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Evaluacion de la citotoxicidad en cultivos de
fibroblastos de ligamento periodontal humano,
utilizando materiales de retroobturacién apical:
Biodentine™, IRM® y MTA®.

C.D. Damian Morales Roméan1. Residente de |a Especialidad en Endodoncia de la DEPel de la UNAM.
Dr. Jacinto Aleméan Luis Fernando2, Profesor del Laboratorio de Patologa Bucal de la DEPel de la UNAM.
C.D.Esp. Tinajero Morales Carlos3. Profesor en la Especialidad en Endodoncia de la DEPel de la UNAM,

Introducciéon

El tratamiento quirlirgico supone aproximadamente el 3-10% de la practica de
la especialidad endodéncica, y la cirugia perirradicular generalmente se realiza
en presencia de patologia perirradicular persistente o cuando el tratamiento
endodoncico por via ortégrada ha fracasado. ("La cirugia periapical se debe
considerar una extension del tratamiento no quirtrgico ya que la etiologia de la
enfermedad y los objetivos del tratamiento son los mismos: la prevencion o la
eliminacién de la periodontitis apical crénica.

Después de la preparacion apical, un material de obturacion retrograda se
utiliza para sellar la cavidad del extremo radicular. La prevencion de
microfiltracién, biocompatibilidad y estabilidad del material en los tejidos
apicales es muy importante. Una obturacién apical del conducto radicular de
buena calidad es esencial para el éxito de la cirugia endodéncica, @

Muchos materiales se han utilizado para el relleno de Ia preparacion retrégada,
incluyendo a la amalgama, gutapercha, cementos a base de 6xido de zinc-
eugenol, ionémero de vidrio, oro, Cavit®, resina compuesta, cemento
bioceramico y MTA®. Desafortunadamente, el material de relleno retrogrado
ideal atin no se ha encontrado. @

El MTA® fue introducido como material de obturacion retrograda en
endodoncia por Mahmoud Torabinejad. Es el material reconocido como el
estandar de oro para una gran variedad de situaciones clinicas y es quizés lo
mas cercano al material ideal.

IRM® es un material a base de 6xido de zinc-eugenol, el cual fue introducido
en cirugia periapical en busca de encontrar materiales alternos que mejoraran
el sellad)o apical y con menor citotoxicidad en comparacién a la amalgama
dental. ®

Biodentine™ es el mas reciente material de introduccién a la gama de
productos empleados en procedimientos endodéncicos. Este material retine
grandes propiedades mecanicas, facil manipulacién y alta biocompatibilidad
comparables al MTA®. ©

Para lograr la cirugfa perirradicular satisfactoria, un material de obturacién
retrograda ideal debe cumplir los siguientes requisitos: biocompatibilidad con
los tejidos periapicales, alta capacidad de sellado, capacidad deseable de



regeneracion del tejido periapical, inhibicion eficaz de microorganismos
patégenos, radiopacidad suficiente para distinguir el material del tejido
circundante y excelentes propiedades de trabajo y manipulacién.

Numerosos estudios con diversos métodos y materiales de ensayo se han
aplicado para evaluar la biocompatibilidad. Los principales métodos son
pruebas de citotoxicidad sobre células o cultivos de tejidos, implantacion en el
tejido conectivo subcutaneo o hueso en animales de experimentacion. @

Este trabajo evalud la viabilidad celular de fibroblastos de ligamento periodontal
humano, por medio de un ensayo IN VITRO de 3 diferentes materiales
utilizados en cirugia periapical (MTA®, IRM® Y BIODENTINE™).

Antecedentes

La amalgama fue un material de obturacién retrégrada de uso frecuente, con
buena radiopacidad y no reabsoerbible. *") Los efectos bioldgicos de la
amalgama se cree que depende del modo de fabricacién y la composicién de la
aleacion. El zinc es conocido por ser citotéxico y su liberacién de la amalgama
se considera una causa importante de citotoxicidad. Las amalgamas libres de
zinc son menos citotéxicas en comparacion con las que contienen zing. @

En estudios a corto plazo la respuesta de los tejidos periapicales a la
amalgama ha mostrado ser desfavorable, asociada principalmente a la
inflamacién. Estos estudios han oscilado entre 2 semanas a 5 meses después
de la colocacion.

Tronstad et al., concluyeron que las amalgamas de plata convencionales recién
mezcladas eran muy citotéxicas debido al mercurio sin reaccionar, y la
citotoixicidad de la amalgama disminuia al endurecer. ®“Maher et al., en un
modelo animal (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 investigacién encontré que la
amalgama que se coloca en la porcién apical de la raiz es rodeada por tejido
conectivo fibroso en las préximas 15 semanas, (19

Otros tipos de cementos empleados en la obturacién retrégrada son: a base de
0xido de Zinc-eugenol (Super EBA® e IRM®) que se han empleado en cirugia
periapical. EI cemento Super EBA® estd compuesto de 60% de éxido de zinc,
34% de oxido de aluminio, 6% de resina natural y el liquido 37.5% de eugenol y
62.5% de acido ortoetoxibenzoico; la composicién del IRM® es 80% de éxido
de zinc, 20% de Polymetilmetacrilato, el liquido contiene 99% de eugenol y 1%
de acido acético. Dado que ambos,Super EBA® e IRM® contienen eugenol, se
ha expresado preocupacién acerca de los posibles efectos nocivos sobre los
tejidos periapicales. ") Sin embargo, Blackman etal., reportaron que el IRM® es
relativamente biocompatible y sugirieron que seria util para los procedimientos
de obturacion apical en Endodoncia. ') Adicionalmente Oynick y Oynick,
reportaron crecimiento de fibras colagenas sobre Super EBA® como material
de obturacién retrograda, ademas reportaron a este material como
biocampatible. "?Dorn y Gartner, examinaron los resultados del IRM®, Super



EBA® y amalgama como materiales de obturacién apical de 6 meses hasta 10
afos, reportando un éxito del tratamiento en un 95% con Super EBA®, 91%
con IRM® y 75% con amlagama, sugiriendo al cemento Super EBA® como
mas biocompatible, sin existir una diferencia estadisticamente significativa
entre IRM® y Super EBA®. "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. ("4

MTA®

El MTA® fue introducido como material de obturacion retrograda en
endodoncia por Mahmoud Torabinejad y colaboradores en 1993, su patente fue
oforgada en 1995 y comercializado en 1998. ¥ La composicién del cemento
MTA® (ProRoot MTA Dentsply/Tulsa Dental, Tulsa, OK) es un polvo que
contiene 53.1% de silicato tricalcico, 22.5% silicato dicalcico, 21.6% de éxido
de bismuto y pequefias porciones de aluminio tricalcico y sulfato de calcio; asi
como un liquido que contiene agua estéril, 19

Actualmente existen dos presentaciones de MTA® (gris y blanco), es
ampliamente utilizado en obturaciones retrogradas, apexificaciones,
pulpotomias y reparacion de perforaciones. El MTA® ha sido reconocido como
el estandar de oro para una gran variedad de situaciones clinicas y es quizas lo
mas cercano al material ideal, debido a sus excelentes propiedades fisico-
quimicas y biolégicas. ()

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 numerosos instrumentos disefiados para su
colocacién y su elevado costo. (1)

La capacidad de sellado de este material en obturaciones retrégradas es
superior al de la amalgama, IRM® y Super EBA® tanto en estudios de filtracién
de tinta como bacteriana. ') En un estudio realizado en animales, el MTA®
mostré producir una menor respuesta inflamatoria en los tejidos periapicales y
una mayor formacién de cemento radicular sobre el material, comparado con el
cemento Super EBA®, IRM® y amalgama. (18:19:20)

Biodentine™

Un nuevo material basado en silicato de calcio, desarrollado por investigadores
de Septodont, como un sustituto de la dentina dafiada es Biodentine™
(Septodont Ltd., Saint Maur des Fausse's, France). Es el mas reciente material
de introduccién a la gama de productos empleados en procedimientos
endodéncicos. Este material reine grandes propiedades mecanicas, facil
manipulacién y alta biocompatibilidad.

Los componentes de Biodentine™ son silicato tricalcico (principal componente
del polvo y regulador la reaccion de fraguado), carbonato de calcio (material de
relleno), diéxido de zirconio (otorga radiopacidad al cemento), cloruro de calcio
(acelerador de reaccion), 6xido de hierro y un agente reductor de agua (reduce
la viscosidad del cemento). El liquido contiene cloruro de calcio, como



acelerador y polimero hidrosoluble que funciona como agente resistente al
agua. ?" sy pH es alcalino de 11.7-12.3. La mezcla se basa principalmente en
un policarboxilato modificado, que logra una alta resistencia a corto plazo,
reduciendo la cantidad de agua requerida por la mezcla y manteniendo su facil
manipulacién. %2

Segln los estudios clinicos realizados con Biodentine™, este cemento no es
citotxico, mutagénico, sensibilizante o irritante. Laurent en 2008 "), reports
que el uso de Biodentine™ en contacto directo con el tejido pulpar, induce el
desarrollo de dentina reparativa (primer signo de formacion de puente
dentinario), manteniendo la vitalidad pulpar. Este estudio sugiere que
Biodentine ™es capaz de estimular la iniciacién y desarrollo de mineralizacién,
haciéndolo comparable con el MTA®. Otras indicaciones terapéuticas para este
material son la reparacion de perforaciones en conductos radiculares 0 piso de
camara pulpar, cirugia endodéncica retrograda, pulpotomia en molares
temporales y apexificacién, ©

Ensayo MTT

Este método es utilizado para medir supervivencia y proliferacion celular: se
basa en la reduccién metabdlica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa en un compuesto de color azul (formazan), permitiendo
determinar la funcién mitocondrial de las células tratadas, por lo tanto la
produccién de formazan es directamente proporcional a la viabilidad celular, se

gggggg)é realizar este ensayo debido a su simplicidad, precisién y accesibilidad,

Planteamiento del problema

En la actualidad la variedad de materiales para la obturacion retrégrada es
amplia; sin embargo, siempre se debe considerar al material con mayor
biocompatibilidad como el candidato a emplear, ademas de que debe cumplir
los requerimientos clinicos necesarios segtin el caso. Actualmente el IRM® y
MTA® son la alternativa clinica més empleada en los procedimientos de cirugia
periapical con obturacion. No obstante la reciente introduccién de materiales a
base de silicatos tricalcicos como Biodentine™, plantea la necesidad de
analizar su efecto y propiedades para poder ser empleado en procedimientos
quirdrgicos como la obturacién retrégada. El estudio de la biocompatibilidad a
través de ensayos de citotoxicidad o viabilidad celular es el principal requisito
que debe ser analizado. Por lo cual surge el si%uiente cuestionamiento: de los
cementos para retrobturacién como Biodentine™, IRM® y MTA®, ¢cual sera el
de mayor biocompatibilidad?



Justificacion

El material ideal para la obturacién retrograda del sistema de conductos
radiculares, seria aquel que sella el conducto impidiendo la salida de bacterias
y sus productos toxicos hacia los tejidos periapicales, que sea reabsorbible por
los tejidos periapicales, biocompatible y estable dimensionalmente a lo largo
del tiempo. Uno de los aspectos mas importante a evaluar en materiales que se
usan en cirugia periapical es la tolerancia biolégica de acuerdo a Chong y Pitt
Ford.®® En este estudio se compara la biocompatibilidad del MTA®,
Biodentine™ e IRM® evaluando la citotoxicidad in vitro sobre fibroblastos de
ligamento periodontal humano cultivados: los resultados pretenden guiar al
clinico a tomar una mejor decisién en la eleccion del material para realizar la
retroobturacion apical del conducto radicular.

Objetivo

Evaluar el efecto de los cementos IRM®, MTA® y Biodentine™sobre Ia
viabilidad de fibroblastos de ligamento periodontal humano.

Hipotesis
Ho La viabilidad celular es igual en fibroblastos de ligamento periodontal

humano expuestos a Biodentine™, MTA® e IRM®.

Hq La viabilidad celular sera mayror en fibroblastos de ligamento periodontal
humano expuestos a Biodentine™ comparado a los expuestos a MTA® e
IRM®.

H, La viabilidad celular sera menor en fibroblastos de ligamento periodontal
humano expuestos a Biodentine™, comparado a los expuestos a MTA® e
IRM®.



Materiales y métodos

Cementos endodoéncicos

Tres cementos que se emplean como material de obturacién retrograda en
cirugia periapical fueron utilizados para evaluar su citotoxicidad, el MTA
Angelus® blanco (Angelus, Londrina—PR-Brasip, IRM® (LD Caulk Division,
Dentsply International, Milford, Del) y Biodentine™ (Septodont, Saint-Maur-des-
Fosses, France). La composicion y los datos del fabricante de cada cemento se
muestran en la tabla 1. Los cementos fueron preparados con base en las
instrucciones de cada fabricante. Brevemente, la preparacion se muestra en la
tabla 2.

Tabla 1. Cementos, composicién y fabricante

Cemento “Composicion ~ Fabricante
sellador
- IRM® | Polvo:éxidodezincy | LD Caulk Division, Dentsply
polimetilmetacrilato International, Milford, Del.

Liquido: Eugenol

MTA ANGELUS® | Silicato tricalcico, silicato Angelus, Londrina-P-R-Brasil
BLANCO dicalcico, 6xido de bismuto,
residuos insolubles de
silice cristalina, 6xido de
calcio y sulfatos de potasio

y sodio
~ Biodentine™ | Polvo: Silicato tricalcico, | Septodont Saint-Maur-des-
Carbonato de calcio y Fosses, France

Diéxido de zirconio

Liquido: Cloruro de calcio,
Agente reductor de agua y
agua




i ~ Tabla 2 Modo de preparacion de los cementos
‘Cemento | Modo de preparacién |  Tiempo de fraguado |
sellador inicial
(IRM®#28 1.5 cucharadas de polvo |  3-5min.
1 gota de liquido
MTA ANGELUS® | 1 cucharada de polvo y|  10min.
BLANCO ©29) 1 gota de agua destilada
BIODENTINE™ | Colocar 5 gotas de la|  10-12min.
(6.:30) pipeta al interior de la
capsula, mezclar por 30
seg. en amalgamador.

Preparacion de medio de cultivo condicionado

LLa obtencion de los medios condicionados se realizaron en un ambiente
aséptico dentro de una campana de flujo laminar (Baker, Edge Gard). Se
mezclaron los cementos de acuerdo a la instrucciones del fabricante,
colocando 1 mm de espesor aproximadamente en el fondo del pozo en una
caja de 24 pozos de cada cemento, lo cual correspondio a una area de 2cm?,
se colocd 1 ml de DMEM/F12 con SFB al 10% con penicilina y estreptomicina,
el cual fue diluida a 4ml, seguin las especificaciones de la norma I1SO 10993-5.
Se prepararon tres protocolos para la obtencion de medio condicionado. El
protocolo 1 correspondié a preparacion del cemento, colocacion y recuperacion
inmediata del medio de cultivo. El protocolo 2 correspondio a la preparacion del
cemento y recuperacion del medio 24 horas después de su incubacion a 37 °C
con 5% CO2. En el protocolo 3 se permitié el fraguado de 24 horas de los
cementos bajo luz UV en ambiente aséptico, y posterior a la aplicacion el medio
DMEM vy se recuper6 24 horas después. Los medios fueron mantenidos a 4°C
hasta su momento de uso. (Fig. 1)
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Fig. 1 Preparacidn de medio condicionado




Ensayo de viabilidad celular.

Para determinar la viabilidad celular se utilizd el ensayo de MTT
(metiltiazoltetrazolio). Las células empleadas para este ensayo fueron
fibroblastos de ligamento periodontal humano (donadas por el Dr. Marco
Antonio Alvarez Pérez), las cuales se cultivaron a una densidad de 1 x 10*. Los
tiempos de cultivo y medicién fueron 0, 24, 48, 72 horas, 7 y 14 dias,
realizando los ensayos por triplicado para cada medio condicionado (Fig. 2).
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Fig. 2 Viabilidad celular,

Se utilizo el ensayo Vibrant MTT (Molecular Probes, Invitrogen, EU) siguiendo
las instrucciones del fabricante; se adicionaron 10pul de la solucion MTT a cada
pozo de la caja de cultivo, se incubé a 37°C por 4 horas, la reaccion fue
detenida adicionando 50ul de DMSO (dimetilsulfoxido), incubando nuevamente
por 10 minutos. La lectura de absorbancia fue realizada a una longitud de onda
de 545nm en el lector de placas (ChroMateAwarenessTecnology Inc. E.U).

Analisis estadistico

Se obtuvieron medidas de tendencia central y dispersion. Se realizo el andlisis
estadistico utilizando el ensayo de ANOVA de medidas repetidas para
determinar la significancia de las mediciones temporales, asi como el ANOVA
con post hoc de Dunnet para determinar la significancia de comparaciones
entre los distintos protocolos y el control. Se consideré6 una P<0.05 como
significativa.



Resultados

Los resultados observados respecto a la viabilidad celular de fibroblastos del
ligamento periodontal (FLP) por medio del ensayo MTT en relacion a la
absorbancia para el grupo control se observé una conducta heterogénea (tabla
3), con descensos y ascensos en la viabilidad, con una tendencia final hacia la
proliferacién, presentando aumento significativo en la viabilidad celular
unicamente a los 14 dias de cultivo (P=0.043).

En el protocolo 1, el medio condicionado con IRM® se observé una mayor
tendencia proliferativa en los FLP. Se presentaron aumentos significativos al
comparar nuestra medicién basal (0 horas) contra la medicion de 72 horas
(p=0.046), 7 dias (p=0.030) y 14 dias (p=0.040).

En el medio condicionado con Biodentine™, los FLP, presentaron una marcada
tendencia proliferativa, no obstante, solo se observé un aumento significativo al
comparar nuestro grupo base contra 14 dias (p=0.016).

En el medio condicionado con MTA®, los FLP mostraron una tendencia
proliferativa predominante, se observé aumento significativo en la medicién de
7 dias (p<0.001).
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Grafica 1. Protocolo 1

En el protocolo 2, el medio condicionado con IRM® los FLP, presentaron una
tendencia proliferativa, sin presentar cambios significativos al compararlos con
la medida basal (0 horas).

En el medio condicionado con Biodentine™, los FLP mostraron un
comportamiento heterogéneo con aumentos y disminuciones en la proliferacion
celular con tendencia a la proliferacién. Se presentd una disminucién
significativa de la viabilidad a las 24 horas (p=0.007) y un aumento significativo
a los 14 dias (p=0.013) al compararlos con la medida basal de 0 horas.



El medio condicionado de MTA® los FLP, presentaron una tendencia
proliferativa. Se observaron cambios significativos en el dia 7 (p=0.035) en
comparacion a las 0 horas.
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Grafica 2. Protocolo 2

En el protocolo nimero 3, el medio condicionado con IRM® los FLP
presentaron un comportamiento heterogéneo con aumentos y disminuciones
en la proliferacion celular con tendencia a la proliferacion. Se observo
significancia en el dia 14 (p=0.003) al compararlo con las 0 horas.

En el medio condicionado con Biodentine™ su comportamiento fue
heterogéneo con aumentos y disminuciones en la viabilidad celular, la
tendencia fue a la proliferacion. Al compararlos con la medida basal de 0 horas,
se observdé un aumento significativo de la viabilidad celular a las 24 horas
(p=0.003), 48 horas (p=0.001) y a los 14 dias (p=0.002).

El medio condicionado con MTA® su comportamiento fue heterogéneo con
aumentos y disminuciones en la viabilidad celular, con tendencia a la
proliferacion. Se observé un aumento de la viabilidad celular a las 48 horas
(p=0.011) y en el dia 14 (p=0.001).
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Grafica 3. Protocolo 3
Tabla 3. -
Tiempo 0 horas 24 horas 48 horas 72 horas 7 dias 14 dias
Control .503(.03) 44(.02) .54(,02) .504(.06) 429(.006) | .676(.04)
Protocolo 1 | IRM 377(.006) | .366(.003) .372(.002) .394(.006) | .454(.01) | .492(.03)
MTA .386(.01) .391(.004) 394(.01) 407(.01) A76(.01) | .569(.12)
BIODENTINE 532(17) 447(.01) 482(.01) 514 (.02) 697(.02) | 1.09(.05)
Protocolo 2 | IRM 409(.02) 387(.01) 402(.005) 452(.03) 464(.01) | .497(.03)
WA .300(.003) | .406(.01) 404(.01) 41(.006) 458(.01) | .593(.103)
BIODENTINE .684(.02) .458(.01) 66(.02) .604(.10) 786(.08) | .97(.03)
Protocolo 3 | IRM .404(.01) A71(.01) 412(.01) 457(.05) 449(.01) | .650(.02) |
MTA | .573(01) .562(.16) ,649(.02) .654(.04) 507(.01) | .741(.002)
"BIODENTINE 481(.01) .729(.02) .799(.008) .738(.20) 654(14) | 1.12(.03)

En las comparaciones intergrupales o multiples de los diferentes cementos y el
control, se observé que en el protocolo de acondicionamiento 1 Unicamente el
grupo Biodentine™ presenté aumentos significativos en la proliferacion celular
(P<0.001), mientras que en los grupos MTA® e IRM® no se observo cambios
significativos. En el protocolo 2 se observo el mismo patréon que en protocolo 1
para los tres cementos. En el protocolo 3 observamos que tanto Biodentine™
como MTA® presentaron cambios significativos en la proliferacion celular
(P<0.001), mientras que IRM no presento cambios respecto a la proliferacion a
los 14 dias de seguimiento.
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IRM  MTA ' BIO

Protocolo 1 P=0.932 P=0.536 P=<0.001*
Protocolo 2 P=0.353 P=0.213  P=<0.001* |
Protocolo3  P=0.148  P=<0.001* P=<0.001*

*Significancia de Comparativos intergrupales
Discusion

El objetivo de la cirugia periapical es remover las causas de la enfermedad
periapical y proveer un ambiente favorable para la curacion. Se han fabricado
nuevos materiales de retro-obturacion, entre otros avances tecnolégicos que
mejoran la calidad del tratamiento quirdrgico, el cual tiene una tasa de éxito
que va de un 58% - 96%. ¢V

Uno de los requisitos mas importantes de un material de retro-obturacion
utilizado en cirugia periapical es su tolerancia biolégica. La biocompatibilidad
de los materiales se evallia en un principio en estudios in vitro, la evaluacion
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. @®
En este trabajo de investigacion in vifro se evaludé la citotoxicidad sobre
fibroblastos de ligamento periodontal (FLP), de 3 diferentes cementos (MTA®,
IRM® Y Biodentine™) utilizados para realizar retro-obturacién en
procedimientos quirdrgicos endodéncicos, utilizando la viabilidad celular como
parametro de medicion por medio de un ensayo MTT. Se utilizaron células de
FLP para tratar de simular la respuesta celular inducida por los cementos en la
region periapical después de la obturaciéon endodéncica, al igual que en ofros
experimentos, ($2333435)

El IRM® dentro de esta investigacion mostré ser el mas citotoxico de los
cementos evaluados en los 3 protocolos; aun asi, en su analisis intragrupal a
pesar de tener un comportamiento heterogéneo de aumentos y disminuciones
en la viabilidad, su tendencia fue a la proliferacién. Sin embargo en los tres
protocolos fue el cemento que obtuvo menor viabilidad. Estos resultados
coinciden con otros estudios **%® en los cuales al compararlo con el MTA®
mostro ser mas citotoxico.

Esta citotoxicidad puede ser debida al eugenol que representa el 99% de la
composicion del liquido del IRM®, la liberacion de este comPuesto segun
Maher et al, puede causar un proceso de curacién mas lento. % Sin embargo
en estudios clinicos que comparan el MTA® con IRM® como materiales de
retro-obturacién no existié diferencia estadisticamente significativa en la
curacién de las cirugias periapicales realizadas, sugiriendo que ambos

{Qgtgr)iales son opciones a tomar en cuenta como materiales de retoobturacion.
37,38
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El grupo de MTA® mostré una tendencia a la proliferacion celular, siendo esta
mayor que el IRM® y menor que Biodentine™, los aumentos significativos en la
viabilidad celular se presentaron a partir del dia 7 en los protocolos 1 Yy 2, pero
en el protocolo nimero 3 obtuvo un aumento significativo en la proliferacién
celular a las 48 horas y 14 dias. Al igual que el eugenol en el IRM® se
considera un componente citotéxico, el MTA® contiene o6xido de bismuto el
cual le da la propiedad de ser un material radiopaco, este compuesto ha sido
cuestionado por Camilleri J. et al, ya que considera que el 6xido de bismuto no
estimula la proliferacién celular a corto plazo, ®sin embargo se considera que
este compuesto no afecta la biocompatibilidad del MTA® y las células tienen la
capacidad de aumentar su proliferacién con el paso del tiempo. (441

Biodentine™ mostré ser el menos citotéxico de los 3 materiales estudiados,
con aumentos significativos de la viabilidad celular y aumentando la
proliferacién celular conforme pasa el tiempo, siendo una constante el aumento
de la viabilidad en el dia 14, en los 3 protocolos. Solo existié una disminucién
significativa de la viabilidad a las 24 horas en el protocolo nimero 2,
recuperando la viabilidad al aumentar el tiempo de exposicion,

De acuerdo a los resultados que obtuvimos al comparar Biodentine™ con
MTA® e IRM®, Biodentine™ fue el cemento con mayor viabilidad celular,
existiendo diferencias significativas en el dia 14 de los 3 protocolos, esto puede
ser debido a la composicién de los materiales, ya que Biodentine™ tiene éxido
de zirconio como elemento que le da radiopacidad, en un estudio publicado por
Li J. et al, “2) se observéd que los fibroblastos expuestos a éxido de zirconio
exclusivamente, se redujo el nimero de células a un 90% después de 1 dia de
exposicion. Esto puede ser comparable a lo sucedido con el protocolo nimero
1y 2 de nuestro ensayo, donde existié6 una disminucion significativa en Ia
viabilidad celular a las 24 horas, no obstante después de este tiempo hubo una
recuperacion de la proliferaciéon celular conforme aumentaba el tiempo de
exposicion, debido a la eliminacién o degradacion de este compuesto.
Interesantemente en el protocolo 3 no existié una disminucién significativa de la
viabilidad coincidiendo con el estudio de Dion et al, donde se evalud la
citotoxicidad del oxido de zirconio sobre fribloblastos de raton, sugiriéndonos
que este compuesto no es citotéxico para las células. 4%

La intencién de realizar 3 protocolos para la obtencién de medio de cultivo
condicionado se basé en la consideracion del tiempo de fraguado. Tanto para
el protocolo 1 y 2 se colocaron el DMEM de forma inmediata, permitiendo la
solubilizacion de los cementos de una manera mas rapida. No asi en el
protocolo 3 donde se permitié que fraguara 24 horas para colocar el DMEM.
Nuestro andlisis estadistico indico que Biodentine™, tanto para el protocolo 1 y
2 obtuvo aumentos significativos en la viabilidad, mientras que en protocolo 3
Biodentine™ y MTA® reportaron aumentos significativos. Estos resultados
podrian relacionarse con el estudio de Zhou et al, teniendo en cuenta que en el
protocolo 3 los materiales entraron en contacto con el medio de cultivo 24
horas después de fraguados; estos materiales probablemente tuvieron menor
dilucién, las diluciones con menor concentracién de los cementos tendran una
mayor viabilidad. ®¥ En otro estudio, Khedmat et al, menciona que el tiempo de
almacenamiento después del fraguado de los cementos, influye en la
viabilidad, a mayor tiempo de almacenamiento menor es la liberaciéon de los
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componentes del cemento una vez que entra en contacto con el medio de
cultivo, por consiguiente la viabilidad aumenta independientemente del tiempo
de exposicion. @4

En la actualidad existen diversos estudios de citotoxicidad in vitro que refieren
que no existe una diferencia significativa entre MTA® y Biodentine™, teniendo
ambos cementos comportamientos similares. @32444)

Al igual que Biodentine"", aparecen materiales nuevos que tratan de mejorar
las caracteristicas del MTA®, tal es el caso de EndoSequence Root Repair
Material® (Brasseler USA, Savannah, GA), el cual es un material bioceramico
compuesto por silicato de calcio, 6xido de zirconia, éxido de tantalio, fosfato
calcico y agente de relleno. De acuerdo a la consistencia deseada, el ERRM®
en jeringa se utiliza como cemento sellador en la obturacién de conductos;
mientras que el ERRM® en consistencia de masilla es firme y moldeable, ideal
para reparar perforaciones, como material de obturacion retrégrada, formacion
de topes apicales y para recubrimientos pulpares. ¢>3345 Seria interesante
realizar un ensayo para comparar la citotoxicidad entre Biodentine™ y ERRM®,
con la misma finalidad de este estudio.

Conclusiones

En este ensayo, se observd que Biodentine™ es el cemento que mostré
mejores resultados en la viabilidad celular, en comparacién con MTA® e IRM®.
Los resultados obtenidos quiza se deben a la composicién de cada uno de los
cementos y al tiempo de fraguado del cemento, por lo que se sugiere realizar
mayores estudios, in vivo y clinicos comparativos, para ayudar al clinico a
tomar la mejor decisién al momento de seleccionar el material para realizar la
retro-obturacién apical.
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