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endodontics: MTA Fillapex (Angelus), BioRoot RCS
(Septodont) and Endosequence BC sealer (Brasseler) in
human gingival fibroblasts.

Javier Sanchez de Pablo,**Enrique Gerardo Chavez Bolado **Gloria Gutierrez Venegas

Resumen

introduccidn:

El uso de selladores en endodoncia involucra
intimo contacto entre el material y los tejidos
periapicales por la liberacién de subproductos a
través del foramen apical, de ahi la importancia
de conocer la citotoxicidad en relacidon con esos
tejidos.

Los cementos selladores son materiales que
contribuyen al seflado hermético junto con la
gutapercha.

Actualmente, se han introducido en el adrea
endodoncica materiales bioceramicos como el
MTA Fillapex, BioRoot RCS y Endosequence BC
sealer que buscan mejorar el sellado v la
biocompatibilidad; sin embargo, poco se sabe de
su toxicidad en cultivo de fibrobiastos.
Objetivo: Evaluar y la citotoxicidad de MTA
Fillapex (Angelus), BioRoot RCS (Septodont) y
Endosequence BC Sealer (Brasseler) en
fibroblastos gingivales humanos.

Materiales y métodos: Los cemenios
selladores MTA Fillapex (Angelus), BioRoot RCS
(Septodont) y Endoseguence BC Sealer
(Brasseler) se evaluaron a las 24, 48 y 72 horas
posteriores a su fraguado en contacto con
fibroblastos gingivales humanos. La citotoxicidad

fue evaluada a través de la actividad metabdlica
mitocondrial con  3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-
difenil bromuro de tetrazolio (MT1). El analisis
estadistico se realizo por ANOVA.
Resultados: Para las primeras 24 horas el
cemento sellador mas citotdxico es el MTA
Fillapex y para las 48 y 72 horas el cemento
sellador mas citotéxico es el Endosequence. El
cemento sellador con menor citotoxicidad para
las 24 horas y 48 horas después de ser preparado
fue el BioRoot, aunque para las 72 horas después
de haberlo preparado, el MTA Fillapex resuli6 ser
el de menor citotoxicidad. Sin embargo realizando
la prueba estadistica de ANOVA no se encontro
una diferencia estadisticamente significativa
entre el efecto citotéxico de los tres cementos
selladores.

Conclusion: Los cementos selladores MTA
Fillapex (Angelus), BioRoot RCS (Septedont) y
Endosequence BC Sealer (Brasseler) presentan
un grado de citotoxicidad que es variable con el
tiempo sobre los fibroblastos gingivales humanos;
sin embargo son biotolerables por los tejidos
periapicales.



Abstract

Introduction: The use of root canal sealers
involve intimate contact between the material and
the periapical tissues by the release of by-
products through the apical foramen, hence the
importance of knowing the cytotoxicity against
those tissues.

Currently, bioceramic materials such as MTA
Fillapex, BioRoot RCS and Endosequence BC
sealer are looking forward 1io improve
biocompatibility and sealing properties. However,
little is known about its cytotoxicity against
fibroblasts.

Objective: To evaluate the cytotoxicity of MTA
Fillapex (Angelus), BioRoot RCS (Septodont) and
Endosequence BC Sealer (Brasseler) on human
gingival fibroblasts.

Material and methods: The root canal sealers
MTA  Fillapex (Angelus), BioRoot RCS
(Septodont) and Endosequence BC Sealer
(Brasseler) were evaluated at 24, 48 and 72 hours
after setting in contact with human gingival
fibroblasts. The cytotoxicity and cell viability was
evaluated through mitochondrial metabolic
activity with 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-
diphenyl tetrazolium bromide (MTT). Statistical
analysis was performed by ANOVA.

Resuits: For the first 24 hours the MTA Fillapex
was the most cytotoxic and for the 48 and 72
hours the Endosequence BC sealer was the most
cytotoxic. The root canal sealer with least
cytotoxicity for 24 and 48 hours was the BioRoot
RCS. In contrast, the MTA Fillapex was the least
cifotoxic at 72 hours. However, there wasnt
statistical difference between the sealers applying
the ANOVA test.

Conclusion: The root canal sealers: MTA
Filtapex (Angelus), BioRoot RCS (Septodont) v
Endosequence BC Sealer (Brasseler) are
cytotoxic with different results through time on
human gingival fibroblasts; however they are
biocompatible by the periapical tissues.

Palabras clave: Citotoxicidad, cemenies selladeres endodéncicos, MTT,
fibroblastos gingivales humanaos, bioceramicos.

Key words: Cytotoxicity, rcot canal sealers, MTT, human gingival
fibroblasts, bicceramics.

INTRODUCCION

Eberly en 1898 afirmé que “lo que se utiliza para
obturar un conducto radicular preparado no es tan
importante como lo que se elimina de éI"'. Hoy en
dia se sabe que la limpieza, conformacion y el
sellado tridimensional del sistema de conductos
radiculares evita la recolonizacién bacteriana y
promueve la reparacion de los tejidos
periapicales.
Esta obturacidn se basa en una adecuada
adaptacion de la punia de gutapercha con
cemento sellador para que juntos ocupen I[a
totalidad del espacio del sistema de conducios
radiculares y sus variantes anatomicas existentes
como conductos accesorios, deltas apicales e
istmos. Diferentes técnicas de obturacién se han
desarrollado a lo largo del tiempo gue buscan
este sellado tridimensional.
Los cementos selladores son materiales que
contribuyen al sellado hermético junto con la
gutapercha; se puede encontrar en el mercado
cementos selladores con formulaciones distintas
con base en oxido de zinc y eugenoil, hidroxido de
calcio, resina epdxica y actualmente cementos
selladores bioceramicos o silicatos de calcio.
Los cementos selladores bioceramicos son
materiales compuestos principalmente con base
en vidrio mediante fusion de la silice (SiO2),
carbonato de sodio {(Na2CQs), carbonato de calcio
o caliza (CaCOs) y ceramica que tiene
propiedades adherentes, osteoconductivas,
ausencia de toxicidad, quimicamente estables y
biotolerables segin reportes del fabricante.
El uso de selladores en endodongia involucra
intimo contacto entre el material y los tejidos
periapicales por la liberacion de subproductos a
través del foramen apical, de ahi la importancia
de conocer la citotoxicidad en relaciéon con esos
tejidos. En la especificacion #41-1982 de la
American National Standards Institute/American
Dental Association (ANSI/ADA) establece los
parametros necesarios para evaluar la
biocompatibilidad de materiales dentales.
Para determinar la citotoxicidad de un material es
necesario seguir ciertas sugerencias:

s FEvaluacion de la citotoxicidad in vitro.
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e Implantacién subcutdnea o intradsea del

material para evaluar la reaccién tisular:

local.

+ Evaluacion de la reaccion in vivo entre el
tejido y el sellador, en animales y en
humanos.

En este estudio se realizaran pruebas in vitro en
fibroblastos previamente congelados para su
conservacion, se descongelaran y se estudiaran
los efectos citotéxicos de los tres selladores
bioceramicos utilizando la prueba de reduccién
del MTT.

El MTT (Bromuro de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-
difeniltetrazdlico), es captado por las células y
reducido por la enzima deshidrogenasa succinica
mitocondrial a su forma insoluble llamada
formazan. El formazan queda retenido en las
células y puede ser liberado mediante la
solubilizacion de las mismas.

Este método es simple y se usa para determinar
la viabilidad celular, dada por el nimero de
células presentes en el cultivo que se mide
mediante la formacidn de un compuesto
coloreado, debido a una reaccién que tiene lugar
en las mitocondrias de las células viables. Esta
reaccidon va a tener un valor nhumérico al utilizar
un espectrofotémetro.

ANTECEDENTES

Estudios realizados recientemente respecto al
comportamiento de los cementos selladores con
base en silicato de calcio en relacién a los ideales
de un material de obturacién, concluyen que
estos son biotolerables. Zhang W. et al
concluyen que serian menos citotéxicos que los
cementos con base en resina epoxica como el AH
Plus, mientras que Zhang H. et al postulan que
posee propiedades antibacterianas altamente
efectivas, eliminando al Enterococcus faecalis en
dos minutos; mas rapido que los cementos AH
Plus, Apexit, Tubliseal y Sealapex.

Jingzhi M® en su estudio compara su
biocompatibilidad con la del MTA, concluyendo
que son muy similares, resultado que concuerda
con el obtenido por Alanezi AZ#4, quien concluye
que poseen una biocompatibilidad comparable
con MTA gris y blanco.

Ciasa M5 et al también comparan cementos con
base en silicato de calcio con MTA, concluyendo

* que ambos compuestos producen una cantidad
“similar de citoquinas, mientras que segin Chang

et alf, producen menos mediadores inflamatorios
que el cemento Sealapex.

En relacidn a su capacidad de sellado apical,
tanto Wang F7 et al como Zhang WE et al
concluyen que son muy similares al AH Plus,
mientras que Pawar et al® postulan que la
capacidad de sellado de los bioceramicos es
mejor que el AH Plus.

La extrusién de materiales de obturacién es una
complicacion  frecuente por lo que sus
caracteristicas biolégicas son esenciales para el
éxito clinico. Segin Candeirc GTM' Jos
selladores con base en silicato de calcio son
menos citotdxicos en comparacion con el sellador
AH Plus, estos resultados coinciden con Zhang
W& que muestran que EndoSeguence BC sealer
tiene citotoxicidad mas baja que AH Plus,
evaluados en un periodo de 24 a 72horas. Por
otra parte, Zhou H'' et al. sefialan que
EndoSequence BC Sealer no es citotdxico en
ninguna etapa de fraguado (fresco 0 a 4 semanas
después de la mezcla), en comparacion con AH-
Plus que es citotdxico sélo cuando estad recién
mezciado.

Se han obtenido resuitados donde MTA-Fillapex
tuvo un grave efecto citotdxico sobre fibroblastos
cuando recién se prepard. Ademas, este efecto
no disminuye con el tiempo. El nivel de
citotoxicidad se mantuvo moderado hasta cinco
semanas después de mezclar.

Caracteristicas del cemento
bicceramico

Los cementos bioceramicos son biotolerables
porque los tejidos periapicales no tienen gran
respuesta inflamatoria cuando entran en contacto
con ellos. Son estables en ambientes biolégicos y
no sufren contraccion al fraguar; al contrario,
tienen una expansion de 0,002mm.

Ofra caracteristica que poseen es su capacidad
de producir hidroxiapatita durante su proceso de
fraguado, generando un enlace quimico entre [a
dentina y el material de obturacion. Presentan
ademas un pH muy alcalino (12,8) durante las
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primeras 24 horas de fraguado, io que les da una
elevada actividad antibacteriana. Son faciles de
usar, ya que poseen un tamafio de particula
menor a 2 ym, lo que permite ser usados en una
jeringa premezclada (puede ser usado con
“capillary tips” de 0,12mm de diametro u otras).
Tiene un tiempo de trabajo aproximado de tres a
cuatro horas a temperatura ambiente, y se
introduce directamente dentro del conducto.'?

Mecanismo de Accion.

Los cementos Endosequence® y Totalfill®
comparien una reaccion de fraguado comun, en
que los silicatos de calcio del polvo al hidratarse
forman un gel de silicato de calcio e hidréxido de
calcio. Posteriormente el agua reacciona con los
silicatos de calcio, para que estos precipiten
generando un hidrato-silicato de calcio,
generandose finalmente un precipitado de
hidroxiapatita. Durante este proceso, el agua
juega un papel fundamental en el control del nivel
de hidratacién y el fraguado del material.

Las reacciones de hidratacion de los silicatos de
calcio pueden ser de la siguiente manera:

A) 2[3Ca0.5i02] + 6H20 —>
3Ca0.2S8i02.3H20 + 3Ca(OH)2
B) 2[2Ca0.5i02] + 4420 —

3Ca0.258i02.3H20 + Ca(OH)2

La reaccién de precipitacion de la hidroxiapatita
ocurre de la siguiente manera:

C) 7Ca(OH)2 +  3Ca(H2P04)2
Ca10(P0O4)6(0OH)2 + 12H20

_—

Desde el punto de vista clinico, la ventaja de la
presentacion premezclada es evidente, ya que se
ahorra tiempo y se obtiene un cemento
homogéneo y bien proporcionado en sus
componentes, a diferencia de los demas
cementos de obturacién, cuya preparacion esta
supeditada al manejo del operador. Ademas, son
hidrofilicos, ya que fraguan sdélo ante Ila
exposicién a un ambiente himedo, humedad que
es proporcionada por los tubulos dentinarios. De
acuerdo a lo relatado por Koch K y Brave D
(2012), al contener la dentina un 20% de agua en
relacion a su volumen, esta agua seria la que
inicia el proceso de fraguado del cemento y [a
consecuente formacion de hidroxiapatita. El ser

hidrofilico, tener un tamario de particula pequeiio,
y adherirse de manera quimica a la dentina le
otorga buenas propiedades hidraulicas.?

MATERIALES Y METODOS

En esta investigacion se incluyen tres cementos
selladores con base en silicato de calcio
(bioceramicos): MTA Fillapex (Angelus), BioRoot
RCS (Septodont) y Endosequence BC sealer
(Brasseler). Se evalué la citotoxicidad a [as 24
horas, 48 horas y 72 horas por medio de
reduccion de MTT.

Preparacion de los fibroblastos gingivales
humanos.

Los fibroblastos gingivales humanos de primera
linea que se utilizaron se conservaron a 37 °C y
5% de CO2. Para poder utilizar esos fibroblastos
se afadi6 tripsina y se despegaron las celulas
para que floten en el medio.

Se recuperaron con una pipeta y se virtieron en
un tubo de 15 ml para que se centrifuguen. Se
eliminé el sobrenadante y por Ultimo se afiadié
DPDMEM (Dulbeccos Modify Eagly Medium)
suplementado con 10% de suero bovino fetal
(BFS) para resuspenderlas en el medio, de ésta
forma se pueden colocar las células en cajas de
96 pozos. La cantidad de células obtenidas se
dividid entre el nimero de muestras y se
determiné que habran 15000 células por cada
pozo.

La preparacién del medio de cultivo quedd de la
siguiente manera:

48.5 microl DMEM + 1.5 mi de DMSQO (Dimetil
sulfoxido) + 10 microlitros de celulas + 40
microlitros de DMEM

Preparacion de los cementos selladores.

Se comenzd la preparacion de los cementos
selladores como lo indica el fabricante. Utilizando
una loseta de papel encerado y una espatula de
plastico estéril para evitar la contaminacion de las
muestras. Se colocd la misma porcién de cada
cemento sellador en el fondo de cada pozo
midiendo 1 ml. con una pipeta en el orden que se
muestra en la figura.
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Muestras para MTA Fillapex a 24, 48 y 72 horas respectivamente.
; Muestras para BioRoot a 24, 48 y 72 horas respectivamente.

O Muestras para Endosequence BC sealer a 24, 48 y 72 horas respectivamente.

Figura 2. Se ejemplifica Ia colocacion de las muestras en la caja de 96 pozos.

Dia 1

Se prepararon los cementos para las pruebas de
citotoxicidad de 72 horas. Se colocd 1 ml. de cada
cemento en los pozos indicados como se muestra
en la figura 2. Todas las pruebas se realizaron a
modo de 3 por triplicado. Se colocaron los
fibroblastos sobre el cemento fraguado que se
encuentra al fondo de los pozos.

Cuando se prepararon las muestras se incuban a
37° C a una atmésfera de 5% de CO2.

Dia 2

Se prepararon los cementos para las pruebas de
citotoxicidad de 48 horas. Se colocd 1 ml. de cada
cemento en los pozos indicados como se muestra
en la figura 2. Todas las pruebas se realizarcn a
modo de 3 por ftriplicado. Se colocaron los

fibroblastos sobre el cemento fraguado que se
encuentra al fondo de los pozos.

Dia 3

Se prepararon los cementos para las pruebas de
citotoxicidad de 24 horas. Se colocd 1 mi. de cada
cemento en los pozos indicados como se muestra
en la figura 2. Todas las pruebas se realizaron a
modo de 3 por triplicado. Se colocaron los
fibroblastos sobre el cemento fraguado que se
encuentra al fondo de los pozos.

Obtencion de la tasa de proliferacion o
viabilidad celular.

Al cuarto dia se determind la viabilidad o tasa de
proliferacidn utilizando la prueba bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il0)-2,5-difeniltetrazol (MTT).
Primero se recupero el medio de la caja de 96
pozos y se colocd en otra caja de 96 pozos limpia
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y estéril (al tener los cementos selladores y ser
opacos, no podrian leerse en un
espectrofotometro con la presencia de los
cementos selladores).

Después se pesaron 5mg de MTT diluido en 1 ml
de DMEM esteril y se agregbé a cada muestra.
Para cada muestra se esperaron 4 horas para
permitir la formacién de cristales de formazan. Se
coloco isopropanol &cido para disolver esos
cristales.

Por tltimo, se realizd la lectura de densidad éptica
en un espectrofotdmetro a una longitud de onda
de 450nm para obtener los resultados.

El porcentaje de viabilidad se obtuvo con Ia
siguiente formula:

% viabilidad = D.0O. de las células tratadas X 100
D.O. de las células control

Se repitid el procedimiento para corroborar que
los datos fueran correctos.

RESULTADOS

En la evaluacion de la citotoxicidad de MTA
Fillapex, BioRoot RCS y Endosequence BC
sealer en los fibroblastos gingivales humanos se
mostré que todos son citotoxicos para los
fibroblastos gingivales humanos. Para las
primeras 24 horas el cemento seilador mas
citotoxico es el MTA Fillapex y para las 48 y 72
horas el cemento sellador mas citotoxico es el
Endosequence. El cemento sellador con menor
citotoxicidad para las 24 horas y 48 horas
después de ser preparado fue el BioRoot, aunque
para [as 72 horas después de haberlo preparado,
el MTA Fillapex resultd ser el de menor
citotoxicidad. Sin embargo realizando la prueba
estadistica de ANOVA no se encontrd una
diferencia estadisticamente significativa entre el
efecto citotoxico de los tres cementos selladores.
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Grafica 1. Citotoxicidad de los tres cementos selladores (MTA Fillapex, BioRoot y
Endosequence BC sealer). Estos datos son la media de dos experimentos realizados por
triplicado por medio del anélisis de ANOVA p<0.05 con respecto al basal. Se muestran
diferentes mediciones en % de viabilidad celular para 24 horas, 48 horas y 72 horas.
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DISCUSION

En esta investigacion se realizé la evaluacién de
tres cementos selladores endodéncios (MTA
Fillapex de Angelus, BioRoot de septodont y
Endosequence BC sealer de Brasseler) in vitro
en fibroblastos gingivales humanos.

Con base en los resuitados el cemento BioRoot
mostré ser el menos citotoxico de los cementos
selladores utilizados al tener contacto con el
cultivo de fibroblastos gingivales humanos en
promedio de las 24, 48 y 72 horas. Estos
resultados coinciden con la investigacion de
Claudio Poggio y colaboradores en 2017, en
donde evaluaron 8 cementos selladores, entre
ellos MTA Fillapex, BioRoot y BC sealer. En su
investigacion se mostrd que BioRoot no presenté
citotoxicidad en las primeras 24 horas, leve
citotoxicidad a las 48 horas y moderada
citotoxicidad a las 72 horas en contacto con el
mismo tipo de células utilizadas en ésta
investigacion. En comparacién con los otros 7
cementos selladores resulté ser el de menor
citotoxicidad. Los resultados entre BC sealer y
BioRoot fueron muy similares al igual que en ésta
investigacion. Sin embargo el MTA Fillapex
resulté ser muy citotéxico en su investigacion en
confraste con nuestros resultados, ya que no
hubo una diferencia estadisticamente significativa
entre éstos dos cementos selladores.’®

En nuestro estudio se mostro que ef cemento mas
citotdxico es el Endosequence BC sealer, que en
comparacion con el estudio de Sara A. Alsubait y
colaboradores en 2017 resultd ser mejor que el
BioRoot aunque de igual manera no resulté tener
una diferencia estadisticamente significativa. En
ese estudio se ulilizaron células madre
mesenquimales de médula ésea humana
(hMSCs) por lo que es importante considerar que
los efectos citotdxicos pueden  variar
dependiendo del tipo de célula al que se exponen
los materiales. 4

De igual manera en el estudio de S. Jung y
colaboradores en 2018 se utilizaron osteoblastos
humanos comparando el MTA Fillapex, BioRoot y
AH-Plus. Siendo el cemento de menor

citotoxicidad el BioRoot al tener una diferencia
estadisticamente significativa en comparacion
con los otros dos cementos.'s

El gold standard de los cementos selladores es el
cemento sellador a base de resina, por [o que en
muchas investigaciones comparan los cementos
selladores que se desean investigar con éste
cemento. kn la investigacion de M. Z. Scelza et
al. En 2011 se comparan 4 tipos diferentes de
cementos selladores (a base de hidroxido de
calcio, silicato de calcio, resina y 0xido de zinc y
eugenol). En sus resultados, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre
los cementos utilizados.'®

Es importante mencionar que existen diferentes
meétodos para evaluar la citotoxicidad de los
materiales. En el articulo de M. Z. Scelza et al. se
evalué la citotoxicidad de los materiales utilizando
tres métodos diferentes. Entre ellos, la técnica de
reduccion del MTT para medir la actividad
mitocondrial de las células, utilizaron el método
de rojo neutro para medir la integridad de la
membrana celuar y por Gltimo utilizaron la tincion
con cristal violeta para medir el total de las células
adheridas a la caja de 96 pozos. Los resultados
de los tres metodos utilizados no tuvieron
diferencias estadisticamente significativas.’®

CONCLUSION

Todos los cementos selladores presentan un
grado de citotoxicidad que es variable con el
tiempo sobre los fibroblastos gingivales humanos:
sin embargo son biotolerables por los tejidos
periapicales.

Todos los cementos selladores tienen contacto
con los tejidos periapicales, por lo que es
importante elegir e material que sea mas
compatible o tolerable con esos tejidos para evitar
destruccidn celular y promover la reparacion
celular.

Tomando en cuenta el conocimiento de Ia
citotoxicidad de cada material, debemos elegir el
cemento que mejor funcione en nuestras manos
y se adapte a nuestra técnica de obturacion y/o a
cada caso clinico.
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