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Resumen

La obturacion del conducto radicular implica el sellado del apice con el cemento sellador
que interactlia con los tejidos periapicales. En endodoncia, el uso de los cementos a
base de silicato tricalcico se les atribuyen ventajas, porque presentan excelentes
propiedades biologicas. El objetivo de este estudic fue comparar la adhesion 'y
proliferacion de fibroblastos del ligamento periodontal en cortes transversales de
premolares obturados con dos cementos selladores endoddncicos: BioRoot™ RCS
(Septodont) y AH-Plus® (Dentsply). Métodos: Se seccioné la corona de los premolares;
se instrumentaron los conductos radiculares, se esterilizaron y se obturaron 15
muestras con técnica de cono Unico con BioRoot™ RCS y 15 muestras con técnica de
onda continua de calor con AH-Plus®; los premolares se seccionaron en cortes
transversales de 2 mm y en ellos se cultivaron las células del ligamento periodontal. Los
resultados fueron obtenidos a intervalos de 4 y 24 h para adhesién celular; 3,7, 9, 14y
21 dias para proliferacion celular. Resultados: Existe una diferencia estadistica
significativa en la adhesion celular a las 24 h, la cual fue mayor en el cemento sellador
BioRoot™ RCS en comparacion con AH-Plus®. Se obtuvo una diferencia estadistica
significativa en la proliferacion celular en los dias 9 y 14, que fue mayor en ef cemento
AH-Plus® en comparacion con BioRoot™ RCS. Las diferencias significativas entre los
grupos experimentales desaparecieron al dia 21, lo que muestra que el AH-Plus®
disminuye su eficiencia y el BioRoot™ RCS la mantiene a largo plazo. Conclusién:
Este estudio demostré que ambos cementos selladores permiten el crecimiento de
fibroblastos de ligamento periodontal, comprobando su biotolerancia por los tejidos
periodontales.

Palabras clave: BioRoot RCS, AH-Plus, cemento sellador, silicato tricalcico, ligamento
periodontal.



Abstract

The obturation of root canal implies the sealing of the apex with root canal sealers,
which interact with the periapical tissues. In endodontics, the use of tricalcium silicate
based root canal sealers are recognized as bioactive materials through their capacity to
produce appropriate biological responses. The aim of this study was to compare the
adhesion and proliferation of human periodontal ligament fibroblasts in transverse
sections of premolar teeth sealed with two root canal sealers: BioRoot™ RCS
(Septodont) and AH-Plus® (Dentsply). Methods: Premolar teeth were sectioned at the
enamel-cement junction; the root canals were instrumented, sterilized and sealed: 15
samples with single cone technique with BioRoot™ RCS and 15 samples with
continuous heat wave technigque with AH-Plus®. The roots of the premolars were
sectioned in 2 mm cross sections, in which the cells of the periodontal ligament were
dipped in the culture medium. The results were obtained at intervals of 4 and 24 h for
cell adhesion; 3, 7, 9, 14 and 21 days for cell proliferation. Results: There is a
statistically significant difference in celi adhesion at 24 h, which was higher in BioRoot ™
RCS root canal sealer compared to the AH-Plus® sealer. A statistically significant
difference in cell proliferation was also obtained on days 9 and 14, which was higher in
AH-Plus® root canal sealer compared to BioRoot™ RCS sealer. The significant
differences between the experimental groups disappeared on the 21 day, which leads
us to observe that the AH-Plus® decreases its efficiency and the BioRoot ™ RCS
maintains it at long term. Conclusion: This study has shown that both root canal sealers
allow the growth of periodontal ligament fibroblasts.

Key words: BioRoot RCS, AH-Plus, sealer, tricalcium silicate, periodontal ligament.




1. Introduccion

Actuaimente el éxito en el tratamiento del conducto radicular depende de ciertos
factores como: Un correcto diagnéstico y una adecuada planeacién del tratamiento a
realizar, conocimiento de la anatomia y morfologia del sistema del conducto radicular, la
limpieza y/o desinfeccion del sistema del conducto radicular mediante el desbridamiento
quimico .mecénico logrando su conformaciéon para su adecuada obturacién, la
restauracién coronal y el control del tratamiento del conducto radicular mediante la toma
de radiografias dentoalveolares o imagenes tridimensionales para monitorear la
ausencia de patosis periapical o reparacién de tejidos perirradiculares en dientes con
patosis periapical preexistente’.

En un estudio sobre éxito y fracaso, Ingle et al. indicaron que un 58% de los fracasos se
debfan a una obturacién incompleta producto de errores de procedimiento como
obtencién errénea de la longitud de trabajo, transportacion, perforacion, pérdida del
sellado coronal y fractura radicular vertical del sistema del conducto radicular, gue
afectan negativamente el sellado apical? 3. '

La obturacion del sistema del conducto radicular es necesaria para prevenir la filtracién
coronal y la contaminacion bacteriana. El uso de los cementos selladores es necesario
para la adecuada obturacion que permitira sellar el espacio entre la pared dentinaria y
el material obturador, asi también permitira sellar el apice respecto a los fiuidos tisulares
periapicales y a los irritantes que permanecen en el conducto®.

Actualmente en el area de endodoncia, se han realizado avances en el campo de los
cementos selladores a base de silicato ftricdlcico o también llamados cementos
selladores bioceramicos, a los cuales se les atribuyen grandes ventajas comparadas
con los cementos selladores de uso tradicional, ya que presentan excelentes
propiedades fisicoquimicas y biologicas. Una propiedad favorable es la de su gran
capacidad biotolerable a los tejidos periapicales como el ligamento periodontal y hueso
alveolar, teniendo capacidad osteoconductiva y de producir hidroxiapatita durante la
reaccion de fraguado. También presenta un mayor pH alcalino durante las primeras 24
horas de fraguado, teniendo una accién antibacteriana®. Por lo que estas propiedades
tendrian un efecto favorable en ia obturacion del sistema del conducto radicular gue
implica el sellado del apice con los materiales de obturacion como es el cemento
sellador, el cual interactla con los tejidos periapicales. El objetivo de esta investigacion
fue comparar la adhesién y proliferacién de fibroblastos del ligamento periodontal en
cortes transversales de 2 mm de dientes premolares previamente obturados con dos
cementos selladores endodéncicos: Uno a base de silicato tricalcico (BioRoot™ RCS) y
otro de resina amino-epoxica (AH-Plus®).




2. Marco Teorico
2.1  Obturacién

2.1.1 Definicion

l.a Asociacién Americana de Endodoncia (American Association of Endodontists’, AAE
por sus siglas en inglés) define a la fase de obturacién del tratamiento del conducto
como “El relleno tridimensional de todo el conducto radicular, lo mas cerca posible de la
union cemento-dentinaria (CDC)".

La obturacién del sistema del conducto radicular se realiza con materiales inertes o
antisépticos que permiten un sellado estable y tridimensional, los cuales no interfieren y
estimulan el proceso de reparacion apical y periapical®. Para la obturacién en el
tratamiento del conducto, existen materiales que constituiran el nicleo de la obturacion
y otros como los cementos selladores endodéncicos, dlspuestos entre él y las paredes
del conducto®,

2.1.2 Antecedentes

Pieter van Forest, en el afio 1602, fue el primero en publicar sobre la terapeéutica de los
conductos radiculares, sugiriendo que el diente al ser trepanado, debia colocarse
“triaca” (compuesto de opio) en la camara pulpar.

En el siglo XV, Fauchard "padre de |la cdontologia moderna" indicaba en los casos de
abscesos, la introduccion de una sonda en el conducto radicular para el drenaje del
proceso purulento y empleaba para la obturacién de los conductos el plomo en lamina’.
Antes de 1800, el oro era el Unico material empleado para rellenar el conducto radicular.
Posteriormente las obiuraciones se realizaban con distintos metales, oxicloruro de zinc,
parafina y amalgama.

En 1847, Hill cred el primer material de obturacién del conducto radicular a base de
gutapercha, conocido como tapén de Hilll el cual consistia principalmente en
gutapercha blanqueada, carbonato calcico y cuarzo. En 1867, Bowman reivindicé (ante
la St. Louis Dental Society) el primer uso de la gutapercha para obturacion de los
conductos en un primer molar extraido.

En 1883, Perry usaba un alambre de oro puntiagudo, envuelto en gutapercha blanda y
comenzé a utilizar la gutapercha enrollada en puntas y empaquetada en el conducto.
Mas adelante, emple6 goma laca calentada sobre una placa, y enrollaba los conos para
obtener una punta del tamafio deseado, adecuandolo a la forma y longitud del
conducto.

En 1887, la S.S. White Company fabricé puntas de gutapercha. En 1893, Rollins
introdujo un nuevo tipo de gutapercha a la que afiadia bermelldén (compuesto de 6xido
de mercurio puro).

Al transcurrir el tiempo, con la toma de radiografias para observar y evaluar las
obturaciones del conducto radicular, quedd claro que se necesitaba material de
obturacion adicional para llenar los espacios sin obturar por lo que se crearon cementos
odontologicos, sin embargo, éstos se endurecian al fraguar resultando insatisfactorios.




Ademas, se pensaba que el cemento usado debfa poseer una accion antiséptica lo que
condujo al desarrollo de muchas pastas de cemento con fenol o formalina.

En 1914, Callahan utilizé colofonia como sustancia cementadora, la cual producia el
reblandecimiento y la disolucién de la gutapercha.

En los tltimos 70-80 afios se ha tratado de mejorar |a calidad de la obturacion del
conducto radicular con nuevos cementos, y con modificaciones en la forma de
suministrar la gutapercha en el conducto radicular’.

2.2 Materiales de Obturacion

Los materiales de obturacion consisten en un nucleo central (semisolido o sdlido)
bicldgicamente aceptable (generalmente gutapercha) y un cemento sellador, éste ultimo
para ocupar el espacio entre el material de nicleo y las paredes del conducto, ademas
de ser esencial en todas las técnicas para lograr la impermeabilidad a los fluidos”.

Grossman y cols. enumeraron las propiedades con las que debe cumplir un material de
obturacién™®:

1. Facil de introducir y de manipular en el conducto radicular, con un tiempo de
trabajo suficiente.

Estable dimensionalmente, sin contraerse tras ser insertado.

Impermeable, sin solubilizarse en medio humedo. :

Sellar la totalidad del conducto, tanto apical como lateralmente, adaptandose a
su compleja anatomia interna.

Capacidad bacteriostatica.

No debe ser irritante para los tejidos periapicales.

No verse afectado por los fluidos tisulares; sin corrosion ni oxidacion

Debe ser radioopaco, para poder distinguirlo en las radiografias.

. No debe tefiir la estructura del diente.

10. Debe ser estéril o facil de esterilizar antes de su introduccion.

11.Ser facil de retirarse del conducto si es necesario.
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Se han empleado distintos materiales para obturar los conductos radiculares, desde
materiales sélidos como los conos de plata (en desuso actualmente), gutapercha,
resilon {polimero sintético); materiales en estado plastico como los cementos y pastas.




2.2.1 Gutapercha

En 18687, Bowman introdujo el uso de la gutapercha como material para la obturacion
de los conductos radiculares y desde ese entonces ha sido el mas usado hasta la
actualidad.

La gutapercha estd compuesta por un polimero orgdnico natural “poliisoprenc”
(conocido como caucho) obtenido del codgulo de latex de un &rbol del genero
Palaquium originario del archipiélago malayo.

En endodoncia existen dos tipos de forma de la gutapercha, la p y la «, que poseen
temperatura de fusidn y viscosidad altas. La forma « es natural y de baja viscosidad a
bajas temperaturas, cuando se calienta es flexible y pegajosa, puede fluir bajo presion y
una desventaja es que se encoje al fraguar. La forma  se obtiene por calentamiento a
65°C de la forma o y su enfriamiento brusco; es bajo esta forma cristalina que se
presenta la gutapercha de los conos convencional, la cual puede condensarse’?.

La composicion quimica de la gutapercha es principalmente de los siguientes
componentes;

20%, gutapercha.

65%, oxido de zinc.

10%, sustancias radioopacas (sulfatos metalicos).

5%, plastificadores (ceras y resinas).

La presentacion mas comun de la gutapercha es en forma de puntas, con la forma f.
Existen puntas estandarizadas desde el calibre 15 al 140 y puntas no estandarizadas
(convencionales); las conicidades pueden ser del 2%, 4%, 6% hasta 9% para ser
adaptadas a las nuevas conicidades de instrumentos rotatorios.

Otras presentaciones de la gutapercha es en pequefias barras que se reblandecen en
el interior de una pistola dispensadora, que posteriormente se introducira en el conducto
radicular, en otros casos la gutapercha recubre un vastago metdlico o de plastico, la
cual es plastificada en aparatos eléctricos.

Nguyen (1993) enumerd las siguientes ventajas y desventajas de las puntas de
gutapercha®:

Ventajas
» Se deforman mediante presidén para ser compactadas dentro del conducto
radicular.

Posibilidad de reblandecerlas y ser plastificadas mediante calor y solventes.
Facil manipulacion.

Biotolerables por los tejidos, sin capacidad inmunogénica.

Baja toxicidad.

Radioopacidad.

Facil eliminacion con disolventes o calor.



Desventajas
+ Falta de adhesion a dentina, por lo que se requiere de un cemento para sellar la
interfase con las paredes del conducto.
« Escasa rigidez en puntas de calibre pequefio.
» Al calentarse, se retrae al enfriarse.
+ Debido a su viscoelasticidad, pueden experimentar sobreextensién mas alla de la
constriccién al recibir fuerzas en la condensacién lateral o vertical.

2.2.2 Cementos Selladores

La AAE en la Guia de Endodoncia Clinica menciona que en la obturacién del
tratamiento del conducto "El cemento sellador endodéncico en el conducto radicular se
usa en conjuncién con un material de obturacién biolégicamente aceptable, semisdlido
o sdlido, para conseguir un sellado adecuado del sistema del conducto radicular»’.

Grossman establecié una serie de propiedades del cemento sellador ideal, que se
mencionaran a continuacion:

1. Debe ser pegajoso durante la mezcla, para proporcionar buena adherencia con
la pared del conducto una vez fraguado.

Praporcionar un sellado hermético.

Ser radiopaco, para poder observarlo en las radiografias.

Las particulas del polvo deben ser muy finas, para poder mezclarlo facimente
con el liguido.

5. No contraerse al fraguar.

6. No tefir la estructura dental.

7. Ser bacteriostatico, o por lo menos no favorecer la proliferacion bacteriana.

8

9

1

bl

Fraguarse lentamente.
. Ser insoluble en los fluidos tisulares.
0.Ser tolerado por los tejidos; es decir, no producir irritacion del tejido
perirradicular.
11.Ser soluble en un solvente comun, en caso de ser eliminado en un futuro el
relleno del conducto radicular,

Actualmente no existe cemento sellador que cumpla totalmente con todas las
propiedades, sin embargo, Ingle y West afiadieron dos propiedades mas™”:

12.No debe generar reaccion inmunitaria en contacto con el tejido periapical.
13.No debe ser mutagénico, ni carcinogénico.

Los cementos selladores, presentan toxicidad cuando estan recién mezclados, sin
embargo, .la toxicidad disminuye al fraguar por lo que deben de ser bien tolerados por
los tejidos perirradiculares. Algunas sustancias liberadas de la composicion de los
cementos selladores pueden tener un efecto adverso sobre la capacidad de
proliferacién de las poblaciones celulares perirradiculares?®, accion que en algunos




casos no se puede evitar debido a la extrusién del cemento sellador al momento de
obturar el conducto radicular.

Algunos de los cementos selladores mas comunes son los de 6xido de zinc-eugenol, de
Ca(OH)z, de ionémero de vidrio y de resinas. Actualmente se han creado cementos
selladores a base de silicato tricalcico, a los cuales se les atribuyen grandes ventajas
comparadas con los cementos selladores de uso tradicional, ya que presentan
excelentes propiedades.

2.2.3 AH-Plus® (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemania)

Es un cemento sellador a base de resina epoxyamina que se deriva del AH 26, pero
con propiedades mejoradas.

Su presentacion es en las siguientes formas: Como AH Plus en tubos para mezcla
manual de las pastas A y B con lo que se facilita la proporcién adecuada de la mezcla; y
como Jeringa de mezcla AH Plus Jet® para aplicacién intra-oral directa, ofreciendo un
procedimiento mas preciso, conveniente y rapido.

Composicion

Pasta A: Resina epoxi de Bisfenol-A, resina epoxi de Bisfenol-F, tungstenato de calcio,
oxido de zirconio, silice y éxido de hierro.

Pasta B: Dibenzil-diamina, aminoadamantano, friciclo-decano-diamina, tungstenato de
calcio, oxido de zirconio, silice y aceite de silicona (Fig. 1)'.

Fig. 1 Cemento sellador AH-Plus®.

Ofrece las siguientes propiedades: Es biotolerable, de fluidez alta, posee propiedades
de seflado de larga duracion, sobresaliente estabilidad dimensional, propiedades auto-
adhesivas, radiopacidad elevada, tiempo de trabajo largo y baja solubilidad.

Segun el fabricante, es mas facil poderlo retirar de los conductos radiculares, ya que es
soluble en cloroformo813.




2.2.4 BioRoot™ RCS (Septodont, Saint Maur Des Fosses, Francia)

Es un cemento sellador mineral bioactivo, basado en la tecnologia de biosilicato activo
(“Active Biosilicate Technology”) patentada por Septodont, que contiene
microagregados minerales.

Composicion:
Se compone de un polvo a base de silicato tricaicico, 6xido de circonio y povidona; y
una solucion acuosa de cloruro de calcio y policarboxilato (Fig. 2)17.

Fig. 2 Cemento sellador BioRoot™ RCS.

Ofrece las siguientes propiedades: Formulacion con minerales de alta pureza v libre de
monomeros, formacién de hidroxiapatita en la interfase conducto radicular-sellador y
mineralizacion de la estructura dentinaria, anfimicrobiano, hermético, radioopaco, de
facil manipulacién y puede retirarse del conducto radicular en caso de ser necesario.

BioRoot™ RCS es altamente biotolerable y reduce el riesgo de reacciones tisulares
adversas, estimula el proceso fisiologico del hueso y la mineralizacion de la estructura
dental. Ademas, crea un entorno favorable para la curacion periapical, previene el
desarrollo bacteriano que conduce a fracasos clinicos y su cristalizacién crea un sello
hermético dentro de los tibulos dentinarios.

Indicaciones

Obturacién permanente del conducto radicular en combinacion con puntas de
gutapercha, tanto para pulpa vital como necrética, o después de un procedimiento de
repeticion del tratamiento. BioRoot™ RCS es adecuado para su uso en la técnica de
cono Unico o de condensacién lateral en frio.




3. Pruebas de Biocompatibilidad (Uso en Endodoncia)

Se define biomaterial como aquel elemento quimico, que se integra de forma armoénica
con los tejidos naturales del organismo, sin causar dafio alguno por lo que el cuerpo
humano no lo rechaza, de tal manera que se establece un equilibrio de tolerabilidad
biologica entre ambostt,

Uno de los principales objetivos de la endodoncia es devolver la funcionalidad y [a
estética pérdidas por los dientes, asi como proteger el remanente dentario y en algunos
casos proteger el estado vital de los mismos, por lo que esto se logra con el empleo de
materiales de uso odontolégico que sean biotolerables’.

Actualmente existen técnicas y procedimientos en la investigacion clinica conocidas
como pruebas de biocompatibilidad que tienen como objetivo determinar la capacidad
que tiene un material de uso odontolégico para producir una respuesta bioldgica
favorable o desfavorable; sin embargo, existe otro término relacionado como lo es la
toxicidad que se define como el potencial relacionado con la dosis de un material que
causa la muerte celular o tisular 112,

Las pruebas de biocompatibilidad que evallan citotoxicidad se conocen como pruebas
primarias, las cuales evallan el efecto de los materiales sobre poblaciones celulares
para evaluar la respuesta inflamatoria o inmunolégica*4,

4. Fibroblastos del Ligamento Periodontal

En este estudio se utilizd un cultivo primario de fibroblastos del ligamento periodontal
obtenidos de una muestra del ligamento periodontal de un donador humano sano, los
cuales se cultivaron en el Laboratorio de Bicingenieria de Tejidos de la DEPel, de la
Facultad de Odontologia, UNAM. Los fibroblastos tienen la morfologia de huso alargado
de fibroblastos y un crecimiento celular normal.




5. Planteamiento del Problema

Todos los cementos selladores endodoncicos presentan foxicidad cuando estan recién
mezclados; sin embargo, la toxicidad disminuye mucho al fraguar. No obstante, deben
ser biotolerables al contacto e interaccidon con los tejidos periapicales, ya que si no es
asl pueden causar irritacion tisular o efectos adversos en los mecanismos de reparacién
locales. Por lo que las pruebas de citotoxicidad son procedimientos necesarios en la
evaluacion preclinica de los cementos selladores endodéncicos.

Por esta razoén surge la pregunta:
¢, Cudl cemento sellador tendrd una mejor adhesion y proliferacién con fibroblastos del
ligamento periodontal?

6. Justificacion

Realizar esta investigacién nos permite conocer si los cementos selladores estudiados
son biotolerables al contacto e interaccion con los tejidos periapicales, la importancia es
que al realizar la obturacion del sistema del conducto radicular implica el sellado del
apice con éstos, los cuales deben tener un efecto favorable para no afectar y permitir la
reparacion de los tejidos circundantes al érgano dentario. Conocer esta informacion es
(til para elegir los materiales adecuados que provoquen menor dafio en los tejidos y asi
una buena evolucion del tratamiento.

7. Objetivos

7.1 Objetivo general

Comparar la adhesién y proliferacién de fibroblastos del ligamento periodontal en cortes
transversales de 2 mm de dientes premolares previamente obturados con dos
cementos selladores endodédncicos: Uno a base de silicato tricalcico (BioRoot™ RCS) y
otro de resina amino-epdxica (AH-Plus®).

7.2 Objetivos especificos

1. Evaluar la adhesion celular a 4 y 24 horas.
2. Evaluar la proliferacién celular a 3,7, 9,14 y 21 dias




8. Hipotesis
8.1 Hipétesis de investigacion

La adhesion y proliferacion de fibroblastos del ligamento periodontal serda mayor en los
premolares obturados con cemento sellador BioRoot™ RCS que en los premolares
obturados con cemento sellador AH-Plus®.

8.2 Hipdétesis nula
No habra diferencias estadisticas significativas en la adhesion y proliferacién de
fibroblastos del ligamento periodontal en los premolares obturados con cemento

sellador BioRoot™ RCS que en los premolares obturados con cemento sellador AH-
Plus®.

9. Tipo de Estudio

Estudio experimental, in vitro.

10. Variables

_-Grupo de.cemento que se ' Variable. -
‘asigna de forma aleatoria al - nominal: _ -
;d|ente para ser obturado 0= Obturamon con cemento_.
: : . sellador AH- Plus® -

4= Obturacién con cemento_

sellador BlOROOtTM'RCS

‘Se mide la absorbancia-en: Nominal -~
funcion: de la: Iongitud de '-_(Ausencia/Presenma) _
'onda de 545 nm : “ALmayor absorbancla
mayor presencia celular.




11. Muestra

- Tamano: 30 premolares (superiores y/o inferiores) extraidos de humanos.

- Caracteristicas: Los dientes premolares se obtuvieron de pacientes que
acudieron a la Clinica de Cirugia Oral y Maxilofacial que fueron remitidos para la
realizacién de extracciones por motivos ortodéncicos del Departamento de
Ortodoncia de la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad

de Odontologia, UNAM.
- Seleccion de tipo no aleatorizada por conveniencia.

12. Criterios de Seleccion

12.1 Criterios de Inclusién

- Dientes premolares superiores y/o inferiores de humanos extrafdos por motivos

ortodoncicos.
- Dientes con apice completamente formado.
- Dientes unirradiculares o birradiculares.

12.2 Criterios de Exclusién
Dientes con caries o fractura radicular.
Dientes con tratamiento de conductos previo.

Dientes con reabsorcidon radicular.
Dientes con conductos calcificados.

12.3 Criterios de Eliminacién

Dientes que, al momento de instrumentarlos, sufran un accidente

como la separacién de un instrumento.

operatorio




13. Materiales

Equipo:
- Camara Fotografica Canon EOS Rebel T6i®

- Camara Iphone® 7 de 12 megapixeles

- Computadora

- Campana de flujo laminar clase Il A/B3 (Forma Scientific, inc. USA)

- Incubadora New Brunswick™ Galaxy® 14 S CO2 (Eppendorf® AG, Germany)

- Centrifuga Spectrafuge™ 6C Compact (Labnet International, Inc. USA)

- Lector de microplacas ChroMate® (Awareness Technology, Inc. USA)

- Microscopio {AmScope, Microsystems)

- Motor Dremel ® 3000

- Motor Elements (SybronEndo®})

- Ultrasonido Varios 370 (NSK®)

- Sistema de Obturacién con gutapercha E&Q MASTER™ (META® BIOMED)
{Incluye pistola y condensador de calor)

Material para instrumentacion, obturacion y corte de las raices de los dientes:
- Tubos cénicos {Costar, Corning Incorporated, Corning NY)
- Hipoclorito de sodio (NaOCl al 2.5%)
- Solucion de cloruro de sodio al 0.9%
- EDTA17% »
- Vaso recolector para muestra clinica con tapa rosca
- Vaso de precipitados de 100 ml
- Cianoacrilato
- Guantes, cubreboca y lentes de proteccion
- Campos de papel
- Lapicero
- Disco de diamante
- Hoja de bisturi #15
- Mango de bisturi #3
- Gasas estériles
- Pinzas de curacion
- Limas tipo K #10,15,30,35 de 21 mm (Dentsply Maillefer ®, Suiza)
- Limas del sistema rotatorio Protaper Next X1, X2 y X3 de 21 mm (Dentsply
Maillefer®, Suiza)
- 3jeringas de irrigacion de 5 mi
- 3 Agujas para irrigar (Ultradent NaviTip ®)
- Reglay regla de dedo milimetrada (Miltex®)
- Regla de metal de 30 cm
- Regla calibradora para puntas de gutapercha (Angelus®)
- Espatula de metal para cementos
- Loseta de papel
- Godete de vidrio
- 10-1/2P Condensador de Schilder (Dentsply Maillefer ®, Suiza)
- Topes de silicén (Dentsply Maillefer ®, Suiza}




Limas U-Files #15 para ultrasonido (NSK®)

Puntas de gutapercha no estandarizada FM (Hygenic®)

Puntas de papel! estandarizadas del N° 35 (Hygenic®)

Cemento sellador AH-Plus® (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemania)

Cemento sellador BioRoot™ RCS (Septodont; Saint Maur Des Fosses, Francia)

Material para Cultivo Celular:

Medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; GIBCO, Grand Island,
NY), suplementado con: 10% de suero fetal bovino (SFB), con antibioticos
(penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 pg/mi) y fungisona (0.3 pg/ml)

Kit de cultivo celular Cristal Violeta

Kit de cultivo celular WST-I

Fibroblastos del ligamento periodontal (cultivados en el Laboratorio de
Bioingenieria de Tejidos de la DEPel, UNAM)

Cajas de cultivo de 96 pozos (Costar, Corning Incorporated, Corning NY)

Cajas de cultivo de 48 pozos (Costar, Corning Incorporated, Corning NY)

Frascos para cultivo celular (Costar, Corning Incorporated, Corning NY)

Pipetas

Micropipetas (Rainin, Pipet - Lite, Mettler Toledo, USA)

Puntas para micropipetas de 0.1-10 | (Costar, Corning Incorporated, Corning NY)
Kit Cell-Tracker

- ”

s




14. Procedimiento y Descripcion de la Investigacion

Se seleccionaron 30 dientes premolares de humanos, los cuales una vez recién
extraidos se mantuvieron en una solucién de cloruro de sodio al 0.9% para mantenerlos
hidratados hasta el momento de su utilizacién.

Con una hoja de bisturi del #15 se eliminé todo tejido periodontal de las raices de los
dientes premolares.

Se removieron las coronas de los dientes premolares tomando como referencia la union
amelo cementaria con un disco de diamante y se extrajo el tejido pulpar con una lima
tipo K#15 (Dentsply Maillefer ®, Suiza) (Fig. 3).

Fig.3 A) Corte con disco de diamante de la corona de un diente premolar. B) Rmocic’m
de coronas de los dientes premolares.

14.1 instrumentacion de los conductos radiculares

Para la instrumentacion de los conductos radiculares de las raices de los dientes, se
comprobo la permeabilidad con limas tipo K #10 (Dentsply Maillefer ®, Suiza).
Posteriormente de cada conducto radicular se determind la longitud real de trabajo con
la lima #10, la cual se introdujo en el conducto hasta que la punta fuera visible en el
foramen apical y a esa longitud obtenida (medida con una regla de dedo milimétrica
{(Miltex®) se le disminuyé 1 mm para determinar la longitud real de trabajo de cada
conducto radicular (Fig. 4).

Fig. 4 A) Comprobacion de la permeabilidad con lima k #10. B) Medicion de la longitud
real de trabajo con regla milimétrica.




Todos los conductos radiculares se instrumentaron con limas del sistema rotatorio
Protaper Next (Dentsply Maillefer ®, Suiza) con el motor Elements (SybronEndo®) con
una velocidad constante de 300 rpm y torque 3.2 Ncm (Fig. 5).

Fig. 5 A) Sistema rotatorio Protaper Next (Limas X1, X2 y X3). B) Motor Elements
(SybronEndo®).

Los conductos se irrigaron con hipoclorito de sodio al 2.5%, entre el uso de cada
instrumento rotatorio. Aplicando una ligera presién apical, se instrumenté con la lima
X1, en una o mas veces hasta alcanzar la longitud de trabajo real obtenida de cada
conducto. Posteriormente se instrumenté con la lima X2 y X3 hasta alcanzar
pasivamente la longitud de trabajo real. Se instrument6 el tercio apical con lima manual
tipo K #35, confirmando la longitud de trabajo real y se permearon los conductos con
una lima #10, pasando 1 mm mas alld del foramen apical para remover barrillo
dentinario de fa zona (Fig. 6).

Fig. 6 A) Instrumentacién con lima X3 del Sistema rotatorio Protaper Next.
B) Instrumentacion del tercio apical con lima K #35.

Por ultimo, se realizé protocolo de limpieza y desinfeccién con ultrasonido en los
conductos radiculares: Se coloco hipoclorito de sodio al 2.5% activado con ultrasonido
por 20 segundos (realizando 3 ciclos), después se neutralizé con solucién de cloruro de
sodio al 0.9% para evitar la formacion de precipitados y al final se irrigd con 3 ml de
EDTA al 17% activado con ultrasonido por 20 segundos (Fig. 7).
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Fig. 7 A) Irrigacién con hipoclorito de sodio al 2.5%. B) Protocolo de irrigacién activado
con ultrasonido.

Todos los conductos radiculares fueron instrumentados por un mismo operador.

Las raices de los dientes premolares para su esterilizacion se colocaron bajo luz
ultravioleta en la campana de flujo laminar y posteriormente se colocaron en un vaso
recolector con una solucion de etanol y medio de cultivo modificado por Dulbecco con
antibiéticos como: penicilina (100 Ul/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y fungisona (0.3
pg/ml) por 48 horas dentro de una incubadora a una temperatura de 37°C en una
atmosfera de 95% de aire y 5% de CO2 en un ambiente con 100% de humedad.

14.2 Obturacion de los conductos radiculares

Previamente a su obturacion, los conductos radiculares se secaron con puntas de papel
estandarizadas del N° 35 (Hygenic®).

Las raices de los 30 dientes se asigharon de forma aleatoria en 2 grupos
experimentales (Fig. 8):

. 'Grupo I: Formado por 15 raices que fueron obturadas mediante la técnica de
compactacion de onda continua de calor, utilizando cemento sellador AH-Plus®
(Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemania).

* Grupo lI: Formado por 15 raices que fueron obturadas mediante la técnica de
cono unico, utilizando cemento sellador BioRoot™ RCS (Septodont; Saint Maur
Des Fosses, Francia).




Jr—

Se seleccionaron las puntas de gutapercha principales (FM), y cada punta se introdujo
en el orificio #35 de la regla calibradora que corresponde a la lima maestra apical, se
corté el sobrante de la punta de gutapercha colocada en la regla calibradora con una
hoja de bisturi del #15. Posteriormente, las puntas de gutapercha se desinfectaron, las
cuales se colocaron en un godete de vidrio con hipoclorito de sodio al 2.5% durante 5
minutos (Fig. 9).

Fig. 9 A} Calibracion de punta de gutapercha. B) Desinfeccion de puntas de gutapercha.

Se introdujo la punta principal en cada conducto hasta la longitud de trabajo real
verificando su ajuste clinico (Fig. 10).
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Fig. 12 A) Ajuste del condensador. B) Colocacion de la punta de gutapercha con
cemento sellador.

Una vez activado el condensador de calor, se cortd la porcién de la gutapercha que
sobresalia del conducto y posteriormente se procedi6 a la obturacion apical (downpack)
en donde se introdujo en el conducto la punta caliente del condensador con presidn
apical hasta alcanzar el nivel de la longitud establecida previamente con el tope de
silicobn. Se desactivé el condensador y se mantuvo la presion (10 segundos
aproximadamente), posteriormente se activd nuevamente el condensador y realizando
movimientos de lado a lado se exirajo la punta del condensador con un movimiento
rapido.

Por ultimo, se obturd el tercio medio y cervical del conducto (backfill) con la inyeccion
de gutapercha termoplastificada con la pistola del sistema de obturacién. Se obturé por
tercios, en donde cada vez que se inyectaba una porcién de gutapercha con el
condensador de Schilder se ejercia presién continuamente sobre la gutapercha
plastificada en el conducto para compactar el material y no dejar espacios vacios en la
obturacion (Fig. 13).

Fig. 13 A) Obturacién apical. B) Obtaci()n del tercio medio y cervical con inyeccién de
gutapercha.
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14.2.2 Obturacion del grupo |l

Se realizé la mezcla del cemento sellador BioRoot™ RCS (Septodont; Saint Maur Des
Fosses, Francia) de acuerdo a las indicaciones del fabricante (Fig. 14). Se colocé por
separado, una cucharada rasa de polvo sobre la loseta de papel y 5 gotas de solucién
de mezcla. Se prepar6 el cemento afiadiendo progresivamente el polvo al liquido con
una espatula, hasta obtener una pasta de consistencia lisa y cremosa (alrededor de 60
segundos); tan pronto como se obtuvo esa consistencia, se dejé de incorporar mas
polvo al liquido.

Fig. 14 Distribucién de las porciones del cemento sellador.

Se impregné la punta de gutapercha con el cemento sellador mezclado anteriormente,
la cuai se introdujo en el conducto radicular realizando movimientos de pincelado para
asegurar fa impregnacion del cemento en las paredes del conducto (Fig. 15). Después,
se ajusta la punta de gutapercha a la longitud de trabajo real dentro del conducto.

Fig. 156 Mezcla de cemento sellador BioRoot™ RCS e impregnacion de la punta de
gutapercha con el cemento.
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Para finalizar se corta la gutapercha que sobresale del conducto con el condensador del
sistema de obturacién.

14.3 Fraguado del cemento sellador

Una vez obturados todos los conductos radiculares, se mantuvieron las raices de los
dientes durante 48 horas dentro de una incubadora a una temperatura de 37°C en una
atmésfera de 95% de aire y 5% de CO2 en un ambiente con 100% de humedad para el
fraguado del cemento sellador.

14.4 Obtencidn cortes transversales

Las raices de los dientes se midieron con una regla milimetrada (Miltex®) y partiendo
del apice hacia coronal, se marcaron las raices con una linea cada 2 mm para localizar
la zona del corte (Fig. 16).

f’-j’ﬁ:
Fig. 16 A) Medicién de la raiz con regla milimetrada. B) Raices marcadas cada 2 mm
para su posterior corte.

Las raices de los dientes se colocaron con una gota de cianoacrilato en reglas de metal,
gue se usaron como base y soporte facilitando su manipulacién para realizar los cortes
con el disco de diamante (Fig. 17). Una vez polimerizado el cianoacrilato, se realizaron
los cortes transversales por grupo.




Fig. 17 Raiz seccionada transversalmente.

Se obtuvieron 60 cortes transversales de cada grupo de obturacién de los dientes
premolares. Se eliminaron los cortes obtenidos del apice radicular en los que no se
observaba presencia del cemento sellador. Los cortes obtenidos se guardaron en cajas
de cultivo estériles y posteriormente se esterilizaron con etanol y medio de cultivo
modificado por Dulbecco.

15. Cultivo Celular

Se aislaron y cuitivaron fibroblastos del ligamento periodontal obtenidos de una muestra
del ligamento periodontal de un donador humano sano. Una vez establecido el cultivo
primario se llevé a cabo el conteo celular, en donde los tubos se centrifugaron a 5,000
rem por 5 min, se retir6 el sobrenadante y el pellet obtenido se suspendié en 1.5 ml de
medio de cultivo modificado por Dulbecco que fue suplementado con 10% de suero
fetal bovino (SFB) con antibidticos (penicilina (100 U¥/ml), estreptomicina (100 ug/ml) y
fungisona (0.3 ug/ml)), finalmente se realiza el conteo celular y se ajusta la solucion
para obtener una concentracion de 1x10%ml (Fig. 18).

A) Conteo celular en Camara Neubauer.
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16. Ensayo de Adhesion Celular (Cristal Violeta)

Para el analisis de la cantidad de células adheridas a los cementos selladores AH-
Plus® y BioRoot™ RCS, se utilizd el ensayo “Cristal Violeta”. Los fibroblastos del
ligamento periodontal (PDL, por sus siglas en inglés) se sembraron a la concentracion
de 1x10° sobre los cortes transversales obturados de los premolares previamente con el
material, los cuales se cultivaron en cajas de 48 pozos durante 4 y 24 horas (Fig. 19).

Fig. 19 Cuitivo de fibroblastos de PDL en los cortes fransversales a analizar.

Al transcurrir el tiempo de adhesién celular, las células se lavaron con PBS al menos 3
veces Yy se fijaron con paraformaldehido al 4% durante 30 minutos; posteriormente se
lavaron nuevamente con PBS y se incubaron en una solucién de Cristal Violeta al 1%
durante 15 minutos. Se lavé el exceso de Cristal Violeta con agua bidestilada y se

extrajo el colorante con 200 ul de dodecilsulfato de sodio (SDS) al 2% (Fig. 20).

ioleta, para analizar los cortes transversales obturados.

Fig. 20 Ensayo Crista




La solucion obtenida fue leida en un lector de microplacas ChroMate® a una longitud de
onda de 545 nm (Fig. 21). Los cultivos controles fueron las células sembradas en la
caja de cultivo. El ruido de fondo del colorante fue restado de los valores de los discos
sin presencia de células y sometidas al mismo tratamiento que se utilizé en el ensayo
de Cristal Violeta.

Fig. 21 Lector de microplacas ChroMate® para analisis de datos.

17. Ensayo de Proliferacion Celular (WST-1)

Para poder determinar la proliferaciéon de los fibroblastos del ligamento periodontal
sobre los cementos selladores AH-Plus® y BioRoot™ RCS, se utilizd el ensayo de
proliferacion celular WST-1, basado en la determinacién colorimétrica de la actividad
metabolica y de la proliferacion celular. La sal soluble de tetrazolio (WST-1) pasa a
formazan mediante la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial de las células
viables, produciéndose un cambio de color. A mayor proliferacién, mayor actividad
mitocondrial, que se traduce en una mayor hidrélisis del reactivo WST-1, dando una
coloracion que se detecta a 450 nm.

Los cortes fueron cultivados por triplicado y se evaluaron a los 3, 7, 9, 14 y 21 dias de
cultivo. Después de cada periodo experimental, las células fueron incubadas con 10 pl
de WST-1 (50 mg/ml) a 37° por 4 horas. Transcurrido ese tiempo, la placa se llevé a un
lector de ELISA para obtener la densidad dptica a una longitud de onda de 450 nm en el
lector de microplacas ChroMate®. La proliferacion celular se evalué de acuerdo al
protocolo del fabricante (Fig. 22).
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Fig. 22 Ensayo WST-1, para analizar los cortes transversales obturados.

18.Microscopia de Fluorescencia

La microscopia de fluorescencia se llevé a cabo mediante el kit de Cell-Tracker que
mide la cantidad de células vivas presentes en el material y permite observar su
morfologia y zona de adhesion. Se colocaron 2.5 pl de Cell-Tracker en una caja de
cultivo con células de PDL con medio libre de rojo fenol y se dejo incubando por 1 hora;
posteriormente se retird el Cell-Tracker, se lavé la caja con PBS y se colocé medio de
cultivo modificado por Dulbecco. Transcurrida 1 hora, se cultivaron estas células
marcadas sobre los cortes transversales obturados de los premolares y posteriormente
se evaluaron a las 24 horas.



19.Analisis Estadistico

El analisis estadistico se llevé a cabo mediante el programa de GraphPad Prism. Se
realizd la prueba estadistica ANOVA de dos vias, representando la significancia *
desviacion estandar. Los resultados fueron con una p<0.05 fueron considerados
significativos. Se realizaron las pruebas estadisticas y se graficaron los datos
correspondientes.

20.Resultados

20.1 Adhesion Celular

En el ensayo de adhesién celular, se evaluaron los fibroblastos del ligamento
periodontal sembrados sobre los cortes transversales obturados de los premolares a las
4y 24 horas.

En los cultivos con los fibroblastos de PDL, el cemento sellador BioRoot™ RCS mostré
una adhesion a las 4 horas respecto al AH-Plus® sin diferencias significativas y a las 24
horas aumentd la diferencia entre los grupos, la adhesién fue mayor en el cemento
sellador BioRoot™ RCS con una p<0.05 (Grafico 1).

Adhesion Celular

BioRoot

AH-Plus

Cir

£45 nm

Cristat Violeta

Grafico 1. Adhesioén de fibroblastos del ligamento periodontal a 4 y 24 horas.
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21.Discusion

Existen diversos estudios en los gue se investiga el grado de citotoxicidad de cementos
selladores endoddncicos sobre células del ligamento periodontal, pero muy pocos
modelos evaliian la citotoxicidad celular en condiciones parecidas a las de la obturacion
con el cemento sellador en dientes de humanos como se realizé en este modelo de
estudio, el cual evalud y comparéd la adhesion y proliferacion de fibroblastos del
ligamento periodontal al contacto con dos cementos selladores endodéncicos: Uno a
base de silicato tricalcico (BioRoot™ RCS) y otro de resina amino-epdxica (AH-Plus®).

Silva et al. (2014), menciona que al realizar la obturacion del sistema del conducto
radicular y sellar el apice, los tejidos periodontales interactlian con los materiales de
obturacion como es el cemento sellador'®. Por lo que Ricucci (1998), hace énfasis en la
importancia de evaluar a los cementos selladores en distintos periodos, ya que tienen
diferentes niveles de citotoxicidad y en casos de extrusion podrian inducir dafio
citotéxico al tejido.

Eldiniz et. al. (2007), menciona al igual que los materiales recién mezclados cambian su
citotoxicidad debido a la degradacién de componentes téxicos que resultan de su
composicién?'22, siendo su toxicidad mayor inmediatamente después de su mezcla®.

Prillage et. al. (2018), en un estudio obtuvieron que BioRoot™ RCS en agua destilada
y PBS es significativamente mdas soluble que AH-Plus® en tiempos de inmersion
superiores a 1 minuto (20 min, 2 h, 24 h, 72 h, 14 d y 28 d). Sin embargo, la solubilidad
de BioRoot™ RCS es menor después de la inmersién a los 28 dias, que despues de 14
dias en PBS La solubilidad se considera perjudicial para un cemento sellador, pero
los cementos de silicato di y tricalcico al principio del proceso de fraguado, liberan iones
OH-y Ca?*, produciendo la formacién de hidréxido de calcio correlacionandose esto con
su eficacia antimicrobiana'”'® y la formacion de hidroxiapatita en la superficie de los
materiales promoviendo su bioactividad. En el estudio realizado, se relaciona que este
efecto influyé en los valores estadfsticamente significativos obtenidos de adhesion
celular que se obtuvieron a las 24 h, los cuales fueron mayores en BioRoot™ RCS que
en AH-Plus®; sin embargo, en cuanto a la proliferacién celular, debido a la solubilidad
del BioRoot™ RCS y por lo tanto pérdida del material, se relaciona la disminucion de
estos valores a comparacién al AH-Plus®. Esto a su vez, se comprobé porgue al
momento de realizar la toma del cultivo celular para su medicion, se observaba material
precipitado al fondo de las cajas de cultivo que alojaban las muestras obturadas con
BioRoot™ RCS, indicandonos la solubilidad y pérdida del material. No obstante, el
BioRoot™ RCS tiene una mejor estabilidad a largo plazo, lo que a su vez mantiene el
crecimiento celular sobre el material, mientras que en el cemento AH-Plus®
observamos una disminucion.

Un factor diferente en los resultados que influyé en comparacién con otros estudios que
han evaluado a los cementos selladores, es el de la eleccién del modelo in vitro para
evaluar su citotoxicidad, ya que la mayoria de los estudios realizan las pruebas de
citotoxicidad en pastillas realizadas con el material a estudiar, teniendo mayor superficie
de contacto con el material, lo cual influye en la cantidad de células que se puedan




adherir a la superficie. En este estudio, el modelo de eleccion in vitro fue el de la
obturacién en dientes de humanos, que es mas real a lo que se realiza en la practica
clinica, por lo que en este caso la evaluacion de los cementos selladores es con menor
cantidad de material.

Otro punto importante a mencionar es el de realizar una obturacion lo mas hermética
posible, ya que un sellado tridimensional es esencial para impedir una reinfeccion y
recontaminacion, obstruyendo el paso a microorganismos y toxinas al tejido
periapical®*25, En un primer estudio radioldgico sobre éxito y fracaso, Ingle et al. (1955)
indicaron que un 58% de los fracasos se debian a una obturacién incompleta®. Kulid J
et. al. (2007), et al. mencionan que todas las técnicas de obturacion mediante
termoplastificacion reproduciran los defectos e irregularidades del sistema de
conductos?®. Sahni P, et al. (2008) comparé una obturacién de onda continua contra la
técnica de cono Unico, concluyendo que la técnica plastificada con calor otorga una
obturacidon con menos espacios?’. Por lo que, comparando los resultados obtenidos en
este estudio, si se elige la técnica de cono Unico para la obturacién con el cemento
sellador BioRoot™ RCS, el cual produjo bajos resultados en cuanto a proliferacion
celular, teniendo en cuenta la solubilidad del material, se afectarfa la calidad del
tratamiento de conductos ya que se reduciria el sellado hermético del tratamiento de
conductos.




22.Conclusiones

Este estudio ha demostrado que ambos cementos selladores permiten el crecimiento de
fibroblastos de ligamento periodontal, comprobando asi su biotolerabilidad por los
tejidos periodontales en caso de extrusién de cemento sellador al realizar la obturacion
en el tratamiento de conductos. Sin embargo, existe una diferencia estadistica
significativa en la adhesién celular a las 24 h, la cual fue mayor en el cemento seliador
BioRoot™ RCS en comparacion con el cemento sellador AH-Plus®, comprobando asi
su bioactividad en este periodo de tiempo. También se obtuvo una diferencia estadistica
significativa en la proliferacién celular en los dias 9 y 14, que fue mayor en el cemento
AH-Plus® en comparacion con el cemento sellador BioRoot™ RCS, lo cual puede
deberse a la mayor solubilidad de éste Ultimo en su fraguado inicial y al contacto con
fluidos tisulares.

Los dos materiales mostraron no ser citotdéxicos y permitieron el crecimiento celular a
los 21 dias de cultivo, el BioRoot™ RCS mostré una mayor eficiencia a las primeras
horas de cultivo y a largo plazo, mientras que el AH-Plus® tuvo un pico en los dias 9y
14 y luego perdié eficiencia,

La baja citotoxicidad de un cemento sellador endodéncico es una de las condiciones
bésicas para un tratamiento endoddncico exitoso y la curacion del periodonto. Por lo
tanto, las consideraciones para elegir un cemento sellador adecuado del conducto
radicular incluyen sus propiedades tanto fisicas y biotolerabilidad, pero, a pesar de la
irritabilidad que los cementos selladores endodéncicos pueden causar en los tejidos
periapicales, los endodoncistas deben evaluar las ventajas y desventajas de la
extrusion del sellador, asi como de la técnica de obturacién de su eleccion, la cual
influira también en el éxito del tratamiento de conductos. Ambos materiales son buenos
y se debe poner sobre la balanza criterios de uso, costos y beneficios a media y largo
plazo.
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