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Resumen

Introduccidn: Actualmente, se han introducido
en el area endodoncica nuevos materiales
hidraulicos de silicato de calcio como el

NeoMTA™ (Avalon Biomed Inc, Bradenton, FL,
EE. UU.) y MTA Repair HP® (Angelus, Londrina,
PR, Brasil), que buscan mejorar las propiedades
fisicoquimicas del MTA convencional sin afectar
su biocompatibilidad y bioactividad; sin embargo,
poco se sabe de su toxicidad en cultivo de
fibroblastos.

Objetivo: Evaluar la citotoxicidad de tres
materiales hidraulicos de silicato de calcio
utiizados como materiales de retrobturacion
sobre cultivos de fibroblastos de ratén de la linea
celular L929.

Materiales y métodos: Los medios
condicionados de los materiales de retrobturacion
MTA Angelus® blanco (Angelus, Londrina-PR-
Brasil), MTA Repair HP® (Angelus, Londrina, PR,

Brazil) y NeoMTA™ (Avalon Biomed Inc,
Houston, TX) se analizaron en fresco, al tiempo
de fraguado, y después de 12, 24, 48 y 72 horas
posteriores a su fraguado. La morfologia celular
fue evaluada por microscopia de luz y la
citotoxicidad fue evaluada a través de la actividad
metabdlica mitocondrial con 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio (MTT). El
analisis estadistico se realizd por ANOVA.
Resultados: El material del silicato de calcio
MTA Repair HP®, fue el material de menor
citotoxicidad en fresco; el cemento bioceramico

NeoMTA ™ es el material que se mantiene mas
estable en todos los tiempos de observacion,
mientras que el MTA Angelus® blanco muestra
una  citotoxicidad moderada (sin  ser
estadisticamente  significativa) durante los
tiempos de observacidon. Sin embargo, después
del tiempo de fraguado, no hubo diferencia
estadisticamente significativa en la citotoxicidad
de los 3 cementos estudiados. Conclusion:
Los materiales hidraulicos de silicato de calcio
NeoMTA (Avalon Biomed Inc, Bradenton, FL,
EE.UU.) y MTA Repair HP ® (Angelus, Londres,
PR, Brasil), pueden ser utilizados como
materiales biocompatibles, y debido a las mejoras
en su formulacion pueden reemplazar al MTA
convencional y ser utilizados como materiales de
retrobutracion en cirugia periapical.

Abstract

Introduction: Currently, new calcium silicate
hydraulic materials such as NeoMTA ™ and MTA
Repair HP® have been introduced into the
endodontic area. However, little is known about its
toxicity in fibroblast culture.

Objective: To evaluate the cytotoxicity of three
hydraulic calcium silicate materials used as
retroobturation materials on mouse fibroblast
cultures of the L929 cell line.

Material and methods: The conditioned media of
the MTA Angelus® white, MTA Repair HP® and
NeoMTA ™ backobturation materials were
obtained fresh, at the time of setting, and after 12,
24, 48 and 72 hours of setting time. Cellular
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morphology was evaluated by light microscopy
and cell viabilty was assessed through
mitochondrial metabolic activity with 3- (4,5-
dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT). Statistical analysis was
performed by ANOVA. Results: The calcium
silicate material MTA Repair HP® was the
material that selected the lowest cytotoxicity in
fresh; NeoMTA ™ bioceramic cement is the
material that remains most stable at all
observation times, while white MTA Angelus®
detects moderate cytotoxicity during observation
times, affects cell viability. However, after the
setting time, there was no statistically significant
difference in the cytotoxicity of the 3 cements
studied. Conclusion: NeoMTA calcium silica
hydraulic materials (Avalon Biomed Inc,
Bradenton, FL, USA) and MTA Repair HP ®
(Angelus, London, PR, Brazil), can be determined
as biocompatible materials, and due to their
improvements in the formulation of the products,
they can be replaced by conventional MTA and
used as retroobutration materials in periapical
surgery.

Palabras clave: Morfologa celular, citotoxicidad, retroobturacion,

selladores endodincicos, MTT, infamacisn.
Key words: Cell morphology, cytotoxicity, retrofiling, endodontic sealers,
MTT, inflammation.

INTRODUCCION

Durante mucho tiempo se ha reconocido el papel
gue desempenian las bacterias en el desarrollo de
lesiones periapicales.(1) Por lo tanto, el objetivo de
la terapia endododncica es eliminar la infeccién del
sistema de conductos radiculares y prevenir o
curar la periodontitis apical. Sin embargo, algunos
tratamientos pueden fracasar. El fracaso de estos
tratamientos se ha sugerido depende de factores
sistémicos y locales. Las condiciones sistémicas
pueden afectar la resistencia general del tejido y
el potencial de reparacion puede ser bajo. Los
factores locales incluyen procedimientos fallidos
que conducen a preparaciones deficientes,
ruptura de instrumentos, obturaciones
incompletas o sobreextendidas y la compleja
anatomia del sistema de conductos radiculares
que afectan negativamente la terapia de

conductos.2) Sin embargo, el factor individual
mas decisivo que afecta el resultado a largo plazo
del tratamiento endodoncico es la persistencia de
microorganismos en el sistema de conductos
radiculares.3)

La cirugia periapical esta indicada después de un
tratamiento o retratamiento de conductos fallido,
ya sea por alguno de los factores mencionados
anteriormente o cuando no es viable realizar el
tratamiento de manera ortégrada. ) El objetivo de
la cirugia periapical es eliminar los tejidos
enfermos y obtener un sellado apical para evitar
la salida de irritantes residuales al area
perirradicular.s) Este procedimiento consiste en
descubrir el apice del diente afectado, realizar un
curetaje del area para eliminar el tejido infectado,
hacer una apicectomia, retropreparacion y sellar
con un material de retrobturacion.s) En este
procedimiento se utilizan materiales de
retrobturacion como son los materiales
hidraulicos de silicato de calcio, que de acuerdo a
la literatura, proveen un sellado apical y facilitan
la reparacion de los tejidos periapicales. El uso
del microscopio, el desarrollo de técnicas
quirurgicas, el mejoramiento de la iluminacion y la
accesibilidad a nuevos materiales de
retrobturacion contribuyen en gran medida al
éxito de los procedimientos quirdrgicos en
Endodoncia.(7,s)

Un material de retrobturacion debe sellar las vias
de comunicacion entre el sistema de conductos
radiculares y los tejidos circundantes a las
raices.(g) Dentro de las caracteristicas ideales que
deben presentar estos materiales son que no
deben ser citotdbxicos a los tejidos
perirradiculares, deben tener una buena adhesion
a la dentina, no ser cancerigenos ni genotoxicos,
deben ser biocompatibles con los tejidos del
hospedero, insolubles a los fluidos tisulares,
dimensionalmente estables, faciles de manipular
y radioopacos para ser observados
radiograficamente. Ademas, la presencia de
humedad no debe afectar su capacidad de
sellado, deben tener buen tiempo de trabajo y
endurecimiento rapido.s-10)

Dentro de los materiales que han sido utilizados
para retrobturacion en cirugia periapical, se
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encuentran la amalgama, resinas, cementos de
oxido de zinc y eugenol, cementos de iondbmero
de vidrio, cementos de policarboxilato, Cavit y la
misma gutapercha.(g)

Una de las principales propidades que se
necesita tomar en consideracion de los
materiales de retrobturacion es su
biocompatibilidad. En este trabajo evaluaremos la
citotoxicidad de los selladores MTA Angelus®
blanco, Neo MTA® y el material reparador de alta
plasticidad MTA Repair HP®, que son materiales
recientes en el mercado y no se ha estudiado su
capacidad citotoxica en detalle.

La actividad metabdlica de las células se mide a
través de las deshidrogenasas. El [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio]
(MTT), molécula que se metaboliza por las
deshidrogenasas mitocondriales (en particular la
succinato deshidrogenasa) en formazano. El
ensayo de MTT permite de manera indirecta
evaluar la viabilidad celular con base en la
actividad mitocondrial.

Este estudio se realizé de acuerdo a la norma ISO
10993-5:2009, que describe las pruebas para
evaluar la citotoxicidad in vitro de dispositivos
médicos. En especifico, las pruebas de
citotoxicidad in vitro.

ANTECEDENTES

En 1884, Farrar fue el primero en colocar
amalgama como material de retrobturacion y su
uso fue exitoso.(11) Los efectos bioldgicos de la
amalgama dependen del modo de fabricacion y
de la composicién de la aleacion. La formulacion
original de amalgama odontolégica contiene
oxido de zinc, que es conocido por ser citotoxico.
Las amalgamas libres de zinc son menos
citotoxicas.(12y Sin embargo, poseen otras
desventajas como la sensibilidad a la humedad,
microfiltraciones, corrosion, pigmentacion de
tejidos blandos, tendencia a la dispersion, y
contaminacion por mercurio y estafo.

En estudios a corto plazo, la amalgama ha
mostrado respuestas inflamatorias de los tejidos

periapicales. Estos estudios han oscilado entre 2
semanas y 5 meses después de su colocacion.

Tronstad et al., concluyeron que la amalgama de
plata convencional recién mezclada es muy
citotoxica debido al mercurio sin reaccionar.
Reportando que esta citotoxicidad disminuia al
cristalizar.(13)

Maher et al., en un modelo de hurén determiné
que la inflamacién crénica se produce en los
tejidos periapicales aproximadamente dentro de
10 a 15 semanas posteriores a la aplicacién de la
amalgama. Sin embargo, la amalgama que se
coloca en la porcién apical de la raiz es rodeada
por tejido conectivo fibroso después de 15
semanas.(14)

Otros tipos de cementos utilizados en cirugia
periapical son a base de 6xido de zinc y eugenol
como el Super EBA® e IRM®. EI cemento Super
EBA® esta compuesto en un 60% de 6xido de
zinc, 34% de 6xido de aluminio, 6% de resina
natural, el liquido 37.5% de eugenol y 62.5% de
acido ortoetoxibenzoico.

La composicion del IRM® es 80% de 6xido de
zinc, 20% de polymetilmetacrilato, el liquido
contiene 99% de eugenol y 1% de acido acético.
Debido a que ambos materiales, tanto Super
EBA® e IRM® contienen eugenol, se ha
expresado preocupacion acerca de los posibles
efectos nocivos sobre los tejidos periapicales.(15)

Blackman et al., reportaron que el IRM® es
biocompatible y sugirieron que seria util como
material de retroburacibn en endodoncia.(e)
Trope et al., en un estudio histolégico sugirieron
que tanto IRM® como Super EBA® tienen una
buena respuesta tisular sin existir una diferencia
significativa entre ambos cementos.(17)

También se han utilizado cementos de ionomero
de vidrio, cementos de policarboxilato, Cavit y la
gutapercha. Sin embargo, ninguno de estos
materiales posee las caracteristias ideales. ()

Los cementos de silicato de calcio, como el MTA
que aparece en los anos 90°s, también se han
utiizado como materiales de retrobturacion.
Estos cementos han mostrado ser altamente
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biocompatibles. Al respecto, la biocompatibilidad
de los materiales se evalua en un principio en
estudios In vitro, la evaluacién secundaria implica
estudios In vivo, en los cuales se determina si los
hallazgos de los estudios de laboratorio pueden
ser aplicables a una situacién clinica.2s)

MATERIALES HIDRAULICOS DE
SILICATO DE CALCIO

El trioxido mineral agregado o MTA, es el primer
silicato de calcio de uso odontolégico. Fue
desarrollado y patentado en 1995 por Torabinejad
y White. Su principal componente es el cemento
de Portland tipo | (silicato de calcio), conocido
como cemento de Portland ordinario, usado en
construccion, al que se le ha agregado 6xido de
bismuto (Bi2O3) para proveer radiopacidad.

La formula original del MTA® fue desarrollada en
la Universidad de Loma Linda, Estados Unidos, y
es fabricada por Dentsply International. Sin
embargo, han aparecido una serie de productos
similares fabricados por otras compaiias.(s)

Actualmente existen dos presentaciones de

MTA® (gris y blanco). EI MTA ha sido reconocido
como el estandar de oro para una gran variedad
de situaciones clinicas. Inicialmente se
recomenddé como material de retrobturacién
apical y posteriormente se ha utilizado para
recubrimiento pulpar, pulpotomia, apexogénesis,
formacion de barreras apicales en dientes con
apices inmaduros, reparacion de perforaciones
radiculares y como material de obturacion del
conducto radicular. EI MTA es quizas lo mas
cercano al material ideal, debido a sus excelentes
propiedades fisico-quimicas y biologicas.(1s)

Martinez Cortés, Tinajero Morales y Uribe Querol,
realizaron un estudio in vitro de citotoxicidad
sobre fibroblastos de ligamento periodontal
humano y fibroblastos de raton de la linea celular
L929, en donde encontraron que las células
expuestas a medio condicionado del MTA
Angelus® blanco se mantienen viables vy
muestran una morfologia tipica caracteristica de
fibroblastos. La viabilidad no se alter6é ni en los
fibroblastos gingivales humanos, ni en los
fibroblastos de la linea celular L929 que fueron

expuestos al MTA.(19)

La capacidad de sellado del MTA en obturaciones
retrogradas es superior a diversos materiales que
se han empleado como materiales de
retrobturacion a lo largo del tiempo como:
amalgama, IRM, Super EBA, iondmero de vidrio,
entre otros; tanto en estudios de filtracion de tinta
como bacteriana.20) Sin embargo, dentro de sus
desventajas se encuentra el tener un periodo
largo de endurecimiento, la dificultad de mantener
la consistencia de mezclado, su dificil
manipulacién a pesar de humerosos instrumentos
disefiados para su colocacion y su elevado
costo.21)

Recientemente, se lanz6é al mercado un nuevo
material basado en MTA, el MTA Repair HP®
(Angelus). Una de las diferencias de este nuevo
material con respecto a la antigua formulacion de

MTA® blanco fue la sustitucion del agua destilada
por un liquido que contiene agua y un plastificante
organico. Sin embargo, la composicion de este no
es revelada por completo por el fabricante.

Este liquido proporciona una mayor plasticidad,
mejorando su manipulacién; ademas, la
sustitucion del radiopacificador de Oxido de
bismuto por un radiopacificador de tungstato de
calcio evitara la decoloracion dental.

Un estudio reciente mostré que MTA Repair HP®
tiene una mejor union y resistencia a la expulsion,

que su predecesor MTA® blanco.2) Los autores
creen que la presencia de tungstato de calcio
como agente radiopacificador en el MTA Repair
HP® contribuye a una mayor liberacion de calcio
en los periodos inicialesi23), promoviendo una
mayor biomineralizacion y ayudando a |la
resistencia de este material. Ademas, la mayor
plasticidad podria mejorar la adaptacién marginal.

El NeoMTA™ se introduce al mercado en el afio
2015, es un nuevo material de silicato tricalcico
de polvo muy fino, que evita la decoloracién al
usar oxido de tantalio como radiopacificador en
lugar de 6xido de bismuto. Se mezcla con un gel
a base de agua que tiene buenas propiedades de
manipulacion.4) La proporcion de mezcla de
polvo a gel puede variar, y se puede usar una
consistencia delgada como sellador o mezcla
espesa para la reparacion de perforaciones, la
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obturacion del extremo de la raiz y otras
modalidades de tratamiento. NeoMTA presenta
una radiopacidad adecuada y un buen tiempo de
trabajo.(24) La liberacion de iones calcio e hidroxilo
es mayor y mas prolongada con NeoMTA que con
el MTA convencional. Este material promueve la
regeneracion del tejido pulpar y periodontal,
mejorando la bioactividad y la biocompatibilidad.
Sin embargo, no hay datos disponibles sobre su
capacidad citotoxica.

MATERIALES Y METODOS

Materiales de retrobturacion

Tres materiales hidraulicos de silicato de calcio
empleados en el area de endodoncia: MTA
Angelus®, utiizado como  material de
retroburacion en cirugia periapical, y dos nuevos
materiales MTA Repair HP® o material de
reparacion de alta plasticidad y NeoMTA™, seran
utilizados para evaluar su citotoxicidad. La
composicion y los datos del fabricante de cada
cemento se muestran en el cuadro 1. Los
cementos seran preparados con base en las
instrucciones de cada fabricante. Brevemente, la
preparacion se muestra en el cuadro 2.

Se utilizaron cilindros estériles de teflon (5.5 mm
didmetro externo x 2 mm de altura x 3 mm de
grosor) los cuales fueron colocados sobre
cuadrados estériles de hojas de teflén Mylar (1.1
x 1.1 cm), y llenados con los cementos en fresco
(ambos de Tetraflon de México S.A. de C.V,,
Toluca, Estado de México). Los cilindros fueron
posteriormente colocados en cajas de 24 pozos
(Corning Inc., Corning, NY). A cada pozo se
agregaron 1.5 ml de medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM; GIBCO, Invitrogen, Grand
Island, NY, USA) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (ByProductos S.A. de C.V,,
Guadalajara, Jalisco, México), 8mM L-glutamina,
y antibiéticos (10,000 unidades/ml penicilina,
10,000 g/mL estreptomicina, y 25 g/mL de

Fungizone®; GIBCO, Invitrogen, Grand Island,
NY, USA). El medio de cultivo se dejo en contacto
con los materiales de retrobturacion por
diferentes tiempos: en fresco (0 h), al tiempo de
fraguado (Cuadro Il) y a las 12, 24, 48 y 72 horas
después de su fraguado. Después de cada
tiempo se recolecté el medio condicionado en
tubos Eppendorf y se guardd a -20°C, hasta su
uso. Como control de medio condicionado se
recolectaron medios que no fueron expuestos a
ningun cemento, a los mismos tiempos.

Medios condicionados de los materiales de retroobturaciéon
Los medios condicionados se obtuvieron siguiendo la norma ISO 10993-5:2009 (Organizacioén Internacional de

Estandarizacion 2009).(25)

Cuadro I. Preparaciin de los materiales utilizados.

Watertat PTeparacion TTempo de iraguado
MTA Angelus® blanco Una cucharada de polvoy una | 2.45h
gota de agua destilada
MTA Repair HP® 1 sobre de MTA Repair HP® y | 15 min
1 gota del liquido Espatular
durante 40seg.
NeoMTA™ Una cucharada de polvo y una | 12 min
gota de liquido.
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Cuadro Il. Materiales utilizados, composicion y fabricante.

NMateriat composicton

Fabricante

MTA Angelus® blanco

MTA Repair HP®

NeoMTA™

Silicato tricalcico, silicato
dicélcico, 6xido de bismuto,
residuos insolubles de silice
cristalina, 6xido de calcio y
sulfatos de potasio y sodio.

Polvo: silicato tricalcico, silicato
dicalcico, aluminato tricalcico,
Oxido de calcio y tungstato de
calcio.

Liquido: agua y plastificantes.

Polvo: silicato tricélcico, silicato

Angelus, Londrina-PR-Brasil

Angelus, Londrina-PR-Brasil

Avalon Biomed Inc.,

dicalcico y 6xido de tantalio

Liquido:
patentados.

Bradenton, FL, USA

Agua y polimeros

Linea Celular

Los fibrolastos de raton de la linea celular L929
fueron donados por el Dr. Alejandro Zentella
Dehesa, y se dejaron crecer hasta alcanzar la
confluencia.27)

Cultivo celular

Los fibroblastos fueron cultivados en medio Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM; GIBCO, Grand
Island, NY; suplementado con: 10% de suero fetal
bovino (GIBCO), 8mM de L-glutamina (GIBCO) y
penicilina/estreptomicina (50,000 unidades/mL
50,000 pg/mL respectivamente; GIBCO). Los
cultivos celulares se mantuvieron en botellas de
cultivo de 75 cm? (Corning, Inc., Corning, NY)
hasta que llegaron a un 80-90% vy se
subcultivaron. Los fibroblastos fueron
despegados con 5 ml de tripsina/EDTA (150
pM/318 uM; GIBCO) durante 5 minutos. La
tripsina fue neutralizada con un volumen igual de

medio de cultivo fresco. La suspension celular fue
centrifugada 3 minutos a 1,500 rpm. El
sobrenadante fue desechado y el botdn celular
fue resuspendido en 5 mL de medio fresco. Un
cuarto de la resuspension fue colocado en una
botella de cultivo nueva para continuar el cultivo.
Todos los experimentos se realizaron entre los
subcultivos tres y 10.

Morfologia celular

Para evaluar la morfologia celular se sembraron
104 fibroblastos/pozo en cajas de cultivo de 96
pozos (Corning, Inc., Corning, NY) en un volumen
final de 100 uL de medio de cultivo por pozo. Los
cultivos se mantuvieron en un incubador durante
24 horas (NuaireTM, Plymouth, USA) a 37 ©C,
95% de humedad relativa y 5% de CO2. Después
de 24 horas, tiempo necesario para permitir que
los fibroblastos se adhi- rieran a los pozos, se
removidé el medio de cultivo, y se colocaron 100
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uL de cada uno de los medios condicionados
correspondientes durante otras 24 horas. Al cabo
de este tiempo, se evalu6 la morfologia en un
microscopio modelo IX70 Olympus (Center
Valley, PA, USA). Las imagenes fueron
capturadas con una camara EvolutionVF Cooled
Color de Media Cybernetics (Rockville, MD,
USA), y con el programa de computadora Q
Capture pro 6.0 de Qlmaging Surrey (British
Columbia, Canada).

Ensayo de [3—(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenil bromuro de tetrazolio] (MTT)

La actividad metabdlica es un parametro que
indica el estado general de la célula y sirve para
medir viabilidad de manera indirecta. El ensayo
de [3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil bromuro
de tetrazolio] (MTT) fue realizado con base en la
norma ISO 10993-5.27) A los mismos cultivos que
fueron utilizados para tomar las fotografias de
fibroblastos, se les retird el medio condicionado y
se les agreg6 50 uL de una disolucién de 1 mg/mL
de MTT en cada pozo. Los cultivos fueron

cubiertos de la luz y mantenidos a 37° C con 5%
COz2, por dos horas. Después de este tiempo se
retirdc el MTT y se agregaron 100 uL de
isopropanol (TECSIQUIM, TSQ, Iztacalco,
Ciudad de México) a cada pozo. Los cultivos
fueron incubados 30 min a temperatura ambiente.
Pasado este tiempo, la absorbancia de la
disolucién fue medida a 590 nm en un lector de
placas modelo Synergy HT, marca BioTek
(Vermont, USA). Los valores de absorbancia
fueron normalizados considerando como 100% la
absorbancia obtenida de cultivos no tratados.

Estadistica

Para determinar posibles diferencias entre los
grupos de cementos y entre los diferentes
tiempos, se realizO un analisis de varianza
(ANOVA) de una via, para muestras iguales.

La prueba post hoc utilizada fue Tukey, usando

el programa KaleidaGraph® version 3.6.2 para
Mac (Synergy Software; Reading, PA, USA).

Las condiciones se consideraron diferentes
estadisticamente cuando el valor de p fue <0.05.

Morfologia

Con el propésito de evaluar cambios morfolégicos
en los fibroblastos de ambas lineas celulares, se
tomaron fotografias de cultivos después de ser
expuestos a los diferentes medios condicionados
de los 3 materiales hidraulicos de silicato de
calcio.

RESULTADOS

Respecto a la citotoxicidad de los fibroblastos de
ratobn de la linea celular L929 por medio del
ensayo MTT en relacion a la absorbancia, se
observé que cuando las células fueron expuestas
al MTA Angelus® blanco muestran una conducta
uniforme con ascensos y descensos en la
viabilidad celular, después del tiempo de
fraguado la viabilidad celular no se alteré y no
existe dano celular que sea estadisticamente
significativo (p=0.99). (figura 2)

A las 48 horas, los fibroblastos muestran una
mayor actividad metabdlica, menor citotoxicidad y
la viabilidad celular se mantiene entre un 80 y
90%. (figural panel b)

Las células expuestas a medio condicionado del

material NeoMTA™ se mantuvieron estables
desde el tiempo Oh hasta las 12horas; a las 24
horas, las células muestran una mayor actividad
metabdlica con tendencia a la proliferacion vy
menor citotoxicidad.(Figura 4) Sin embargo, no hay
diferencia estadistiamente significativa en la
viabilidad celular expuesta a este material en
comparacion con el grupo control (p=1.15).

De los tres materiales hidraulicos de silicato de

calcio, NeoMTA™ es el que muestra una
conducta mas uniforme en todos los tiempos de
exposicion 'y una morfologia tipica de
fibroblastos.(Figura 3)
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Medio de cultivo sin material (grupo

control)
L929
A
12h después de
Fresco Fraguado fraguado

4 desué de
fraguado

24h despu de
fraguado

fraguado

MTA Angelus® blanco
L929
B
Fraguado 12h

24h 48h 72h

Figura 1. Panel A: Microfotografias de los fibroblastos L929 expuestos a medio condicionado sin MTT a los diferentes tiempos de exposicion, los cuales
resperesentan el 100% de viabildad celular y muestran una morfologia tipica triangular y elongada. En las microfotografias del panel B, se observa la
actividad metabdlica de los fibroblastos expuestos al MTA Angelus® blanco, los cuales muestran una morfologia redondeada. Escala 100 pm.

1.80

1.60
1.40
1.20
1.00

ACTIVIDAD METABOLICA
(590nM)

0.80 == \MTA Blanco
0.60 .
0.40 == Sin
0.20
0.00
0 FRAG 12 24 48 72
TIEMPO (h)

Las células expuestas a medio condicionado del
material de reparacién de alta plasticidad MTA
Rapair HP® muestran tener una gran actividad
metabodlica, inclusive este material les
proporciona cierta  proteccibn ante la
citotoxocicidad cuando se exponen en
condiciones de fresco y hasta el tiempo de
fraguado. (Figura5) (p=0.033).

Figura 2. Actividad metabdlica de los fibroblastos de raton
de la linea celular L929 expuestos a MTA Angelus® blanco en
comparacién con el medio condicionado sin material. Los
simbolos representan: MTA Angelus® blanco (rombo azul), en
los diferentes tiempos. EI 100% de viabilidad celular
representa la condicién sin material (cuadrado gris). Los datos
representan el promedio del porcentaje de viabilidad celular
de dos experimentos independientes, realizados por
triplicado.

Después de las 12 horas, las células no muestran
una diferencia estadisticamente significativa en la
viabilidad y citotoxicidad en comparacion con el
grupo control. (Figura 6)
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Medio de cultivo sin material (grupo
control)
L929

12h después de

Fresco Fraguado fraguado

o R e (2 1
72h después de
fraguado

8h sués de
fraguado

24h después de
fraguado

NeoMTA™
L929

Fresco Fraguado 12h

72h

24h 48h

Figura 3. Panel A: Microfotografias de los fibroblastos L929 expuestos a medio condicionado sin MTT a los diferentes tiempos de exposicion, los cuales
resperesentan el 100% de viabildad celular y muestran una morfologia tipica triangular y elongada. En las fotomicrografias del Panel B, se observan los
fibroblastos L929 expuestos a medio condicionado con NeoMTA™ en los diferentes tiempos de exposicion, no se observa gran diferencia entre paneles,
ya que los fibroblastos se mantienen viables durante todos los tiempos. Escala 100um

1.40
1.20 W
1.00
0.80
0.60
0.40

0.20

ACTIVIDAD METABOLICA
(590nM)

0.00
0 FRAG 12 24 48 72

TIEMPO (h)

Las células expuestas a medio condicionado del
material de reparacion de alta plasticidad MTA Rapair
HP® muestran tener una gran actividad metabdlica,
inclusive este material les proporciona cierta
proteccion ante la citotoxocicidad cuando se exponen
en condiciones de fresco y hasta el tiempo de
fraguado. Sin embargo, las células muestran una

#— Neo Figura 4. Actividad metabodlica de los fibroblastos de

raton de la linea celular L929 expuestos a NeoMTA™ en
comparacioén con el medio condicionado sin material. Los
simbolos representan: NeoMTA™ (rombo azul), en los
diferentes tiempos. ElI 100% de viabilidad celular
representa la condicion sin material (cuadrado gris). Los
datos representan el promedio del porcentaje de viabilidad
celular de dos experimentos independientes, realizados
por triplicado.

== Sin

disminucioén considerable de la actividad metabdlcia
estadisticamente significativa en comparacion con el
grupo control. (p=0.033) Después de las 12 horas, las
celulas no muestran una diferencia estadisticamente
significativa en la viabilidad y citotoxicidad en
comparacion con el grupo control.
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Medio de cultivo sin material (grupo MTA Repair
control) HP®
L929 L929

12h después de
Fresco Fraguado fraguado Fresco Fraguado 12h

2 P! i E :.' R r e iy HI
24h después de 48h después  72h después de 24h
fraguado de fraguado fraguado

Figura 5. Microfotografias de los fibroblastos L929 expuestos a medio condicionado sin MTT a los diferentes tiempos de exposicion, los cuales
resperesentan el 100% de viabildad celular y muestran una morfologia tipica triangular y elongada (Panel a). En las Microfotografias del (panel b) se
muestran la morfologia de los fibroblastos expuestos a MTA Repair HP® en los diferentes tiempos de exposicion. Se observa gran activiadad metabdlica
en fresco y al tiempo de fraguado (g, h), después de las 12 horas, se observa una disminucion en la actividad metabdlica que se mantiene estable hasta
las 72h. Escala 100 pm.

2:) 3.00
2
@ 2.50
< -
S 200
ot
=9 —e—HP
9‘: Y 150
~ === Sin
(@)
S 1.00 Figura 6. Actividad metabolica de los fibroblastos de ratén de
(|._) 0.50 la linea celular L929 expuestos a MTA Repair HP® en
> comparacion con el medio condicionado sin material. Los
0.00 simbolos representan: MTA Repair HP® (rombo azul), en los

diferentes tiempos. EI 100% de viabilidad celular representa la
condicion sin material (cuadrado gris). Los datos representan
TIEMPO (h) el promedio del porcentaje de viabilidad celular de tres
experimentos independientes, realizados por triplicado.

0 FRAG 12 24 48 72

En la comparaciéon de los tres materiales, se proliferacidon celular y que a demas le confiere a
observa que unicamente el MTA Repair HP®, es los fibroblastos de ratdén de la linea celular L929
el material que muestra una menor citotoxicidady  cierta proteccion, por lo que es el material menos
mayor actividad metabdlica con tendencia a la  citotdxico en fresco y hasta su tiempo de
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fraguado; después de las 12 horas, dismiuye su
actividad metabdlica, pero se mantiene estable
hasta las 72 horas. EI NeoMTA, es el material que
mantiene su activiadad metabodlica mas estable
en todos los tiempos expuestos, Unicamente
presenta una disminucion de la citotoxicidad a las
24 horas. Los fibroblastos expuestos al MTA
Angelus blanco®, se mantienen viables vy

Fresco Fraguado

MTA Angelus
blanco ®

NeoMTA™

MTA Repair
HP®

Control

estables desde el tiempo en fresco hasta las 24
horas. A partir de las 48 y hasta las 72 horas hay
una disminucibn de su citotoxicidad,
observandose un aumento en la actividad
metabdlica de los fibroblastos. Sin embargo, los
resultados muestran que no hubo una diferencia
estadisticamente significativa después del tiempo
de fraguado entre los tres materiales estudiados.

12h 24h 48h 72h

ELPLH

Figura 7. Microfotografias de los fibroblastos L929 expuestos a los diferentes materiales en los diferentes tiempos de exposicion. En a-f se observa la
actividad metabdlica de fibroblastos L929 expuestos a MTA Angelus blanco®, en g-l se observan fibroblastos expuestos al material NeoMTA™, en m-r
se observan fibroblastos expuestos a MTA Repair HP® y en las imagenes s-x, se observan los fibroblastos L929 del grupo control.

En los resultados graficados, podemos observar
la actividad metabdlica de los fibroblastos L929
expuestos a los diferentes materiales hidraulicos
de silicato de calcio, con respecto a los diferentes
tiempos estudiados. El material MTA Repair HP®
es el que promovi6 una mayor actividad
metabdlica en fresco, esto se aprecia debido a la
gran cantidad de formazan que producen las
células al ser expuestas al MTT. Al tiempo de
fraguado se observa un descenso en la actividad
metabdlica, y después de las 12 horas el material
se mantiene estable con respecto a los otros
materiales.

Con el MTA Angelus blanco®, se observa un
aumento en la actividad metabdlica en fresco,
pero no es mayor que con el MTA Repair HP®.
Sin embargo, después del tiempo de fraguado se
mantiene estable hasta las 72 horas, no
mostrando una diferencia estadisticamente
significativa en comparacién con los demas
materiales.

El NeoMTA, es el material que muestra mayor
estabilidad en su actividad metabdlica y no
presenta una diferencia estadisticamente
significativa en comparacién con los otros
materiales estudiados.
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Figura 8. Actividad metabolica de los fibroblastos de ratén de la linea celular L929 expuestos a los tres diferentes materiales hidraulicos de silicato de
calcio. Los simbolos representan: MTA Angelus blanco® (rombo azul), MTA Repair HP® (cuadrado naranja), NeoMTA (triangulo gris), en los diferentes
tiempos. El 100% de viabilidad celular representa la condicién sin material (color amarillo). Los datos representan el promedio del porcentaje de viabilidad

celular de dos experimentos por triplicado que se realizaron independiente

DISCUSION

Se estima que del total de procedimientos
endoddncicos que se realizan anualmente, el 5%
involucran cirugia periapical.2s) El objetivo de la
cirugia periapical es remover las causas de la
enfermedad periapical y proveer un ambiente
favorable para la curacion. La aparicion de
nuevos materiales de retrobturacion, entre otros
avances tecnologicos, mejoran la calidad del
tratamiento quirurgico, el cual tiene una tasa de
éxito que va de un 58-96%.(29)

Se han realizado numerosos estudios in vitro
sobre fibroblastos gingivales humanos, ya que
estos fibroblastos imitan respuestas celulares del
hospedero.(9,30) Sin embargo, Canalda menciona
que las células de raton de la linea L929 poseen
una alta sensibilidad a los productos toxicos.(31,32)

La mayoria de los estudios sobre citotoxicidad de
materiales utilizados en endodoncia, se basan en
la toxicidad de materiales fraguados.s Sin
embargo, Perinpanayagam y Bonson, mencionan
que los materiales en fresco liberan una gran

cantidad de subproductos quimicos que
probablemente sean citotoxicos para las células,
en virtud de las condiciones clinicas (in vivo),
estos subproductos se diluyen en el fluido de los
tejidos intersticiales y son eliminados a través de
la vasculatura. Por lo tanto, se ha estudiado el
efecto citotoxico de los materiales diluidos.s,33)

Kim y Kratchman(5) mencionan en su articulo,
que el MTA es el material de retrobturacién mas
biocompatible y que puede ser usado con
mejores resultados predecibles en cirugia
endododncica.(34)

En este estudio encontramos que con el mineral
trioxido agregado MTA Angelus® blanco la
citotoxicidad fue menor a las 48 y 72h, lo que
concuerda con recientes trabajos
publicados@4,17,35-37) donde se ha encontrado al
MTA como un material de retrobturacion
altamente biocompatible.

Los resultados de nuestro estudio también
concuerdan con otros que demuestran la elevada
biocompatibilidad del MTA Angelus® blanco en
comparacion con otros materiales. En su analisis
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intragrupal muestra tener un comportamiento
heterogéneo de aumentos y disminuciones en la
citotoxicidad. Sin embargo, no hay una diferencia
estadisticamente significativa que demuestre que
este cemento sea mas citotdéxico que los otros
dos.

Siqueira et al.,, demostraron en un estudio
comparativo de biocompatibilidad en fibroblastos
gingivales humanos, de los materiales de silicato
de calcio NeoMTA, MTA y Biodentine, que el
material NeoMTA™ presenta una respuesta
inflamatoria inicial moderada, que fue similar a la
de MTA y menor que BD; ademas de la reduccién
de esta inflamacion a lo largo del tiempo.(3s)

En nuestro estudio encontramos que el
NeoMTA™ no mostré citotoxicidad sobre
fibroblastos L929, por el contrario, muestra tener
menor citotoxicidad en fresco y es el material que
se mantiene mas estable desde el tiempo de
fraguado hasta las 72 horas. En su analisis
intragrupal no hubo diferencia estadisticamente
significativa que demuestre que este cemento
sea mas citotoxico que los otros cementos
estudiados.

Tavares et al., demostraron que el MTA Repair
HP®, tiene una mejor respuesta de
biocompatibilidad que el MTA blanco, esto podria
estar justificado por la ausencia de oOxido de
bismuto en el MTA HP. Ademas, observaron que
la presencia de tungstato de calcio como agente
radiopacificador en MTA HP contribuye a una
mayor liberacion de calcio en los periodos
iniciales, promoviendo una mayor
biomineralizacién, lo que podria explicar la
ausencia de citotoxicidad del MTA HP en
condiciones de fresco. (39

En nuestro estudios observamos que el MTA
Repair HP®, muestra una disminucion
estadisticamente significativa en la citotoxicidad
en condiciones de fresco, comparado con MTA
Angelus blanco y NeoMTA. Sin embargo,
después de los 12 minutos (tiempo de fraguado)
la viabilidad celular y la citotoxicidad se
mantienen estables. Por lo tanto, no muestra una
diferencia estadisticamente significativa en
comparacién con los otros cementos estudiados.

La presencia de tungstato de calcio como agente
radiopacificador de este material, contribuye a
una mayor liberacion de calcio en los periodos
iniciales, promoviendo una mayor
biomineralizacion. 3g)

Canalda menciona que cuando el hidroxido de
calcio entra en contacto con liquidos del tejido
circundante, es disociado en iones calcio (Caz) e
hidroxilo (OH), y es precisamente el efecto de
estos iones sobre los tejidos y microorganismos
que es responsable de los resultados mas
sobresalientes del producto.3s)

CONCLUSION:

El material MTA Repair HP®, es el que presenta
menor citotoxicidad en fresco, después de las 12
horas y hasta las 72 horas se mantiene estable.

En este estudio, se mostr6 que el material
hidraulico de silicato de calcio NeoMTA, es el
material que presenta mas estabilidad y viabilidad
celular desde su colocaciéon en fresco sobre los
fibrolastos L929 hasta las 72 horas.

Los materiales hidraulicos de silicato de calcio
como el NeoMTA y el MTA Repair HP®, debido a
sus mejoras en la formulacion, pueden sustituir al
MTA convencional y ser utilizados como
materiales de retrobutracion en cirugia periapical,
ya que ninguno de los materiales estudiados
mostré ser citotoxico. Se sugiere realizar mas
estudios, in vivo y clinicos comparativos, para
ayudar al clinico a tomar la mejor decision al
momento de seleccionar el material para realizar
la retrobturacion apical.

De acuerdo a los resultados que obtuvimos al
comparar MTA Angelus® blanco, NeoMTA™ vy
MTA Repair HP®, se concluye que el MTA Repair
HP® es el cemento con mayor viabilidad celulary
menor  citotoxicidad con una diferencia
estadisticamente significativa en fresco, esto
podria estar justificado por la ausencia de 6xido
de bismuto en el MTA Repair HP.
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