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RESUMEN

A lo largo del tiempo se han fabricado una gran cantidad de materiales
dentales, con el fin de proveer mejores resultados durante la ejecucion de los
procedimientos odontolégicos.

Hablando particularmente de cementos, cabe recalcar la trascendental importancia
de la introduccién del Mineral Trioxido Agregado al area de la odontologia,
conocido comercialmente como “ProRoot MTA”. Este material, ha revolucionado
diferentes campos del area clinica, debido a sus distintas propiedades y
aplicaciones. Por lo que el ingreso de dicho cemento, ha promovido la generacion
de materiales mas modernos; tales como el Biodentine y Endosequence RRM,
ambos utilizan como principio activo el Mineral Trioxido Agregado (MTA). El
cemento MTA, esta conformado principalmente por particulas de silicato, sulfato y
oxidos y es utilizado en diferentes tratamientos endoddnticos por sus excelentes
propiedades de sellado y su buen comportamiento a nivel clinico.

Se ha llevado a cabo la fabricacion de nuevos cementos mediante la adicion y
eliminacién de algunos componentes a fin de mejorar las propiedades del MTA.

Es por eso, de vital importancia, conocer, cual es el comportamiento de estos
materiales al estar en contacto con los tejidos, para asi determinar que
biocompatibilidad ofrecen.

En el presente estudio, se realizaron pruebas de citotoxicidad utilizando
fibroblastos murinos L929 y se analizé la proliferacion celular al estar en contacto
con los materiales estudiados en diferentes intervalos de tiempo. Para determinar
asi, cual cemento ofrece la mayor biocompatibilidad, entre ProRoot, Biodentine y
Endosequence RRM. Como control negativo, se utilizaron el Hidroxido de calcio
puro y Dycal. Como control positivo, el medio de cultivo RPMI con 21,000 _células
sin presencia de material para permitir el crecimiento normal de los fibroblastos
L929. Basandonos en nuestras pruebas de citotoxicidad, se concluyd que el
cemento ProRoot ofrecio el comportamiento mas estable, en comparacion al
Biodentine y al Endosequence RRM segun el andlisis de los resultados obtenidos

por espectofotometria.
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Introduccion

La odontologia es la parte de la medicina que se encarga de mantener la
funcion y estética buco facial, utilizando como bases la prevencién, el tratamiento

y la conservacion de los érganos dentarios.

Dia a dia cambia de conceptos e ideas; gracias a la gran variedad de
investigaciéon que se realiza en cada uno de sus campos. Es por eso que a la
fecha representa una de las 4reas mas importantes de las ciencias médicas y
requiere la creacion de distintas especialidades, para asi enriquecer de manera

especifica cada uno de sus sectores.

La presente investigacion pretende llevar su enfoque al campo de la
endodoncia, enfocandose en la parte de materiales dentales y su efecto al estar

en contacto con los tejidos.

A lo largo del tiempo se han fabricado una gran variedad de materiales, con
el fin proporcionar una mayor comodidad para el operador y ofrecer propiedades

fisicas, quimicas y biolégicas cada vez mas predecibles durante los tratamientos.

Hablando de materiales con multiples beneficios, cabe recalcar la
introduccién del Mineral Triéxido Agregado (MTA); desarrollado a inicios de los
90’s por Mahmoud Torabinejad y que ofrece una serie de propiedades benéficas al

campo de la Endodoncia.

Este material, consiste en particulas hidrofilicas a manera de gel, que al ser
mezcladas alcanzan un pH de 10.2 y al concluir su endurecimiento llega a un pH

de 12.5 volviéndose un medio basico que dificulta el crecimento bacteriano. Ofrece

un tiempo de fraguado de 4 horas y alcanza su maxima resistencia a la
compresion a los 21 dias, ofreciendo 70_MPa, lo cual lo hace comparable al IRM®
(Oxido de Zinc-Eugenol) y al SuperEBA® (Oxido de zinc-eugenol-acido

etoxibenzgico), pero significativamente menor a la amalgama (311 _MPa) (1) (2).
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En 1993, Lee et al, publicaron el primer trabajo cientifico utilizando el MTA.
Los autores inicialmente recomendaron su utilizacibn como material para el
sellado de comunicaciones entre el sistema de conductos radiculares, los tejidos

periapicales y para obturar el extremo apical en la cirugia peri radicular ().

Posterior a ello, se han realizado una serie de estudios, tanto in vitro como
in vivo, todos con el proposito de evaluar el comportamiento fisico, quimico y
biologico del MTA como material de obturacion del extremo apical. En ellos queda
demostrado que el MTA es superior a los otros materiales empleados con el
mismo propdésito, como los son la amalgama, IRM® y el SuperEBA® (1) (2).

Figura 1.- Formacion de Cemento (C), posterior a la obturacion con MTA en
premolar mandibular limpio y conformado (Tincion tricromética de Masson),
magnificacion a 50aX. Cortesia del Dr. Shahrok Shabahang. Imagen utilizada por
M. Torabinejad en el Journal of Endodontics Vol. 25, No. 3, MARCH 1999.
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En la actualidad, se ha extendido su utilizacién en la terapia endodontica a
otras aplicaciones clinicas. Se le considera un excelente material para el sellado
de perforaciones resultantes de resorciones internas y externas, ademas, en los
dientes con apices inmaduros, funciona exitosamente, tanto para preservar vital el
tejido pulpar radicular, como en la apicoformacion y para lograr una barrera apical

que permita la obturacion (1) ) 3).

Debido a la naturaleza de las particulas hidrofilicas del polvo del MTA y su
biocompatibilidad, puede emplearse en condiciones de humedad, razén por la cual

es ampliamente utilizando en endodoncia (1) (2) 4.

El MTA es un material que se fabrico a partir del cemento Portland
(Cemex). Posterior_a varios afios de investigacion, en los cuales se llevaron a
cabo procesos de eliminacién de los componentes toxicos para el organismo,
tratando de perseguir una configuracion mediante la cual se pudiera utilizar sin

producir reacciones adversas al estar en contacto con el cuerpo.

A partir del MTA ProRoot, se han introducido otros materiales al mercado,
tales como el MTA Angelus; el cual requiere de un menor tiempo para concluir su
fase de fraguado, el Biodentine (Septodont); en el cual se cambié el tamafio de las
particulas, se controlo su pureza y disminuy6 el contenido liquido, para acelerar su
fraguado y darle mejores propiedades mecénicas, convirtiéndolo en un sustituto de
la dentina; el Endosequence RRM (Brasseler); el cual ya no requiere el paso de
mezclado polvo/liquido, ya que su fase de fraguado se activa al estar en contacto
con el medio y ademas contiene componentes bioceramicos, el BC Sealer
(Brasseler); el cual tiene un maleabilidad que lo vuelve bastante coémodo durante
su utilizacion, teniendo una presentacion y forma de manejo, tan sencilla, como la

colocacién de Cavit (3M Espe).

Toda esta evolucion se ha presentado con el fin de mejorar las propiedades
del MTA y ampliar la gama de tratamientos en los cuales puede ser utilizado
(endodoncia, restauracion, pediatria y cirugia) y por lo tanto facilitar la utilizacion

para el odontélogo.
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a b c d e
Figura 2.- (a) Comunicacién pulpar, (b) Colocacion de Biodentine, (c) Conducto
sobre obturado, (d) Obturacion retrograda, (e) Radiografia de obturacion final.

Imagenes de Cedillo J et al, revista RODY B, Vol. 2, No.2, May 2013.

En la endodoncia, el MTA ha demostrado ser un material efectivo y con
multiples utilidades, tales como recubrimientos pulpares, sellado de perforaciones,
apexificaciones, revascularizaciones, pulpotomias y retro obturaciones. Ofreciendo
excelentes resultados en comparaciéon a cementos utilizados previamente y a la

vez mejorando el prondstico para el paciente (2).

Figura 3.- (a) Dx. Falta de cierre de las paredes dentinarias, ocasionada por
traumatismo, (b) Colocacion de Mineral tribxido agregado. Endodoncia

Especializada de Sergio Cueva & Astrid Gomez, Mayo 2014.
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DESCRIPCION DE MATERIALES COMERCIALES BASADOS EN EL
USO DEL MINERAL TRIOXIDO AGREGADO

ProRoot Mineral Trioxido Agregado (MTA)

El Mineral Trioxido Agregado fue propuesto por Mahmoud Torabinejad a

inicios de los 90 y lanzado por primera vez al mercado en el afio de 1999.
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Figura 4.- Presentacion comercial del Mineral Trioxido Agregado ProRoot MTA.

Ha sido reconocido como un material de reparacion de uso comin y se
compone de silicato tricalcico, aluminio tricalcico, 6xido tricalcico y oxido de
silicato, asi como una pequefa cantidad de 6xidos minerales, responsables de las
propiedades fisicas y quimicas de este agregado, se le ha adicionado también
oxido de bismuto que le proporciona la radiopacidad.

Fue desarrollado inicialmente como un material de obturacion en el apice
radicular y posteriormente se ha utilizado para reparar perforaciones, como una
barrera apical de los dientes con apices abiertos, como un material de relleno del
conducto radicular, para pulpotomia, para recubrimiento de la pulpa, y como
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agente de sellado para retro obturaciones. Se trata de un material vocativo y
biocompatible. Se ha demostrado que estimula la liberacion de citocinas de las

células 6seas y que promueve activamente la formacion de tejido duro ) (2) 3).

El MTA es biocompatible, ya que libera Ca?* y precipita Hidroxiapatita en
presecencia de fluidos tisulares; por lo que juega un papel en la formacién de
nuevo tejido duro () @3).

El éxito clinico del MTA se debe a su naturaleza bioactiva. Sarkar (JOE
2005) cree que la actividad osteogénica del MTA se debe a la liberacion de iones
Ca?', que interacttian con los grupos fosfato en los alrededores del entorno

bioldgico para formar la hidroxiapatita (2) (a).

Figura 5.- (A) MTA blanco, (B) MTA gris, imagenes del Prof. Carlos Alberto de

Souza Costa, Braz. Dent. J. vol.21 no.1 Ribeirdo Preto Jan. 2010

Se conocen dos presentaciones el MTA: gris (GMTA) y el MTA blanco
(WMTA), encontrando entre ellas diferencias que les permiten contar con
caracteristicas propias. El GMTA, tal vez tiene una mayor alcalinidad, que produce
un mayor precipitado de cristal hidroxiapatita que el WMTA, propiedad que es
importante para mejorar la formacion de hueso/cemento (2 (3). La preocupacion

clinica es la tinciébn metalica del GMTA en las zonas de aplicacién que afectan la



estética del paciente. El WMTA, carece de aluminato férrico tetracalcico el cual es

encargado de la coloracién en el GMTA ().

Sakar et al. en el 2005, determiné que las precipitaciones sobre las
superficies del MTA blanco y gris, parecen ser hidroxiapatita. Si la bioactividad del
MTA es debido a la liberacién de Ca?* y el resultante de la formacién de HA, esto
sugiere que los dos tipos de MTA podrian ser utilizados indistintamente. Sin
embargo, durante la elaboracion de otros estudios se ha llegado a conclusion de
reemplazar el GMTA debido a ser irregular, sus cristales cuboidales o areas de
material granular con caracteristicas parecidas al coral, su color, mayor tiempo de

trabajo, mayor filtracion de bacterias ().

El MTA es un material dificil de manejar debido a su consistencia granular.
Presenta tiempo de fraguado lento y disolucion; por esto se han realizado estudios
para incorporarle aditivos, tratando de mejorar dos de sus caracteristicas criticas
gue son la manipulacion y el tiempo largo de fraguado pero sin afectar la

biocompatibilidad :

e La metilcelulosa (MC), un ingrediente anti-washout (moldeabilidad).

e Cloruro de calcio (CaCly), un acelerador del tiempo de fraguado

(incrementa).

La MC, se utiliza como aditivo para mejorar el rendimiento del_cemento
portland cuando se encuentra en un ambiente himedo, aumentando la viscosidad
y la resistencia a la dispersion. Concentraciones mas altas de MC tienen la
capacidad para atrapar el aire y retener mayores cantidades de H,O, alterar la
fuerza compresiva y retardar el fraguado. ElI CaCl, es consumido parcialmente
durante la hidratacién, reaccionando con el aluminato tricélcico y asi forman
cloroaluminato.

Concentraciones mayores al 2% de CaCl, afectan al cemento, aumentando el

riesgo de contraccion por secado y la reduccion de resistencia a la fractura del
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material. Todas las concentraciones de MC y las de MC/CaCl, mejoraron

considerablemente las caracteristicas de manipulacion ().

Caracteristicas del Mineral Trioxido Agregado
< Biocompatible
% Excelente sellado a la microfiltracion
% Buena adaptacion marginal
% Regeneracion tisular después de la primera semana
% Mayor duracion
« Se observa como un cemento nuevo en la superficie del materias
« Elevado tiempo de trabajo
+ Dificil manipulacion
% Tiempo de fraguado 4 horas

«+ Basado en Cemento Portland

Utilidad del MTA
¢ Pulpotomias
% Apexificaciones
% Revascularizaciones
% Sellado de perforaciones
¢+ Obturacion de conductos radiculares

< Retro obturacion

Figura 6.- Sellado de perforacion utilizando ProRoot WMTA. Imagen del Dr. Carlos

Boveda, pagina de internet, www.carlosboveda.com



http://www.carlosboveda.com/

BIODENTINE (Septodont)

Los cementos de silicato de calcio utilizados hasta ahora, en reparaciones
de perforaciones radiculares y del piso pulpar, en apexificaciones y obturacién
apical en endodoncia quirargica, en reparaciones de las resorciones internas y
externas, estan basados en los materiales del cemento Portland (75% silicato
tricélcico: (3Ca0-SiO,); aluminato tricalcico: (3Ca0-Al,O3); silicato dicélcico:
(2Ca0-Si0y); Aluminato férrico tetracélcico: (4CaO-Al,03-Fe,03); 20% Oxido de
bismuto: (Bi»03); 4.4 % sulfato de calcio dihidratado (CaSO4-2H,0) y contienen
bajas concentraciones de impurezas metalicas, provenientes de los minerales

naturales utilizados como materia prima (1) (s).

Biodentine

ot ™
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Figura 7.- Presentacion comercial del cemento Biodentine, de la casa Septodont.

Por lo que los desarrolladores de materiales dentales de la casa Septodont,
han propuesto controlar cada paso de la formulacion del material a partir de la
pureza de las materias primas, produciendo asi, su propio silicato de calcio,

garantizando una mayor pureza del producto () ).



Los rellenos sin reaccionar del silicato tricalcico son envueltos por capas del
gel hidratado de cloruro de calcio (CaCl,,-2H,0) el cual es impermeable al agua,
de este modo atrasa los efectos de futuras reacciones. La quimica del agua trae
consigo una alta biocompatibilidad, comparada con el cemento usado
comunmente en endodoncia basado en MTA (2. Este cemento tiene bajas
propiedades mecanicas, principalmente por su componente de aluminio, el cual
hace el producto fragil. En este cemento se controla la pureza del silicato de
calcio, eliminando el aluminio y otras impurezas. Por tal motivo, incrementa las

propiedades fisico-quimicas (endurecimiento rapido, alta dureza mecanica) ).

Actualmente, los cementos dentales basados en silicato de calcio son
reconocidos por su biocompatibilidad y por ser inductores de tejidos mineralizados
(2), pero carecen de propiedades mecanicas y son dificiles de manipular (7). La
principal mejoria realizada en Biodentine fue orientada a desarrollar un material
basado en silicato de calcio, con propiedades superiores a los ya existentes en

relacion al tiempo de fraguado, propiedades mecanicas_y manipulacion ) () ).

A B C

Figura 8.- (A) Comunicacion pulpar, (B) Restauracion después de dos semanas,

(C) Radiografia con el cemento condensado. Imagenes de Cedillo J et al, revista
RODY B, Vol. 2, No.2, Mayo 2013.

Este cemento reune grandes propiedades mecanicas, es de féacil
manipulacion y tiene una excelente biocompatibilidad, lo que lo hace un material

indicado tanto para restauraciones, como para procedimientos endodonticos ).



Biodentine tiene un tiempo de fraguado inicial, superior a 6 minutos y un
tiempo de fraguado final de 10-12 minutos. Esta mejoria en el tiempo, se logro
como resultado de la combinacion de diferentes efectos: el tamafio de las
particulas, ya que a mayor superficie es mas corto el tiempo de fraguado; la
adicion de cloruro de calcio al liquido, que acelera la reaccion y la disminucién del

contenido liquido, que reduce el tiempo de fraguado ) ).

Una de las principales desventajas de los cementos ya existentes en base a
silicato de calcio, son las bajas propiedades mecéanicas, debido a la presencia de
componentes como los aluminatos, que finalmente determinan la fragilidad del
producto. Un segundo eje fue lograr un bajo nivel de porosidad, debido a que una
menor porosidad determina una mayor resistencia mecéanica. Para ello, se
incorpord al contenido liquido, un agente reductor de agua, que corresponde al
polimero hidrosoluble, cuya funcion es mantener el balance entre el contenido del
agua y la consistencia de la mezcla. Estas caracteristicas hacen a Biodentine, un
excelente sustituto de la dentina y un material ideal para ser utilizado en
restauraciones, ya que su resistencia mecanica puede llegar a 300 MPa en un

mes (s) (9).

Segun los estudios clinicos realizados con Biodentine ®, este cemento no es
citotoxico, mutagénico, sensibilizante o irritante. Por lo tanto, es un material seguro
para su uso en clinica, teniendo al menos una biocompatibilidad equivalente al
MTA (10).

Estudios clinicos realizados por About en el 2007, muestran que el uso del
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. Segun estos estudios, se puede concluir que Biodentine es capaz
de estimular la iniciacion y desarrollo de mineralizacion, haciéndolo comparable
con el MTA. Otro estudio evalu6 el comportamiento de Biodentine en
recubrimientos pulpares indirectos, demostrando que existe formacion de dentina

reaccionaria, llegando a estabilizarse en un periodo de tres meses (2 (11).



Como resultado a toda esta serie de investigaciones, experimentos y
pruebas, el Biodentine esta indicado en casos de: a) recubrimiento pulpar directo
seguido de una exposicion pulpar por caries, b) recubrimiento pulpar directo
seguido de un traumatismo dentoalveolar, c) reparacion de perforaciones en
canales radiculares o piso de camara pulpar, d) cirugia endodontica retrograda, €)
pulpotomia en molares temporales y f) apexificacion () ).

Por lo que se considera una alternativa con mejores propiedades en todos los

sentidos, en comparacion al Pro Root MTA.

ENDOSEQUENCE RRM (Brasseler)

Figura 9.- Presentacion comercial del Endosequence RRM (Brasseler).

Es un material biocerdmico, que se compone principalmente de silicatos de
calcio, fosfato de calcio monobasico y 6xido de zirconio. De acuerdo a la
fabricacion, el Endosequence RRM (ERRM) es hidréfilo y radiopaco; tiene un pH
alto, lo que le confiere algunas propiedades antimicrobianas. Se presenta en 2

consistencias premezclados: fluido en una jeringa y en una masilla (11).

Los materiales presentan una unibn mecanica en ajuste como
consecuencia del tamafio minimo de las moléculas, que permiten que las

particulas de ERRM penetren en los tabulos dentinales.



El material se coloca en presencia de humedad, no se contrae, y tiene un tiempo

de trabajo de 30 minutos. El conjunto final puede tardar hasta 12 horas (2).

El ERRM esta indicado para tratamientos como Pulpotomias,
Apexificaciones, Cirugia endodontica, Revascularizaciones, Sellado de

perforaciones y obturacion de conductos radiculares.

Segun algunos estudios, se ha demostrado una excelente biocompatibilidad
y un nivel de citotoxicidad similar entre los cementos que se compararan en el

presente estudio (12) (13).

CITOTOXICIDAD

Es importante mencionar que cualquier nuevo material que se proponga
introducir a nivel clinico, debera cumplir con ciertos estandares, pruebas y a la vez
haber pasado por los 3 niveles de investigacion (in vitro, animales e in vivo),

comprobandose asi su buen comportamiento con el organismo y su efectividad.

Una de las pruebas mas importantes antes de utilizar un nuevo material,
ademas de las pruebas de eficacia clinica, es la evaluacion de citotoxicidad, ya
gue éste_resultado da pauta para poder integrarlo a la variedad de medicamentos

biocompatibles, disponibles para uso médico.

. e

Se le considera Citotoxicidad a la cualidad de alguna sustancia, particula o
elemento que al estar en contacto con tejido produce alteracién o dafio celular.
La citotoxicidad celular constituye uno de los mecanismos efectores de

determinadas poblaciones celulares especializadas del sistema inmunitario,
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consistente en la capacidad para interaccionar con otras células y destruirlas (14).

Este mecanismo de respuesta interviene en la defensa frente a infecciones
viricas y células neoplasicas, asi como en la destruccion de células alogénicas en
transplante de oOrganos. Se consideran como prototipos de las células
especializadas en dicha funcién a una subpoblacion de linfocitos T _citotdxicos (Tc,
CTL o cytotoxic T lymphocyte) y a las células natural killer (NK) (14).

El desarrollo de los biomateriales, considerando el sensible ambiente
biolégico al que estan destinados, requiere conocimientos de todos los campos de
las ciencias naturales y de los métodos de manufactura. La evaluacion citotoxica
es uno de los estudios in vitro mas comunmente usados para determinar la
bicompatibilidad de un material y presenta una correspondencia del 97% con los
ensayos de implantacién. Es un estudio simple, rdpido y econdémico que
proporciona una valiosa informacién de los materiales que deben ser descartados
o aquellos que deben ser sometidos a mas estudios (14).

Se han empleado muchos métodos para determinar la citotoxicidad de los
biomateriales y equipos médicos implantables. Estos consisten en observar la
inhibicion del crecimiento celular o registrar el dafio por muerte celular. Las
pruebas de citotoxicidad empleadas con mayor frecuencia incluyen: citotoxicidad
por contacto directo (tincion con colorantes vitales y liberacion de cromo
radiactivo) e indirecto (extendido en agar, elucidon de extractos, método de filtro

mili poro, tipos celulares y fibroblastos) (14) (15).

La citotoxicidad de un material de obturacion apical se evalla generalmente
utilizando tres pasos: 1) se investiga el material, utilizando una serie de ensayos
de citotoxicidad in vitro, 2) determinar que el material no es citotoxico in vivo, se
puede implantar en el tejido subcutaneo o el musculo y se evalla la reaccién
tisular local. 3) la reaccion in vivo del tejido blanco versus el material de prueba se
debe evaluar en sujetos humanos o animales. Los resultados de las pruebas de
citotoxicidad in vitro pueden no correlacionarse con los obtenidos in vivo. Sin

embargo, se puede asegurar que, si un material de prueba induce constantemente



una fuerte reaccion citotoxica en las pruebas de cultivo celular, es muy probable

que también ejerza toxicidad en el tejido vivo (1s) (16).

El MTA tanto fresco como fraguado, es significativamente menos toxico que
el Super EBA y el IRM en todas sus fases, conclusién que se desprende cuando
se analiza utilizando métodos de extendido en agar y la liberacion de cromo

radioactivo (17).

En otro estudio realizado por Osorio y col. (1998) donde se midi6 la
citotoxicidad de algunos selladores de conductos radiculares, Endomet, CRCS y
AH26 y de los materiales de obturacion apical a retro: amalgama, Gallium GF2,
Ketac Silver, MTA y Super EBA, se corrobora el bajo grado de citotoxicidad que
presenta el MTA en comparacién con los otros materiales utilizados en esta

investigacion (is).

Debido a la limitacién de las pruebas de citotoxicidad, se recomiendan las
técnicas de implantacion subcutanea in vivo e intradsea en pequefios animales de
laboratorio_(Friend y Browne (1969); Langeland (1975) y Spangberg (1990) citados
por Torabinejad y Pitt Ford (1996)) (2).

Los resultados de los estudios de implantacion muestran que los materiales
de obturacién causan inicialmente inflamacion y se vuelven méas biocompatibles
con el envejecimiento; como resultado del trauma quirdrgico y también a la

liberacion de sustancias antigénicas de estos materiales (1s) (19) (20).

En un estudio realizado por Torabinejad y colaboradores en 1998, donde
examinan la reaccién 6sea ante la implantaciéon del MTA, amalgama, IRM y Super
EBA en tibias y mandibulas de cobayos; el MTA presento la respuesta histologica
mas favorable. Ellos afirman que la ausencia de inflamacion, junto con la gran
incidencia de formacion de tejido duro alrededor de los implantes con MTA,
evidencian la biocompatibilidad del mismo y corroboran los resultados de
investigaciones previas sobre el MTA, cuando es utilizado como material de
obturacion retrograda (2, y como material para recubrimiento pulpar directo (Pitt
Ford y col._1996).



En otro estudio realizado por Holland y col. (1999), (21) se evalud la reaccion
del tejido conjuntivo subcutaneo en ratas, ante la implantacion de conductos
radiculares obturados con MTA e hidroxido de calcio. En este experimento se
observan cristales y un tejido calcificado que asemeja una barrera en la entrada de
los tubulos. Esta deposicion de cristales dentro de los tubulos dentinarios podrian
ser responsables de la menor permeabilidad de la dentina, descrito por Pashley y
col. (1986) (22), después del empleo del hidroxido de calcio (Holland y col. 1999).
Los mismos resultados reportados para el hidroxido de calcio se observan con el
MTA en este experimento. Este fendmeno se sucede y sabemos que el MTA no

contiene hidroxido de calcio en su composicion (21).

De acuerdo con Lee y col. (1993), los componentes principales presentes
en el MTA son silicato tricalcico, aluminio tricalcico, 6xido tricalcico, y 6xido de
silicato. Ademas de los triéxidos, hay algunos otros 6xidos minerales que son
responsables de las propiedades quimicas y fisicas de este agregado mineral. Asi,
el MTA no tiene hidréxido de calcio, pero contiene Oxido de calcio que al

reaccionar con los fluidos tisulares puede formar hidroxido de calcio, in situ (23).

Es posible que el mecanismo de accion del MTA, por el cual estimula la
deposicion de tejido duro, tenga alguna similitud con el del hidroxido de calcio. Es
necesario continuar con las investigaciones para confirmar los datos observados

(24).

Un material ideal de obturacién apical debe ser dimensionalmente estable, y
no mutagénico (Gartner y Dorn 1980). Kettering y Torabinejad, (1995), realizaron
un estudio para evaluar el potencial mutagénico del IRM, Super EBA y MTA
utilizando la Prueba de Ames. Los resultados demuestran que el MTA, IRM y

Super EBA, no son mutagénicos (2) (2s).

Una de las pruebas mas determinantes para poder lanzar un medicamento
al mercado es el andlisis de citotoxicidad. El cual puede llevarse a cabo, de
acuerdo al protocolo preferencial de cada investigador._Una gran cantidad de

investigadores se han encargado de determinar la citotoxicidad producida por



medicamentos como los utilizados en el presente estudio; entre los cuales

destacan:

Hui-min Zhou et. al. (2013); compararon el grado de citotoxicidad producido
entre el Biodentine, Mineral Trioxido Agregado Blanco (MTA) y cemento de
ionébmero vitrio. Encontrando que tanto el Biodentine como el MTA demostraron
una viabilidad similar y menor grado de citotoxicidad en comparacién al Cemento

ionomérico GC Fuji (26).

Silva et. al. (2013), evaluaron la citotoxicidad producida por los cementos
AH Plus y MTA Fillapex, encontrando que el cemento AH Plus al momento de su
colocacién produce citotoxicidad moderada, reduciéndose a la mitad a los 7 dias y
sin evidencia de citotoxicidad a las 2 semanas, mientras que el MTA Fillapex

demostro altos niveles de citotoxicidad durante todo el experimento (27).

Merdad et. al. (2007) utilizé algunos cementos de obturacién, colocandolos
sobre filtros mili poro en contacto directo e indirecto con células para asi observar
la reaccion durante determinados intervalos de tiempo, encontrando que no hay
una diferencia significativa en el grado de produccién e citotoxicidad al comparar el
AH Plus y Guttapercha con el sistema Ephiphany y Resilon (2s).

Beth et. al. (2011) llevaron a cabo un estudio de citotoxicidad en 4 tipos de
cementos destinados al mismo fin (MTA ProRoot, MTA-Angelus, Endosequence
RRM y Endosequence RR); para esto utilizaron fibroblastos en medio de cultivo,
buscando resultados en un margen de 24hrs. Finalmente encontraron que no
existia una diferencia estadisticamente significativa entre los 4 cementos

empleados (29).

Entre las caracteristicas ideales que debe cumplir un material a utilizar se
encuentran: 1) la capacidad de adherirse a la dentina, 2) mantener un sellado
hermético, 3) que sea insoluble en los fluidos del tejido, 4) dimensionalmente

estable, 5) no reabsorbible en el tiempo, 6) radiopaco, 7) de facil manipulacién, 8)
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tiempo de trabajo adecuado, 9) tiempo de fraguado rapido, y 10) sobre todo
biocompatible con el tejido humano. Debido a que en muchos procedimientos de
endodoncia necesariamente debe colocarse el material directamente sobre los
tejidos de la pulpa o bien en contacto directo con los tejido periapicales con el
objetivo de promover la curacion y devolver la funcion a los dientes, es necesario

que el material no sea toxico para los tejidos pulpares y periapicales.

Justificacion

Como se mencioné anteriormente es muy importante verificar la

biocompatibilidad de los materiales que van a ser empleados en los tejidos.

El presente estudio, mediante experimentacién in vitro, pretende comparar la
Citotoxicidad de 3 materiales basados en el mineral tridxido agregado, para
determinar asi cual material, entre MTA ProRoot, Biodentine y Endosequence
RRM, produce el menor grado de alteracion en los tejidos organicos, bajo la
identificacion de la reaccion desencadenada a nivel celular.

Mediante pruebas de citotoxicidad, se pretende evaluar la viabilidad celular en
contacto con los cementos ProRoot, Biodentine y Endosequence RRM; que se
medira utilizando la técnica cultivo de fibroblastos murinos L929; para asi observar

respuesta después de 24hrs.

Planteamiento del Problema

El MTA ProRoot, Biodentine y Endosequence RRM, han demostrado, segun
la literatura e investigaciones recientes, excelentes resultados tanto a nivel clinico
como radiografico. Sin embargo, es importante considerar si existe algun riesgo de

producir dafio al entrar en contacto con los tejidos.



Hipotesis

Ho.- No existe una diferencia en la citotoxicidad entre los materiales MTA ProRoot,

Biodentine y Endosequence RRM.

H1.- Existe una diferencia en la citotoxicidad entre los materiales MTA ProRoot,

Biodentine y Endosequence RRM.

Objetivo general

Determinar cual material produce mayor citotoxicidad entre MTA ProRoot,

Biodentine y Endosequence RRM.

Objetivos especificos

1.- Determinar la citotoxicidad in vitro de los materiales MTA ProRoot, Biodentine y

Endosequence RRM empleando fibroblastos murinos L929.

2.- Analizar la morfologia celular de los FL929 crecidos en presencia de los

materiales ProRoot, Biodentine y Endosequence RRM.

3.- Analizar la capacidad de regeneracion celular, posterior al contacto con los

cementos.

Variables independientes
MTA ProRoot

Biodentine

Endosequence RRM

Variable dependiente
Citotoxicidad



MATERIALES Y METODOS

Tipo de Estudio

Experimental, Longitudinal.

Muestra
Cajas Petri con fibroblastos L929 y medio de cultivo RPMI

Universo de trabajo

192 pozos para cultivo celular

Objeto del estudio

Encontrar el material que ofrezca mayor biocompatibilidad.

Criterios de inclusion
- Linea celular de murinos L929
- Cementos en estado estéril
- Cementos, tinciones y medios de cultivo vigentes

Criterios de exclusién
- Lineas celulares en crio preserva muertas
- Materiales a investigar vencidos

- Sustancias contaminadas previas a su manejo

Criterios de eliminacion
- Muestras contaminadas durante el protocolo
- Lineas celulares muertas 6 contaminadas durante el proceso de transporte

- Lineas celulares muertas durante la tripsinizacion



Metodologia

Desarrollada en el Centro de Investigacion Cientificay Educacion Superior

de Ensenada (CICESE)

Materiales utilizados.

1.- Células de fibrosarcoma de raton L929 (ATCC)
2.- Placas de cultivo celular de 75 cm? (Cell Growth, CORNING)
3.- Medio de cultivo RPMI (Cell Growth, CORNING)
4.- Suero de caballo al 10% (Cell Growth, CORNING)
5.- PBS 1X sin Mg** y Ca®" (Cell Growth, CORNING)
6.- Tripsina-EDTA 1 mM (CORNING)

7.- Azul tripano al 0.4%

8.- Camara de Neubauer (Invitrogen)

9.- Centrifuga 5810R (EPPENDORF)

10.- Amalgamador (SEMADI)

11.- Placas de 96 posos (CORSAR)

12.- Pesa (METTLER TOLEDO)

13.- Lozetas de vidrio (Kerr)

14.- ProRoot MTA (Dentsply)

15.- Biodentine (Septodont)

16.- Endosequence RRM (Brasseler)

17.- Hidréxido de Calcio (Dentsply)

18.- Dycal (Dentsply)

19.- Estufa de cultivo (YWR)

20.- Refrigerador (THERMO SCIENTIFIC)

21.- Campana de flujo laminar (Logic)

22.- Lysol IC (Lysol)

23.- Microscopio optico invertido (EVOS XL)

24.- Solucién fisiolégica



25.- Agua bidestilada

26.- Micropipetas (POSEIDON)

27.- Camara de Neubauer (Invitrogen)

28.- Microscopio optico invertido (Life)

29.- Cubre objetos (Invitrogen)

30.- Pipeta / micropipeta con puntas (Invitrogen)
31.- Buffer para diluciones (PBS)

32.- Colorante DMS (Promega)

33.- Colorante Azul Tripano (Promega)

34.- Tubos Corning (Corning)

35.- USB’s (Life)

36.- PC (Microsoft)

37.- MacBook Air (Apple)

38.- Mini Mac (Apple)

39.- MacBook Pro (Apple)

40.- Imac G6 (Apple)

41.- MacPro G7 (Apple)

42.- Lector de DNA/RNA Smart Spec 3000 (BIORAD)
43.- Centrifuga 5810 R (Eppendorf)

44.- Ethanol

45.- Cloro al 10%

46.- Lector de placas de Elisa Epoch (Biotek)
47 .- Reactivo MTT (Promega)

48.- Reactivo MTS (Promega)



Ensayo de citotoxicidad en células L929.

Se emplearon fibroblastos L929
almacenados previamente en placas Petri de
75 cm? (Cell Growth, CORNING), incubados
con 5% de CO; a 37° C en atmosfera humeda,
hasta formar una monocapa. Posterior a esto,
mediante un proceso de tripsinizacion (Cell
Growth, CORNING), se realizaron pasajes
celulares para después utilizarlos en el
presente experimento en nuevas placas de
cultivo con medio RPMI (Cell Growth,
CORNING).

Mediante la utilizacion de la camara de Figura 10.- Microscopio 6ptico invertido
(EVOS XL).

Neubauer se llevo a cabo una estimacién de la

cantidad de unidades disponibles, resultando un total de 21,000 células para cada
pozo. Al mismo tiempo, se llevd a cabo la colocacion de los cementos en 2 placas
de 96 pozos (Corsar), preparados de acuerdo a las indicaciones de cada
fabricante y manejando la siguiente disposicion: en la placa 1, se utilizé la linea A
para el ProRoot (Al-Al2), la
linea B para el Biodentine (B1-
B12), la linea C para el
Endosequence RRM (C1-C12),
linea D para el Hidroxido de
Calcio (D1-D12) y la linea E para
el Dycal (E1-E12). En la placa 2,
se utilizé la linea B para el
ProRoot (B2-B10), la linea C

Figura 11.- Placa CORSAR de 96 pozos con los cementos a para el Biodentine (CZ-C].O), la

experimentar y controles.

linea D para el Endosequence



RRM (D2-D10), la linea E para el Hidréxido de Calcio (E2-E10), la linea F para el
Dycal (F2-F10) y la linea G para controles positivo; utilizando medio de cultivo
RPMI con células (G2-G4) y negativo; utilizando DMSO (G5-G7).

Por lo que entre ambas placas resulté un total de 21 pozos para cada cemento,
colocados a manera de triplicado para cada uno de los tiempos a investigar t0 (2
hrs), t1 (4 hrs), t2 (6 hrs), t3 (24 hrs) y t4 (36 hrs).

Ya concluida la instalacion de los
cementos, se colocaron las placas en la
campana de flujo laminar con UV durante
8hrs, para mantener la esterilidad de los
materiales._Posteriormente, se colocaron

21,000 células por pozo. Agregando a

esto el reactivo MTS (Promega) a los
Figura 12.- Placa CORSAR conteniendo los cementos siguientes tiempos: O, 2’ 6, 24 y 36 hrs.
con el reactor MTS, listos para el analisis.
Para posteriormente llevar a cabo lecturas
con el lector de placas.
Como control positivo, se emplearon células con medio RPMI que crecieron
directamente en el pozo y como control negativo se emplearon células tratadas
con 10% de DMSO (dimetil sulfoxido). Finalmente, obteniendo resultados basados
en el nivel de intensidad de color leido y decifrado por el lector de placas.
Posterior al chequeo de placas, se tomaron
muestras triplicadas de t5, manejando el
método de tripsinizacion y colocando los
paquetes celulares con medio de cultivo en
tubos de Corning. Los cuales a la vez
fueron analizados bajo  microscopio
invertido (Evos) al tiempo cero y a las 24
hrs con el fin de determinar el poder de
regeneracion de las células
correspondientes a cada uno de los
cementos, recopilando todos los datos

Figura 13.- .Lector.de placas de ELISA
obtenidos en una matriz de datos. (Epoch)




Analisis Estadistico:

Con base a la utilizacion del analisis de varianza Anova, mediante el uso de

medianas para realizar las debidas comparaciones, obtuvimos los siguientes

datos:

One Way Analysis of Variance

miércoles, octubre 08, 2014, 12:57:47 p. m.

Data source: Data 2 in Datos Sergi

o Odontologia sep 2014

Normality Test (Shapiro-Wilk) Passed (P =0.607)

Equal Variance Test: Passed (P=0.224)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
ProRoot 4 0 2.433 0.522 0.261
Biodentine 4 0 2.235 1.22 0.61
Endos RRM 4 0 1.837 0.885 0.443
Dycal 4 0 0.784 0.123 0.0615
Source of Variation DF Ss Ms F P
Between Groups 3 6.489 2.163 3.38 0.054
Residual 12 7.68 0.64

Total 15 14.169

Las diferencias de los valores entre los

grupos de tratamiento no son

suficientemente grandes, para excluir la posibilidad que la diferencia es debido a la

variabilidad de muestreo arbitraria, por o que se concluye que no hay una

diferencia estadisticamente significativa (P = 0.054).



Resultados:

Promedio de triplicados

ProRoot | Biodentine | Endos RRM Dycal

TO (2hrs) | 1.7453333 1.367 1.7883333 0.246

T1 (dhrs) 2.078 1.569 1.025 0.198
72 (6hrs) 2.025 2.2413333 2.101 0.2803333

T3 (24hrs) | 1.7446667 | 0.6676667 0.183 0.338

Tasa de proliferacién celular
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Durante las primeras 4hrs (TO y T1), encontramos un comportamiento muy
estable en los 3 materiales a estudiar, siendo hasta las 6hrs (T2) cuando todos
demostraron un pico de biocompatibilidad, llegando a un nivel entre 2.5y 3 en la

escala de absorbancia a 450nm (del O al 4). Siendo a las 24hrs (T3) cuando se
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despliega una inhibicion exagerada de crecimiento celular por parte del Biodentine
y Endosequence RRM, mientras que el ProRoot continuo ofreciendo un
comportamiento bastante estable.

Respecto a los controles negativos, el Dycal ofreci6 un comportamiento muy
estable durante todo el experimento, inhibiendo perfectamente el crecimiento
celular, mientras que el Ca(OH),, ofrecié un comportamiento inesperado; situacion
por la cual, se omiti6 al momento de colocar resultados en la tabla y la grafica.
Encontrando y determinando tanto al Biodentine como al Endosequence RRM con
una citotoxicidad similar.

Cabe mencionar, que durante la utilizacion del lector de placas de Elisa, se
utilizaron como controles de calibracion RPMI con células para control positivo y

RPMI con células y DMSO para control negativo.

Durante el T4 (36hrs), tanto el Biodentine como el Endosequence RRM
desplegaron un elevado indice de proliferacion celular, situacion que se omitié al
momento de colocar y graficar resultados, debido a que bajo la utilizacion del MOI
confirmamos la ausencia de células. Situacion por la cual, sospechamos que hubo

una interaccién entre los materiales y el reactivo, dando falso positivo.

Otra situacion a considerar fue al momento de realizar el analisis estadistico, en el
cual se utilizaron medianas para realizar la comparacion de los materiales, debido
a que durante el andlisis de las absorbancias en los TO, T1, T2 y T3 existieron
algunas diferencias marcadas dentro de los mismos triplicados, lo cual impidié la

utilizacion de medias, considerando la magnitud de la desviacidn estandar.



ANALISIS DE MORFOLOGIA
(0-24Hrs)

Las muestras correspondientes al T4 (36hrs), fueron utilizadas para hacer un
analisis referente a la morfologia celular, el cual se realizé tripsinizando los
especimenes y agregandoles nuevo medio de cultivo, para posteriormente ser
observados al MOI en el momento de la tripsinizacién (Tiempo cero) y a las 24hrs,

encontrando los siguientes resultados:

Morfologia L929

ProRoot Excelente crecimiento, forma natural

Biodentine Sin prescencia de células

Endosequence RRM Sin prescencia de células

Ca(OH)2 Células muertas, contraidas, deformes

Dycal Pérdida de integridad de la membrana, deformes

CAPACIDAD DE REGENERACION CELULAR
(0-24Hrs)
Con los especimenes del T5, realizamos el mismo proceso con la
finalidad de observar la capacidad de las ceélulas, de regenerarse,

posterior a haber estado por un periodo de 36hrs con los cementos.

Regeneracion Celular FL929
ProRoot S
Biodentine X
Endosequence RRM X
Ca(OH)2 X
Dycal X




Segun el ensayo de regeneracion celular, realizado bajo microscopio 6ptico
invertido EVOS, encontramos poder de regeneracion celular unicamente en el
cemento ProRoot. En el Biodentine, encontramos la presencia de cristales
correspondientes a la composicion del mismo y en el Endosquence RRM
sospechamos de un posible desprendimiento del material, pero sin presencia de
células. Respecto a los controles negativos Dycal y Ca(OH), observamos muerte
celular posterior a las 24 hrs de haber agregado el RPMI, ofreciendo el resultado
esperado al ser utilizados ambos cementos como control negativo.

Determinando al material ProRoot como el mas biocompatible durante todos los

ensayos.



Discusion:

Los materiales utilizados en endodoncia frecuentemente son colocados en
contacto directo con el tejido periodontal. Esto es particularmente cierto para los
materiales usados como selladores de obturacién retrograda. Por lo que es
esencial que los cementos, ademas de cumplir con otras demandas propias de los

mismos, no sean toxicos sino biocompatibles para los tejidos periodontales. (o)

El potencial citotoxico es uno de los parametros mas comunmente usado en
estudios in vitro para determinar el grado de biocompatibilidad de un material
sellador endodontico. Por lo general se trata de pruebas simples y rapidas por
medio de las cuales se obtienen resultados cuantificables y por lo tanto valiosos
para poder evaluar la posibilidad de uso clinico de un material determinado.
Diversos métodos de cultivos celulares como la observacion de la inhibicion del
crecimiento celular, pruebas de permeabilidad de la membrana celular, pruebas de
actividad enzimética o el registro de injuria y/o muerte celular han sido usados

para determinar la citotoxicidad de distintos materiales dentales. (1) (32

En el 2011 Beth Ann et al, realizaron un estudio, en el cual determinaron
que en un lapso de 24 horas los cementos ProRoot, Angelus, EndoSequence
RRM y EndoSequence RR Putty ofrecen una viabilidad igual o mayor al 91.8%,
concluyendo que no existe una diferencia significativa entre ninguno de los
cementos. Situacion con la cual quedamos en absoluta controversia, debido a que
en nuestro ensayo encontramos una diferencia bastante marcada entre el ProRoot

y el Endosequence RRM.

Wade R. Hirschman et al, en el 2012, compararon la citotoxicidad de los cementos
MTA-Angelus, Endosequence RRM, Ultra-blend Plus y Dycal, analizando los
materiales en intervalos de 2, 5 y 8 dias. Reportando una viabilidad bastante
similar a la ofrecida por el control positivo (Medio de cultivo con células).

Finalmente concluyendo que no habia diferencia estadisticamente significativa en
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el grado de citotoxicidad producido por cualquiera de los cementos, con excepcion
del Dycal, utilizado como control negativo.

Situacién que de la misma manera, basandonos en nuestro trabajo, manejado
mediante microscopio 6ptico invertido, antagonizamos absolutamente; ya que, al
realizar nuestro ensayo para determinar la capacidad de regeneracion celular de 0
a 24 horas (posterior a 36 hrs de contacto medio de cultivo-celulas-cemento),
encontramos ausencia total de células en el cemento Endosequence RRM, por lo
cual lo hallamos como un material que ofrece mayor citotoxicidad en comparacion

al ProRoot y al Biodentine.

Por otro lado Hui-min Zhou et al, en el 2013, compararon la citotoxicidad producida
por el Biodentine, ProRoot y el GIC (londémero de vidrio), manejando intervalos de
1, 3y 7 dias. Reportando que tanto el ProRoot como el Biodentine demostraron
una mayor viabilidad en comparacién con el GIC y entre ellos (ProRoot y
Biodentine), no existia una diferencia significativa en el grado de produccién de
citotoxicidad. Situacion en la cual concordamos con la excelente biocompatibilidad
ofrecida por parte del ProRoot, exceptuando que nosotros encontramos una
menor viabilidad por parte del Biodentine. Sin embargo, no dejamos de mencionar
nuestro reporte sobre una diferencia estadisticamente no significativa entre los

materiales.

Conclusion y recomendaciones:

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo, encontramos al
cemento ProRoot como el material mas biocompatible (tomando como base los
ensayos de absorbancia, morfologia y regeneracion), mientras que el
Endosequence RRM fue el material que produjo un mayor grado de citotoxicidad.
Tanto el Endosequence RRM como el Biodentine, demostraron ser materiales muy
inestables al estar en contacto con las células, ofreciendo un comportamiento

disparado en los distintos intervalos de registro.



Sin embargo con base a nuestro analisis de varianza de Anova,
encontramos que no existe una diferencia estadisticamente significativa entre los

cementos y su citotoxicidad.

Al analizar nuestra grafica, cabe mencionar que el ProRoot es el mejor
compuesto, debido a que mantuvo una gran estabilidad durante los tiempos en
gue se analizo, al igual que el Dycal; ofreciendo un excelente comportamiento al

ser utilizado como control negativo.

Los materiales Dycal y Ca(OH)2, ocasionan muerte celular, presentando el
comportamiento esperado, para ser utilizados a manera de control negativo.
Debido a los resultados obtenidos en el T4 (36hrs) en el lector de placas de Elisa,
nuestra recomendacion es la realizacion de mayores analisis para determinar si
Endosequence RRM vy Biodentine son biocompatibles al utilizarlos como se
menciona en los métodos, ya que se sospecha de la posible liberacion de alguna
particula 6 molécula, que pudiera estar interactuando con el reactivo MTS, por lo
gue se sugiere probar otros reactivos para evitar posibles falsos positivos durante

el analisis de absorbancia.

Finalizando el presente trabajo y buscando cumplir con el objetivo general,
concluimos que no existe una diferencia estadisticamente significativa en el grado

de produccién de citotoxicidad entre los 3 materiales.
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