotoxicidad (0.667 + 0.043) en comparacion

con el control (1.070 £ 0.142) y los demas cementos en esta misma concentracion.
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Concentracién
(mg)
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1 200 PTG

Mean Citotoxicidad 24 H

AHPlUs Roecko Seal Seal Apex MTA Filapex Control  Maxima
Material

Figura 2. Gréfica de Citotoxicidad a las 24 h de interaccion con 10y 40 mg de

los cementos selladores por 10 min de liberacién. Medias + Error Estandar.

Las células de osteoblastos presentaron una citotoxicidad menor que la méxima al
aplicarse 10 mg de los cementos selladores por 480 min de liberacion en el medio
de cultivo excepto para el sellador AH Plus que presentd una citotoxicidad
comparable con el control de maximo dafio celular a las 24 h de interaccién 1.480
+0.186 y 1.070 + 0.142, respectivamente (Fig. 3). A concentraciones de 40 mg de

los selladores fue el AH Plus el que mostré la mas alta citotoxicidad (1.969 *
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0.011) en comparacion al control (1.070 + 0.142) y los demas cementos en esta

misma concentracion.
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Figura 3. Gréfica de Citotoxicidad a las 24 h de interaccién con 10y 40 mg de

los cementos selladores por 480 min de liberacion. Medias + Error Estandar.
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Los osteoblastos presentaron una citotoxicidad menor que la méaxima al aplicarse
10 mg de los cementos selladores por 10 min de liberacion en el medio de cultivo,
la reaccion de las células en contacto con el sellador AH Plus presento la més alta
citotoxicidad a las 72 h de interaccion 0.691 + 0.038 y 1.444 + 0.035,
respectivamente (Fig. 4). A concentraciones de 40 mg de los selladores fue el AH
Plus el que mostré la mas alta citotoxicidad (0.763 = 0.018) en comparacion al

control (1.444 + 0.035) y los deméas cementos en esta misma concentracion.

Concentracidn
(mg)

1.500 W10

Ha0

Mean Citotoxicidad 72 H

AHPlus Roecko Seal Seal Apex MTA Fillapex Control Maxima
Material

Figura 4. Gréafica de Citotoxicidad a las 72 h de interacciéon con 10y 40 mg de

los cementos selladores por 10 min de liberacién. Medias + Error Estandar.
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Los osteoblastos presentaron una citotoxicidad menor que la méaxima al aplicarse
10 mg de los cementos selladores por 480 min de liberacion en el medio de
cultivo, el sellador Sealapex presentd la mas alta citotoxicidad a las 72 h de
interaccion 0.387 = 0.001 (Fig. 5). A concentraciones de 40 mg de los selladores
fue el AH Plus el que mostré la mas alta citotoxicidad (0.436 + 0.014) en

comparaciéon al control (1.444 + 0.035) y los demas cementos en esta misma

concentracion.
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Figura 5. Gréafica de Citotoxicidad a las 72 h de interaccién con 10y 40 mg de
los cementos selladores por 480 min de liberacién. Medias + Error Estandar.
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La citotoxicidad observada en los osteoblastos fue menor que la maxima al
aplicarse 10 mg de los cementos selladores por 10 min de liberacion en el medio
de cultivo excepto para el sellador AH Plus que present6 la mas alta citotoxicidad
comparable con el control de méximo dafio celular a las 96 h de interaccion 0.948+
0.135y 1.613 £ 0.087, respectivamente (Fig. 6). A concentraciones de 40 mg de
los selladores fue el AH Plus el que mostrdé la mas alta citotoxicidad (0.920 +
0.173) en comparacion al control (1.613 + 0.087) y los demas cementos en esta

misma concentracion comparado con la maxima y los demas cementos.
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Figura 6. Gréafica de Citotoxicidad a las 96 h de interaccién con 10y 40 mg de

los cementos selladores por 10 min de liberacion. Medias + Error Estandar.

Los osteoblastos presentaron una citotoxicidad menor que la maxima al aplicarse
10 mg de los cementos selladores por 480 min de liberacion en el medio de cultivo
excepto para el sellador AH Plus que presentd la mas alta citotoxicidad
comparable con el control de maximo dafio celular a las 96 h de interaccién 0.607+
0.029 y 1.613 + 0.087, respectivamente (Fig. 7). A concentraciones de 40 mg de

los selladores fue el AH Plus el que mostrdé la méas alta citotoxicidad (0.846 +
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0.001) en comparacion al control (1.613 + 0.087) y los demas cementos en esta

misma concentracion comparado con la maxima y los demas cementos.

Concentracion

(mg)
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M40
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Mean Citotoxicidad 96 H
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Figura 7. Gréfica de Citotoxicidad a las 96 h de interaccion con 10y 40 mg de

los cementos selladores por 480 min de liberacion. Medias + Error Estandar.
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7.3. PROLIFERACION

Los osteoblastos presentaron una proliferacion al aplicarse 10mg de cementos
selladores por 10 min de liberacion en el medio de cultivo, siendo el sellador MTA
Fillapex con el que se observo una proliferacion mayor comparable con el control a
las 24 hrs de interaccién. 0.136 + 0.024 y 0.260 + 0.016 respectivamente (fig. 8). A
concentraciones de 40 mg de los cementos selladores fue el Roeko Seal el que
produjo mayor proliferacién (0.155 + 0.030) en comparacion con el control (0.260

+ 0.016) y los demas cementos en esta misma concentracion.

Ademas en concentraciones de 40 mg el sellador AH Plus inhibié a la proliferacion

(0.002 £ 0.001) en comparacién al control (0.260 + 0.016)
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Mean Proliferacion 24 H

AH Plus Roecko Seal  Seal Apex  MTA Fillapex Control

Figura 8. Gréafica de proliferacion alas 24 h de interaccién con 10y 40 mg de

los cementos selladores por 10 min de liberacion. Medias * Error Estandar.

Al aplicarse 10mg de cementos selladores por 480 min de liberacion en el medio
de cultivo, los osteoblastos mostraron proliferacion siendo el sellador MTA Fillapex
con el que se observdé una proliferacion mayor comparable con el control a las 24
h de interaccion 0.417 + 0.077 y 0.345 + 0.007, respectivamente (Fig. 9). A
concentraciones de 40 mg de los cementos selladores, fue el Roeko Seal el que
indujo mayor proliferacion (0.310 + 0.014) en comparacion con el control (0.345 £

0.007) y los demas cementos en esta misma concentracion.
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Ademas en concentraciones de 40 mg los selladores AH Plus (0.010 + 0.001) y
Sealapex (0.011 £ 0.001) inhibieron la proliferacion de forma similar y en

comparacion al control (0.345 + 0.007).
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Figura 9. Gréfica de proliferacion a las 24 h de interaccion con 10y 40 mg de

los cementos selladores por 480 min de liberacion. Medias + Error Estandar.
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Los osteoblastos presentaron una proliferacion al aplicarse 10 mg de cementos
selladores por 10 min de liberacion en el medio de cultivo, siendo el sellador
Roeko Seal con el que se observé una proliferacion mayor comparable con el
control a las 72 h de interaccion 0.583 = 0.023 y 0.820 £ 0.035, respectivamente
(fig. 10). A concentraciones de 40mg de los cementos selladores fueron Sealapex
(1.978 + 0.038) y Roeko Seal (1.753 + 0.005) los que generaron mayor
proliferacion, similar entre si, en comparacion con el control (0.820 + 0.035) y los
demas cementos en esta misma concentracion. Ademas en concentraciones de
40 mg el sellador AH Plus inhibi6 a la proliferacion (0.003 + 0.001) en

comparacion al control (0.820 + 0.035).
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Figura 10. Grafica de proliferacion a las 72 h de interaccion con 10 y 40 mg
de los cementos selladores por 10 min de liberacion. Medias * Error

Estandar.

Los osteoblastos mostraron proliferacion al aplicarse 10 mg de cementos
selladores por 480 min de liberacién en el medio de cultivo, siendo el sellador
Roeko Seal con el que se observo una proliferacion mayor comparable con el
control a las 72 h de interaccion 0.556 + 0.029 y 0.820 + 0.035, respectivamente
(fig. 11). A concentraciones de 40 mg de los cementos selladores fueron MTA

Fillapex (1.211 + 0.162) y Sealapex (1.110 £ 0.015) los que generaron mayor
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proliferacion en comparacion con el control (0.820 + 0.035) y los demas cementos

en esta misma concentracion.

Ademas en concentraciones de 40 mg el sellador AH Plus inhibi6 a la

proliferacion (0.032 + 0.018) en comparacion al control (0.820 = 0.035).

1 500+ Concentracion
(mg)

Wi
W40

Mean Proliferacion 72 H

AM Plus Roecko Seal Seal Apex MTA Fllapex Control
Material

Figura 11. Grafica de proliferacién alas 72 h de interaccién con 10y 40 mg
de los cementos selladores por 480 min de liberacidén. Medias + Error

Estandar.
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Los osteoblastos mostraron proliferacion al aplicarse 10 mg de cementos
selladores por 10 min de liberacién en el medio de cultivo, siendo el sellador AH
Plus que genero una proliferacion mayor comparable con el control a las 96 h de
interaccion 1.274 + 0.013 y 1.946 = 0.113, respectivamente (fig. 12). A
concentraciones de 40 mg el cemento sellador fue el Sealapex el que indujo
mayor proliferacién (1.332 + 0.085) en comparacion con el control (1.946 + 0.113)
y los demas cementos en esta misma concentracion. Ademas en concentraciones
de 40 mg los cementos selladores Roeko Seal (0.168 = 0.009) y MTA Fillapex
(0.186 = 0.001) inhibieron de manera semejante la proliferacion en comparacion al

control (1.946 + 0.113).
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Figura 12. Gréfica de proliferaciéon a las 96 h de interaccion con 10y 40 mg
de los cementos selladores por 10 min de liberacion. Medias + Error

Estandar.

Los osteoblastos presentaron una proliferacion al aplicarse 10 mg de cementos
selladores por 480 min de liberacion en el medio de cultivo, el sellador MTA
Fillapex fue el que genero proliferacién mayor comparable con el control a las 96
h de interaccion 1.890 + 0.039 y 1.946 + 0.113, respectivamente (fig. 13). A
concentraciones de 40 mg de los cementos selladores fue Sealapex con el que se

observé mayor proliferacion (1.250 + 0.048) en comparacion con el control (1.946
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+ 0.113) y los demas cementos en esta misma concentracibn. Ademas en
concentraciones de 40 mg el sellador MTA Fillapex inhibio la proliferacion (0.124

+ 0.014) en comparacion al control (1.946 + 0.113).
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Figura 13. Grafica de proliferaciéon alas 96 h de interaccién con 10y 40 mg
de los cementos selladores por 480 min de liberacidén. Medias + Error

Estandar.
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VIIl. DISCUSION

Gomes-Filho y cols., realizaron un estudio en el que evaluaron la citotoxicidad de
cementos selladores y llegaron a la conclusion de que ningun material es
considerado citotdéxico en cultivos de fibroblastos, lo que difiere de nuestros
resultados, ya que nosotros encontramos citotoxicidad con diferentes cementos
selladores en contacto con osteoblastos humanos (70). De la misma manera, los
resultados de Gheshiaghi y cols., difieren de los nuestros al evaluar la citotoxicidad
de un nuevo cemento a base de resina epdxica similar al AH Plus, y concluyen
qgue induce una significante citotoxicidad en las primeras fases del tratamiento y
desaparece después de 4 h (59). Tampoco coincidimos con Silva y cols., que
evaluaron la citotoxicidad del MTA Fillapex y encontraron que fue mas citotdxico
que AH Plus. En el mismo estudio se mostré que MTA Fillapex presenta un pH
alcalino en el tiempo experimental, mientras que AH Plus muestra un pH neutro y

significativamente menor que MTA Fillapex.(76)

En cambio Peralta M., que realizé un estudio in vitro de la citotoxicidad de tres
selladores endodoénticos sobre fibroblastos de raton de la linea celular L929,
concluy6é que los selladores a base de silicona constituyen la primera eleccién
para el tratamiento de conductos. Este estudio coincide con nuestros resultados ya
que Roeko Seal fue el que presentdé menor citotoxicidad y mas biocompatibilidad
en nuestro estudio (12). De la misma manera nuestros resultados coinciden con
los de Bethany que realiz6 un estudio sobre citotoxicidad de cementos selladores,
concluyendo que todos los cementos exhiben severa citotoxicidad a las 24 h.
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Nuestros resultados coinciden con esto ya que observamos que la citotoxicidad

existe a partir de un rango de tiempo de 24 h (73).

Camps y cols., realizaron un estudio de citotoxicidad de selladores endodonticos,
sus resultados mostraron que la citotoxicidad de Sealapex decrece con el tiempo,
pero la citotoxicidad que muestra AH Plus y Cortisomol no disminuye. Nuestros
resultados coinciden en el caso del AH Plus, pero no con el de Sealapex ya que

este mostro que la citotoxicidad no disminuye conforme pasa el tiempo (63).

Contrario a nuestros estudios Leyhausen y cols. Realizaron un estudio en el que
se muestra que AH Plus puede causar una leve o nula injuria (53). Tampoco
concordamos con Lee y cols., ya que sus resultados mostraron que la resina
epoxica presenta una aceptable baja citotoxicidad, mientras que en nuestros
resultados los selladores a base de resina como el AH Plus causan una gran

citotoxicidad (77).

Miletic y cols. Evaluaron la citotoxicidad de cementos selladores como Roeko Seal
y AH Plus in vitro en fibroblastos de piel de ratéon. Al igual que en nuestros
estudios ellos observaron que AH Plus mostr6 significativamente mayor
citotoxicidad en las evaluaciones y Roeko Seal es menos citotéxico que AH

Plus.(65)
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IX. CONCLUSIONES

En este estudio se demostré que los cementos selladores causan dafio, sin llegar
a causar la muerte celular, como es el caso del AH Plus, que fue el que mostré
mayor citotoxicidad en comparacion con los demas cementos y ésta se mantiene
en el periodo de tiempo analizado independientemente de la concentracion a la

que se aplique.

El AH Plus fue el mas citotdéxico en todas las concentraciones y periodos de
tiempo estudiados. Seguido por el Sealapex, el MTA Fillapex y el Roeko Seal

resulto ser el menos citotoxico y mas biocompatible en este estudio.
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