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RESUMEN

Introduccion: La obturacidén de los conductos radiculares es un paso importante a
tener en cuenta para lograr el éxito del tratamiento endodontico. Una vez lograda
la limpieza y esterilidad del conducto se obturara de forma tridimensional,
permanente e impermeable con un material estable y biocompatible. Debido a que
el sellador estara en contacto directo con los tejidos periapicales por un tiempo
prolongado, su biocompatibilidad es de gran importancia, ya que se puede retardar
la cicatrizacion de los tejidos periapicales o causar una reaccion tisular
inflamatoria. Objetivo: Determinar el efecto in vitro de cuatro cementos
selladores de conductos radiculares (Roeko Seal, Sealapex, MTA Fillapex, AH
Plus) sobre fibroblastos periodontales humanos. Materiales y métodos: Se
realizd6 la extraccion de los fibroblastos de ligamento periodontal y el
establecimiento de la linea celular in vitro. Para el ensayo de viabilidad,
proliferacion y dafio celular se siguio el protocolo descrito por Key y cols. (2006)
utilizando los kits comerciales “CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay”
(Promega, CA) y “Cell Titer 96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay”
(Promega, CA) Resultados: Sealapex mostro elevada citotoxicidad en las
primeras horas, MTA Fillapex mostro diferencia estadisticamente significativa a las
72 horas. AH plus presento la minima citotoxicidad en el rango de 72 horas. Roeko
Seal presento elevada citotoxicidad en el rango de 48 horas, disminuyendo
significativamente en el horario de 72 horas. Conclusiones: AH Plus es el menos
citotoxico, MTA Fillapex es el mas citotoxico a largo plazo.

Palabras clave: Citotoxicidad, fibroblastos ligamento periodontal, AH plus, Roeko
Seal, MTA Fillapex, Sealapex.



ABSTRACT

Introduction: the obturation of the root canal is an important step to consider to
ensure the success of edodontic tratamiento. Once achieved cleanliness and
sterility of the duct is three dimensional, permanent and waterproof form should be
sealed with a stable and biocompatible material. Because the sealant will be in
direct contact with the periapical tissues for a prolonged time, biocompatibility is of
great importance, as it can delay healing of the tissue or periapicaleas tissue cause
an inflammatory reaction. Objective: determine the in vitro effect of four root canal
sealer cements (Roeko Seal, Sealapex, MTA Fillapex, AH Plus) on human
periodontal fibroblasts. Materials and methods: Removal of the periodontal
ligament fibroblasts and establishment of cell line in vitro was performed. For the
viability assay, cell proliferation and damage to the protocol described by key et al.
using commercial kits “CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay” (Promega,
CA) y “Cell Titer 96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay” (Promega, CA).
Results: Sealapex showed high cytotoxicity in the early hours, MTA Fillapex
showed statistically significant difference at 72 hours. AH plus present low
cytotoxicity in the range of 72 hours. Seal Roeko present high cytotoxicity in the
range of 48 hours, significantly reducing the hours of 72 hours. Conclusion: AH
Plus is less cytotoxic Fillapex MTA is the long-term cytotoxic.

Keywords: Cytotoxicity, periodontal ligament fibroblasts, AH plus, Roeko Seal,
MTA Fillapex, Sealapex
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|. INTRODUCCION



[.INTRODUCCION

La obturacion de los conductos radiculares es un paso importante a tener en

cuenta para lograr el éxito del tratamiento endoddntico. [1]

Una vez logrado el desbridamiento del conducto, la limpieza y esterilidad del
mismo se obturara de forma tridimensional, permanente e impermeable con un

material inerte, estable y biocompatible. [2]

Se han aconsejado diversos materiales endodonticos para la obturacion del
espacio radicular. La mayoria de las técnicas emplean un nudcleo central y un

cemento sellador que es esencial para lograr la impermeabilidad de los fluidos.

Se requiere de un cemento sellador para rellenar las irregularidades entre el
material de obturacion y las paredes del conducto principal, conductos laterales y
accesorios y los espacios que quedan entre las puntas de gutapercha usadas en

la condensacion lateral. [3]

Debemos impedir que el espacio que anteriormente ocupaba la pulpa dentaria se

transforme en un refugio para microrganismos. [2]

La biocompatibilidad se define como la compatibilidad de los materiales dentales y

dispositivos de fabricacion artificial con los tejidos y liquidos corporales. [4]

Debido a que el sellador estara en contacto directo con los tejidos periapicales por

un tiempo prolongado, su biocompatibilidad es de gran importancia, ya que se



puede retardar la cicatrizacion de los tejidos periapicales o causar una reaccion

tisular inflamatoria. [1]

Un sellador biocompatible debe ayudar o estimular la reorganizacion de las
estructuras dafiadas para que la reparacion pueda producir el sellado biologico del

apice y aislar cualquier cuerpo extrafo. [2]

También se utilizan como lubricantes y ayudan al asentamiento del material solido
de obturacion durante la condensacion. Un buen sellador debe ser biocompatible y
bien tolerado por los tejidos perirradiculares. Todos los selladores recién
mezclados presentan cierto grado de toxicidad, que se reduce en gran medida al
ser colocados. Todos son reabsorbibles cuando se exponen a los tejidos y a los

liquidos tisulares. [5]

El material endodontico ideal debe mostrar y ser biocompatible, dimensionalmente
estable, capacidad de inducir osteogénesis y cementogénesis, facil preparacién y

uso, estéril, radiopaco y no expandible. [6]

El potencial toxico es particularmente mayor antes del fraguado del material,
mientras que una liberacién lenta de componentes del sellador puede ocurrir
durante largos periodos dependiendo de la solubilidad del material en los fluidos

tisulares y el grado de exposicién al organismo. [3]

Estudios realizados tanto in vitro como in vivo han aportado evidencias de que la
mayoria de los cementos selladores de uso comun, causan efectos citotdxicos

sobre el tejido Periapical. [4]



Los cementos selladores mas populares son las mezclas de o6xido de zinc-
eugenol, hidroxido de calcio, los iondbmeros de vidrio y las resinas, todos ellos
resultan toxicos hasta que fraguan, por esa razon se debe evitar su extrusion en

los tejidos perirradiculares.

Una ventaja de los cementos selladores es su actividad antimicrobiana. [3]

Respecto a su actividad antimicrobiana, deben ejercer accion especialmente sobre

bacilos gramnegativos anaerobios y sobre levaduras como Candida albicans. [2]

La citotoxicidad es la capacidad del material de dafar las células y provocar

inflamacion. [2]

Debido al estrecho contacto entre los selladores y los tejidos perirradiculares, ya
que se sabe que se liberan sus subproductos a través del foramen apical antes y
después de su endurecimiento, es necesario conocer el grado de citotoxicidad que

presentan. [7]

El propdsito de este trabajo es realizar una investigacion in vitro sobre la
citotoxicidad de los cementos selladores utilizados en Endodoncia sobre células

de ligamento periodontal.
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II. MARCO TEORICO

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

compatible. [1]

La obturacién del conducto es responsable del control microbiano, lo cual es
decisivo para una correcta reparacion tisular. Los microorganismos son el principal
factor etiolégico de periodontitis apicales, su eliminacién durante el tratamiento de

conductos mediante la irrigacion y la instrumentacion, es esencial. [2]

Los selladores son sustancias que idealmente facilitan la obtencién de un sellado
hermético [7]. Segun Topalian, Grossman en 1958 enumerd los requisitos y
caracteristicas que debe poseer un cemento sellador de conductos radiculares
ideal, como es proporcionar adhesion entre el material y la pared del conducto
radicular, producir sellado hermético, ser radiopaco para poder observarse
radiograficamente, poseer particulas finas en polvo, no debe encogerse al fraguar,
tampoco debe pigmentar la estructura dentaria, debe ser bacteriostatico, o por lo
menos no favorecer la reproduccién de bacterias, debe fraguar con lentitud para
permitir un tiempo de trabajo adecuado para la colocacion del material de
obturacion, debe ser insoluble en fluidos bucales, debe ser tolerado por los tejidos
periapicales y por ultimo ser soluble en algun solvente comun para retirarlo del

conducto radicular en caso de ser necesario. [1]



Para actualizar estos requisitos, podemos agregar que los cementos selladores no
deben ser mutagénicos ni carcinogénicos; no deben provocar reaccién inmunitaria
en los tejidos apicales y periapicales; no deben ser modificados en presencia de
humedad; no deben corroerse. Un sellador biocompatible debe ayudar o estimular
la reorganizacion de las estructuras dafiadas para que la reparacion pueda

producir el sellado biolégico del apice y aislar cualquier cuerpo extrafio. [2]

Los cementos selladores deben ser biocompatibles y bien tolerados por los tejidos
perirradiculares. “Todos presentan cierto grado de toxicidad cuando recién se

realiza la mezcla, que disminuye cuando fraguan”. [3]

La citotoxicidad, la genotoxicidad, la propiedad antimicrobiana y el potencial

alergénico son parametros que definen la Biocompatibilidad de un sellador. [2]

Rickert en 1952 -citado por Topalian- sefialé la necesidad de utilizar un sellador
unido a conos de gutapercha como alternativa a los selladores de cloropercha y

eucapercha de aquella época. [1]
Los materiales selladores se clasifican de acuerdo a su composicion:

Selladores a base de Oxido de zinc y eugenol, de Resinas, de Hidroxido de calcio,
de londmeros vitreos, de Resinas compuestas y agentes de adhesion a dentina,

de cementos Fosfato de calcio y de Silicones [2]

Los selladores a base de 6xido de zinc eugenol se han estudiado in vitro, la
mayoria de los estudios que utilizan técnicas de cultivos celulares han demostrado

gue el 6xido de zinc eugenol es citotoxico [5]



RoekoSeal. Es un sellador a base de una silicona por adicion (polidimetilsiloxano).
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, se expande en un 0.2%; es radiopaco y tiene un

tiempo de trabajo de 15 -30 minutos. [5]

MTA Fillapex. Primer cemento obturador endododntico a base de MTA en el
sistema pasta-pasta. El MTA con su comprobada eficiencia para el tratamiento de
accidentes y complicaciones endodonticas ofrece sus propiedades y beneficios
para un material obturador, presentando alta capacidad de sellado, baja
solubilidad, bajo grado de reaccion inflamatoria post-operatoria y total

biocompatibilidad. Alcanza todos los requisitos exigidos por la ISO 6876. [13]

AH-Plus. Es un sustituto de AH26, fue introducido por Dentsply/DeTrey. Es un
cemento sellador de conductos basado en un polimero de epoxi-amina con
formaldehido en su composicion. Es una version mejorada, del tradicional
cemento AH 26. Segun la casa comercial, ofrece incluso mejor biocompatibilidad,
mejor radioopacidad y estabilidad de color y es mas facil de eliminar. Su
manipulacion también es mas facil y rapida. Es quimicamente inerte tras su
fraguado. Es un sistema pasta/pasta. La consistencia proporciona a la mezcla una
Optima viscosidad. Posee una fluidez adecuada con baja contraccion y solubilidad
lo que asegura un buen sellado. Un factor importante es la radioopacidad, que
supera incluso a su predecesor AH 26. Puede usarse con todas las técnicas

conocidas de obturacion incluso con gutapercha condensada con calor. [5]



Sealapex. Se usan porciones iguales de la base y el catalizador con tiempo de
trabajo muy prolongado, mezclado tarda tres semanas en alcanzar su fraguado
final en humedad al 100%; en medio seco, nunca fragua, el conducto no debe ser
secado completamente, al utilizar este cemento. Tiene plasticidad y escurrimiento
adecuado y radioopacidad escasa, alta solubilidad y poca estabilidad, resultando

en un sellado inadecuado. [13]

En la practica clinica los cementos selladores disponibles hoy en dia parecen
funcionar bien, ya que una vez limpiado y conformado el sistema de conductos
correctamente realizada la obturacion total y tridimensional con gutapercha vy

sellador, se obtiene reparacion y cicatrizacion apical a distancia. [1]

Se debe elegir de acuerdo a la clinica, aquel que genere respuesta inflamatoria
leve y de corta duracién, con leve o nula sintomatologia post operatoria y que

contribuya a la cicatrizacion. [2]

La capacidad de un cemento sellador de ser bacteriostatico, lo hace ser citotoxico

a los tejidos periapicales (contenido de formaldehido en su formula). [13]

Se han realizado numerosas investigaciones a la variedad de cementos selladores
gue se encuentran en el mercado, ya que es de vital importancia conocer cuales
mejoran nuestro prondstico postoperatorio al ser mas biocompatible con los

tejidos.

Topalian M. (2002) estudi6 el efecto citotéxico de los cementos selladores
utilizados sobre el tejido periapical concluyendo que aunque todos los cementos

selladores disponibles actualmente producen diferentes grados de irritacion 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. [1]

Lioni C. (2010) investigd la relacion entre la velocidad de reabsorcién y la
biocompatibilidad de agentes selladores concluyendo que todos los selladores

producen cierto grado de toxicidad sobre los tejidos periapicales. [2]

Racciatti G. (2000) compar6 agentes selladores en endodoncia concluyendo que
la citotoxicidad del sellador en este estudio no disminuyd proporcionalmente al

tiempo de fraguado como sucede con la mayoria de los selladores. [5]

Gomes-Filho y cols. realizaron un estudio en Brasil en el que evaluaron la
citotoxicidad de un reciente sellador compuesto de cemento portland llamado
Endo-CPM-Sealer y llegaron a la conclusion de que ningun material es

considerado citotoxico en cultivos de fibroblastos. [6]

Peralta M. (2006) realiz6 un estudio in vitro de la citotoxicidad de tres selladores
endododnticos sobre fibroblastos de ratdén 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 eleccién para el tratamiento

de conductos. [7]

Brisefio B. (1990) evalud la citotoxicidad de cementos selladores de conductos
radiculares en fibroblastos de encia humana a base de 6xido 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. [8]



Bethany realiz6 un estudio sobre citotoxicidad de cementos selladores donde
concluye que todos los cementos exhiben severa citotoxicidad a las 24 hrs. La
citotoxicidad de AH Plus gradualmente disminuyo y fue no citotdéxico, mientras que

sellador BC tuvo moderada citotoxicidad pasado el periodo de 6 semanas. [9]

Bae y cols. (2010) 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. [10]

Gheshiaghi y cols. (2003) 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. [11]

Oliveira (2003) evalué in vitro la citotoxicidad de dos cementos selladores en
actividad de macrofagos. 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 produccién de interlucina-
12 y oxido nitrico. Los resultados concuerdan que la citotoxicidad no decrece y

aumenta entre mas fresco sea el cemento sellador. [12]

Gomez P. (2004) evalu6 cementos selladores en endodoncia, concluyo que todos
los cementos selladores son citotoxicos recién preparados, pero va disminuyendo

significativamente después del fraguado. [13]



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, and Endomethasone vy

observaron severa toxicidad en la primera y segunda semana con AH-26. [14]

Tai y cols. evaluaron la citotoxicidad de materiales de relleno de conducto radicular
en cultivos primarios de fibroblastos orales humanos y linea celular permanente de
hamster en el que los resultados mostraron que todos los cementos selladores
fueron citotdxicos para cultivos primarios de fibroblastos orales y células V79. Y se

encontré que N2 fue el mas toxico entre los cultivos analizados. [15]

Key J. y cols. estudiaron en 2006 la citotoxicidad de un nuevo cemento sellador de
conductos radiculares en fibroblastos de encia humana en el que encontraron que
Resilon tuvo resultado similar que la gutapercha y el grupo control. Epiphany fue
menos citotoxico que cemento de Grossman de la 1 a las 24 horas, Epiphany fue
mas citotdxico que Sealapex en la primera hora. Se indica que Resilon es el de

mas baja citotoxicidad. [16]

Brisefio y cols. estudiaron citotoxicidad de cementos selladores de conductos
radiculares con fibroblastos gingivales humanos. Sellador a base de hidroxido de
calcio. Como resultado Sealapex mostrd que tiene baja citotoxicidad después de 3
dias de cultivo. Aunque CRCS mostré alta citotoxicidad durante la fase inicial,

decrece después de los 3 dias. [17]

Camps y cols. en 2003 realizaron un estudio de citotoxicidad de selladores

endodonticos: un nuevo método. En los resultados la citotoxicidad de Sealapex
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decrece con el tiempo, pero la de AH Plus y Cortisomol no. La técnica mostro
diferencias significativas entre los selladores, pero fueron pequefias y no tuvieron

relevancia clinica. [18]

Silva y cols. evaluaron en 2012 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 encontr0 que MTA
Fillapex fue mas citotdéxico que AH Plus. También se mostr6 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. [19]

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, los
resultados 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 dilucion.
MTA Fillapex y AH Plus mostraron una baja viabilidad celular a causa del

incremento de la formacion de micro nucleos comparado con el grupo control. [20]

Loshine y Cols. en 2011 evaluaron la citotoxicidad y propiedades de un cemento
sellador mezclado bioceramico, encontrando que el sellador exhibe severa

toxicidad a las 24 horas. [21]

Lee y Cols. estudiaron la citotoxicidad de un nuevo cemento de relleno radicular

Ortho MTA, se usaron células MG-63 derivadas de un osteosarcoma humano, las

11



células fueron expuestas a los extractos y fueron incubadas. Como conclusiones
ProRoot MTA y GIC mostraron buena biocompatibilidad en el estudio, mientras

que Ortho MTA mostro baja biocompatibilidad. [22]

Xu y cols. evaluaron la citotoxicidad del RealSeal en células MG63 parecidas a
osteoblasto humano, la gutapercha resulté no téxica 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 citotdxico que el AH Plus.

Se necesitan mas estudios para evaluar la biocompatibilidad de RealSeal. [23]

Pinna y cols. en 2008 compararon la citotoxicidad de MetaSeal y un sellador
metacrilato a base de resina con una base de resina epoxica 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 resulté mas citotoxico que AH Plus

durante la primera semana. [24]

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 mostro significativamente mayor citotoxicidad en las evaluaciones de 1,

24 y 48 horas. RoekoSeal no es citotoxico. [25]

Zhang y cols. evaluaron la citotoxicidad de MTAD usando el método MMT-
Tetrazolium en fibroblastos L929, basado en los resultados MTAD tiene baja
citotoxicidad que el eugenol, la pasta de hidréxido de calcio con agua oxigenada,

el hipoclorito de sodio, Peridex y EDTA. [26]
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Camps y cols. realizaron un test de citotoxicidad de cementos selladores: un
nuevo método, éste estudio compara los estandares ISO contra las técnicas para
evaluacion in vitro de la citotoxicidad de los cementos selladores. Los estandares
ISO muestran diferencias significativas entre los selladores, AH Plus es no
citotoxico, Cortisomol mostré una alta citotoxicidad que decrece con el tiempo y
Sealapex mostré una alta citotoxicidad que no decrece con el tiempo. La nueva
técnica muestra diferencias significativas entre los selladores, pero las diferencias
son tan pequefias que no hay relevancia clinica, la alta citotoxicidad de AH Plus
decrece con el tiempo pero la de Sealapex y Cortisomol no. Este nuevo método

reduce la discriminacion de los test y la clasificacion de los materiales. [27]

Neff y cols. realizaron una evaluacion in vitro de la citotoxicidad de cementos
endoddnticos expuestos a calor. 7 selladores fueron expuestos por 10 minutos a
temperaturas de 23°c, 43°c y 100°c. Los cementos Roth 801 y Roth 811 después
de la exposicién a 100°c mostraron adhesion pero no proliferacion, mientras Kerr
PCS y Dentalis mostraron deceso en la adhesion pero mostraron proliferacion. AH
Plus y AH26 mostraron incremento en adhesion y proliferaciéon después de la

exposicion, mientras que Sealapex no se vio afectado. [28]

Willershausen y cols. compararon la citotoxicidad de materiales de relleno del
conducto radicular en tres diferentes lineas celulares humanas. 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
demostré que PGE2 mostré diferencias significativas entre los materiales. Un

incremento no significativo se encontré con Sealapex, Endion y Super-EBA, y un
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incremento significativo se encontr6 con Ketac Endo, AH Plus y puntas de

gutapercha con cemento de hidroxido de calcio. [29]

Gheshlaghi y cols. evaluaron in vitro la citotoxicidad de un nuevo cemento sellador
a base de resina epoOxica. AH26 induce efectos citotoxicos después de una

semana, y sufre una reduccion substancial en citotoxicidad. [30]

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

la resina. [31]

Leonardo y cols. evaluaron la citotoxicidad de cinco cementos selladores en
cultivos celulares. Se evaluaron Sealapex, CRCS, Apexit, Sealer 26 y Fill Canal en
macrofagos peritoneales de rata. El sellador méas citotoxico fue Fill Canal seguido

por CRCS, Sealer 26, Apexit y Sealapex. [32]

Keiser y cols. estudiaron la citotoxicidad del Mineral Trioxido Agregado en
fibroblastos de ligamento periodontal humano. Se comparé 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. [33]
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Cohen y cols. realizaron un estudio in vitro sobre la citotoxicidad de dos cementos
selladores. Se estudiaron AH26 y AH-Plus sobre la linea celular L929 de ratén,
después de un periodo de observacion de 48 horas se observo severa

citotoxicidad en ambos. [34]

Leyhausen y cols. en 1999 evaluaron genotoxicidad y citotoxicidad de un cemento
sellador a base de resina epdxica 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. [35]

Chang y cols. 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 observé que paraclorofenol
alcanforado es mas citotoxico que el fenol alcanforado, pero no causan

genotoxicidad en las células pulpares. [36]

Osorio y cols. compararon la citotoxicidad de materiales endodénticos. En el
analisis estadistico el resultado mostré que CRCS fue el mas citotoxico para las
células L929 seguido de Endomet y AH26, mientras que MTA no fue citotoxico,
Gallium GF2 mostr6é poca citotoxicidad, Sin embargo, Ketac Silver, Super-EBA y

Amalgama mostraron niveles altos de citotoxicidad. [37]

Torabinejad y cols. evaluaron la citotoxicidad de cuatro cementos selladores. Se
evaluo citotoxicidad 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. [38]
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Araki y cols. estudiaron la citotoxicidad indirecta, longitudinal de cementos
selladores en células L929 y fibroblastos de ligamento periodontal humano. Los
conductos radiculares con una mezcla fresca mostraron citotoxicidad mas alta
para las lineas celulares. En y después de las 24 horas ninguna citotoxicidad fue
detectada. Los resultados indican que sustituyendo el eugenol la citotoxicidad de

los selladores decrece. [39]

Tagger y Katz evaluaron la radioopacidad de selladores endoddnticos con un
nuevo método directo. Los estdndares nacionales e internacionales requieren una
radioopacidad de 3 a 4 mm de aluminio. La opacidad de los ejemplos varia en el

rango de 1.6 mm hasta 11 mm de aluminio. [40]

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 acidos grasos. Los resultados mostraron
qgue la citotoxicidad de los selladores puede ser reducida reemplazando eugenol

por acidos grasos. [41]

Brisefio y Willershausen estudiaron la citotoxicidad de cementos selladores a base
de resina y silicdn 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 mostro en el periodo de 24 horas severa citotoxicidad que
permanecio durante todo el periodo experimental, mientras que Diaket y Lee

Endo-Fill hubo una baja citotoxicidad relativa observada en el grupo de las 48
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horas, sin embargo, la citotoxicidad es similar para todos los cementos en el grupo

de 24 horas. [42]

Spangberg y Pascon estudiaron 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]

Nakamura y cols. estudiaron la citotoxicidad de cementos selladores de
conductos. Se evaluaron Canals, Neodyne, FR, AH26, Tubli-Seal, y Nogenol.
Nogenol mostro 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 mostrd
moderada citotoxicidad en solucion de 2 o 3 semanas. FR generalmente mostro
severa citotoxicidad en la solucién de 1, 2 y 3 semanas. Severa citotoxicidad se

mostro en solucion de 1, 2 y 3 semanas de AH26. [44]

Antrim evalué en 1976 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 Cauvit

mostro de leve a moderada toxicidad. [45]
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Tavares y cols. 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 epoxica en ratas Windstar. Al final del periodo experimental de 7
dias todos los cementos mostraron aumento en la variable de los linfocitos que el
grupo control y MTA Fillapex mostré baja condensacion de fibras comparado con
los tubulos vacios, después de 60 dias macrofagos y linfocitos mostraron
significancia alta para MTA Fillapex y Endofill comparado con el control negativo y

AH Plus mostro resultados similares a los relatados en los tubulos vacios. [46]

Desai y Chandler realizaron en 2009 una revision de cementos selladores a base
de hidroxido de calcio que se llevd a cabo con experimentos de laboratorio y
estudios clinicos evaluando diferentes propiedades como biocompatibilidad, fuga,
adhesién, 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. [47]

Khashaba y Chutkan realizaron en 2009 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 ratén (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
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sensibles que los fibroblastos gingivales humanos a los cementos selladores a

base de fosfato de calcio. [48]

Lee y cols. investigaron en 2011 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 micro filtraciones
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. [49]

Queiroz y cols. evaluaron la citotoxicidad de dos cementos endododnticos en
cultivos de macréfagos en el 2005. Se estudiaron Sealer 26 y Endofill utilizando
cultivos de macrofagos para inducir la produccion de oxido nitrico. No se mostro
diferencia significativa entre el grupo control positivo y el Sealer 26. Por lo tanto,
Sealer 26 causa significativamente mayor toxicidad para los macréfagos,
posiblemente debido a los componentes de la resina epoxica y el formaldehido

que se libera durante la polimerizacion. [50]

Truque y cols. evaluaron en el 2006 la citotoxicidad de los materiales de
obturacion gutapercha y Resilon in vitro en las lineas celulares HEK-293, 3T3-J y
en cultivos primarios de células humanas aisladas de ligamento periodontal. Los
resultados demostraron que existe un incremento significativo (P<0.05) en la

citotoxicidad de las células estudiadas en condiciones in vitro en respuesta al
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incremento en la exposicion de los materiales gutapercha y Resilon a partir de 1
mg/0.32 cm2, asi como en respuesta al tiempo de incubacion a las 72 h. [51]

De la cruz y cols. Compararon in vitro el efecto citotoxico de tres agentes
guelantes sobre fibroblastos del ligamento periodontal humano. Los agentes
guelantes RC-Prep, Glyde y EDTA tienen un efecto citotoxico a nivel de los
fibroblastos del ligamento periodontal, siendo el EDTA el de menor efecto
citotoxico a los 30 y 60 minutos comparado con RC-Prep y Glyde. [52]

Cortadzar y cols. evaluaron la citotoxicidad de distintos cementos selladores
endododnticos en cultivos de fibroblastos gingivales. Los cementos selladores
investigados fueron: ProRoot MTA gris y blanco CPM, MTA Angelus, Sealapex y
Gutta-Flow. Los resultados demostraron que a pesar de que el ProRoot MTA (gris
y blanco) MTA Angelus, CPM y GuttaFlow demostraron tener un potencial
citotoxico menor que el Sealapex, no se encontraron diferencias estadisticas

significativas. [53]
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cemento se deposita en la zona mas profunda del apice, pudiendo estar en
contacto directo con fibroblastos del ligamento periodontal y la citotoxicidad de
estos materiales puede generar destruccion celular, desencadenando procesos

inmunologicos como inflamacién y dolor postoperatorio.

Se plantea evaluar el efecto de cuatro cementos, algunos nuevos y sin estudios
previos, de ahi la importancia de determinar la citotoxicidad sobre cultivos

primarios de fibroblastos periodontales.
De ahi que surja el siguiente cuestionamiento:

¢, Cual de los 4 cementos selladores: Roeko Seal (silicona), Sealapex (hidroxido de
calcio), MTA Fillapex (MTA) o AH plus (resina) es mas biocompatible para

fibroblastos de ligamento periodontal humano?
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IV. JUSTIFICACION

La obturacion de conductos radiculares es una de las etapas mas dificiles dentro
de un tratamiento endodontico por la compleja y variable anatomia de los
conductos radiculares. [2] Es posible que los selladores empleados contribuyan al

fracaso endodontico al ocasionar inflamacion y dafio a los tejidos periapicales.

La falta de informacion sobre la citotoxicidad de los nuevos materiales usados en
las practicas odontologicas y las posibles interacciones celulares asi como el
aumento en su uso en la practica nos lleva a analizarlos a detalle para evaluar su

efecto sobre fibroblastos periodontales in vitro.
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V. OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto in vitro de cuatro cementos selladores de conductos
radiculares (Roeko Seal, Sealapex, MTA Fillapex, AH Plus) sobre fibroblastos

periodontales humanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Establecer el cultivo celular de fibroblastos de ligamento periodontal.

Evaluar la citotoxicidad, proliferacién y dafio celular de fibroblastos de ligamento

periodontal en contacto con 4 selladores endodénticos.

Comparar los efectos de los 4 cementos selladores en fibroblastos de ligamento

periodontal.
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VI. MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio: se realiz6 una investigacion experimental, in vitro, longitudinal,

prospectiva.

La investigacion se realiz6 en una muestra no probabilistica por conveniencia.

Universo de estudio: Se extrajeron los terceros molares de al menos 5 pacientes

atendidos en la Clinica de Odontologia de la UAS.

Antes de la extraccién, se les solicitd a los pacientes que se cepillen con solucion
salina y un enjuague de clorhexidina, seguida de anestesia local y extraccion del
molar. Una biopsia del tejido periodontal fue extraida para el cultivo de

fibroblastos.

Criterios de Inclusion: terceros molares que presenten tejidos periodontales sanos,
terceros molares de pacientes menores a 40 afios, terceros molares que se

encuentren con anatomia intacta.

Criterios de exclusion: terceros molares con mala salud periodontal, dientes que
no sean terceros molares, pacientes a los que no se les pueda realizar el
consentimiento informado, pacientes mayores a 40 afos, terceros molares

destruidos por caries, fracturados o desgastados.

Criterios de eliminacion: muestras que se contaminen, muestras en las que el

fibroblasto muera.
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La investigacion se realizo en el laboratorio de microbiologia de la Facultad de

Quimica de la Universidad Autbnoma de Sinaloa.

VARIABLES

Citotoxicidad: es la cualidad de ser toxico a las células.

Variable cemento MTA Fillapex

Variable cemento AH-Plus

Variable cemento Roeko Seal

Variable cemento Sealapex

Procedimiento

Se realiz6 la extraccibn de los fibroblastos de ligamento periodontal y el
establecimiento de la linea celular in vitro: se realizé el lavado del érgano dental
para eliminar restos celulares, se coloc6 en un medio de biopsia DMEM con SBF y
estreptomicina y posteriormente se lavé con medio de biopsia, se prosiguié a
raspar con una hoja de bisturi el ligamento periodontal, colocandolo en caja de
biopsia con el medio de biopsia, se incubaron por 24 horas a 37°c con 5% de COz,
se realiz6 el cambio del medio de biopsia y se incubaron hasta lograr la
confluencia celular, posteriormente se separaron las células con ayuda de tripsina

y se preservaron a -70°c, para su posterior uso.
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Para la preparacion del sellador: Se siguio la metodologia propuesta por Trugue y
cols. 2006.

Los materiales fueron mezclados de acuerdo a las indicaciones del fabricante con
una espatula estéril y se les permitié fraguar por lo menos 15 h bajo luz ultravioleta
para prevenir posibles contaminaciones, para establecer las condiciones

experimentales, se pesaron en una balanza analitica 10 mg de cada material.

Ensayo de viabilidad: Se sigui6 el protocolo descrito por Key y cols. 2006

Se utilizaron 1 X 10° células transferidas a placas de 12 pozos para la evaluacion

de los materiales una vez que se logré la confluencia.

Alicuotas de 50, 100 y 200 uL de cada material se pusieron en contacto con las

células y el medio de cultivo.

El material sellador y el medio se mezclaron previo a la exposicion y se colocaron

bajo luz ultravioleta durante 1 hora para evitar la posible contaminacion bacteriana.

Se evalud la viabilidad de los materiales a las 0, 24, 48 y 72 horas después de
ponerse en contacto con las células. El medio con el sellador fue removido y las

células fueron desprendidas de los pocillos con ayuda de tripsina.
Se utilizé un control negativo sin sellador.

La suspension celular fue mezclada con 1 mL de azul tripano, un colorante vital, y

0.1 mL de DMEM.
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El porcentaje de viabilidad se determiné por la siguiente formula:
Porcentaje de Viabilidad = (A/B) * 100

Donde A fue el nimero de células viables en el experimento y B fue el nUmero de

células viables en el control.

Ensayo de Dafio celular: se siguié el mismo procedimiento que para viabilidad.

Se utilizaron células del cultivo en una concentracién de 1 X 10° células por

pocillo, en una placa de 96 pocillos.

Se utiliz6 el kit comercial “CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay”

(Promega, CA), siguiendo las condiciones del fabricante.

El calculo del dafio tisular se realiz6 con la siguiente formula:

% Citotoxicidad = Experimental/Maxima *100

Ensayo de proliferacion: se siguio el mismo procedimiento que para dafio celular

Se utilizaron células del cultivo en una concentracién de 1 X 10° células por

pocillo, en una placa de 96 pocillos.
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Se utilizé el kit comercial “Cell Titer 96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay”

(Promega, CA)

Cada experimento se realizé por triplicado, por lo que los resultados fueron
expresados como promedios de cada material y tiempo con sSu respectiva

desviacion estandar.

Procesamiento estadistico:

Se realizaron comparaciones simples usando la prueba t Student.

Significancia del 95%

El andlisis estadistico se realizd utilizando el software estadistico IBM SPSS v20

(IL, USA).
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VII. RESULTADOS

Viabilidad: Para la realizacion del ensayo experimental se llevo a cabo la técnica
del colorante azul de tripano, obteniendo por arriba del 90% de viabilidad,

continuando con los ensayos de citotoxicidad y proliferacion.

Proliferacion: AH Plus y Roeko Seal muestran una proliferacion mayor a la del
grupo control positivo creciente conforme los rangos de tiempo experimental.
Roeko Seal mostro una proliferacion mayor que AH Plus y el Grupo Control
positivo, Disminuyendo en el rango de 72 horas. Por el contrario MTA Fillapex
mostro nula proliferacion desde el rango de tiempo 0, en cambio, Sealapex
presento moderada proliferacion en el rango de tiempo 0, pero disminuyo en el

rango de 24, 48 y 72 horas.

Citotoxicidad: Sealapex mostro elevada citotoxicidad desde el rango de tiempo 0
en las 3 concentraciones de estudio, siendo MTA Fillapex el que mostro diferencia
estadisticamente significativa a las 72 horas en las 3 concentraciones estudiadas.
AH plus presento la minima citotoxicidad en el rango de 72 horas. Roeko Seal
presento elevada citotoxicidad en el rango de 48 horas, disminuyendo

significativamente en el horario de 72 horas.
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Proliferacién 48 horas
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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 citotoxico en cultivos de fibroblastos, por lo que difiere de nuestros
resultados, ya que nosotros encontramos citotoxicidad con diferentes cementos

selladores sobre fibroblastos de ligamento periodontal humano.[6]

Bethany realiz6 un estudio sobre citotoxicidad de cementos selladores donde
concluye que todos los cementos exhiben severa citotoxicidad a las 24 hrs.
Coincidimos con este estudio en que la citotoxicidad de AH Plus disminuye
gradualmente. [9] También coincidimos con Gheshiaghi y cols. que evaluaron la
citotoxicidad de un nuevo cemento a base de resina epdxica, Como resultados AH
Plus induce una significante citotoxicidad en las primeras fases del tratamiento y

desaparece después de 4 horas. [11]

No coincidimos con Peralta M. ya que realiz6 un estudio in vitro de la citotoxicidad
de tres selladores endodonticos sobre fibroblastos de ratén de la linea celular
L929 concluyendo que los selladores a base de silicona constituyen la primera
eleccion para el tratamiento de conductos. [7] Sin embargo, coincidimos con Silva
y cols. que evaluaron la citotoxicidad del MTA Fillapex y encontraron que fue mas
citotoxico que AH Plus. También se mostro 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. [19].
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Camps y cols. realizaron un estudio de citotoxicidad de selladores endodonticos.
En los resultados la citotoxicidad de Sealapex decrece con el tiempo, pero la de
AH Plus y Cortisomol no. Coincidimos en los resultados de Sealapex, pero no con
el resultado de que la citotoxicidad de AH Plus no disminuye conforme pasa el

tiempo. [18]

Coincidimos con el estudio realizado por Leyhausen y cols. en el que se muestra
que AH Plus puede causar una leve o nula injuria. [35] También coincidimos con
Lee y cols. ya que sus resultados mostraron que la resina epoéxica presenta una

aceptable baja citotoxicidad. [49]

Miletic y cols. evaluaron la citotoxicidad de cementos selladores como RoekoSeal
y AH Plus in vitro en fibroblastos de piel de raton. Diferimos con sus resultados en
gue AH Plus mostré significativamente mayor citotoxicidad en las evaluaciones y

que Roeko Seal no es citotdxico. [25]
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IX. CONCLUSIONES

1. AH Plus es el menos citotdéxico en todas las concentraciones y rangos de
tiempo estudiados, determinado por dafio celular y la induccion de

proliferacion.

2. MTA Fillapex es el méas citotdéxico a largo plazo, mostrando una muerte

celular total.

3. En el presente estudio se ve demostrado que los materiales de ensayo
pueden causar dafio celular sin llegar a la muerte como es el caso del MTA
Fillapex, que muestra nula citotoxicidad en los primeros rangos del tiempo
experimental y significativamente alta citotoxicidad en el rango de 72 horas,
debido al dafio celular presente se pueden mostrar falsos positivos en

cuanto a proliferacion.

Perspectiva

Se debe evaluar qué tipo de muerte celular es la que se esta llevando a cabo en

este tipo de ensayo experimental.

El sistema que se utilizé me permite evaluar otro tipo de materiales.
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