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RESUMEN: EI correcto sellado apical es un paso importante durante el tratamiento de conductos, para esto, se
utilizan puntas de gutapercha y cemento sellador, de este ultimo existen diversas formulaciones quimicas en el mercado,
por lo cual es importante tomar en cuenta los efectos que estas pueden tener en el proceso de cicatrizacion periapical. El
proposito de este estudio fue evaluar la biocompatibilidad de cuatro cementos selladores con diferente composicion quimi-
ca con osteoblastos humanos. Se prepararon extractos de cementos selladores a con dos concentraciones (10 mg/mL y 40
mg/mL) y dos tiempos de exposicion (10 min y 8 h), estos fueron colocados en contacto con osteoblastos humanos para
evaluar la proliferacion y citotoxicidad a 24, 72 y 96 h con sus respectivos controles y blancos. Se realizé un analisis
estadistico con ANOVA de un factor y la prueba de comparaciones multiple de Bonferroni. Los resultados obtenidos, tanto
en el ensayo de citotoxicidad como en el de proliferacion, indicaron que el cemento a base de resina no es biocompatible
con osteoblastos. El cemento a base de poli-dimetilxilosano fue el Unico que no mostro citotoxicidad a ninguin de tiempo de

exposicion y concentracion examinadas en este estudio.
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INTRODUCCION

El tratamiento de conductos tiene como finali-
dad eliminar la infeccion y sellar completamente el
canal radicular para evitar la filtracion de liquidos o
bacterias (Eldeniz et al., 2007), evitando la reinfeccion
de la zona y el posible fracaso del tratamiento, ya que
la infeccién bacteriana presente en pulpa dental pue-
de llevar a lesiones periapicales (Fernandes & de
Ataide, 2010). La funcion de los cementos selladores
endododnticos es cerrar los espacios que podrian que-
dar en el canal, sin ser extruidos hacia los tejidos
perirradiculares (Shon et al., 2012). Aun con los cui-
dados necesarios, existen situaciones en las que los
selladores sobrepasan el canal radicular
incrementando el riesgo de irritacion del tejido o retra-
so en la cicatrizacion (Brackett et al., 2010), el cual
puede ser mayor si no son altamente biocompatibles.

Existen diferentes tipos de selladores de acuer-
do a su composicion quimica (Scelza et al., 2012), y
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respecto a esta caracteristica han sido divididos en 5
grupos (Garrido et al., 2015): selladores a base de hi-
dréxido de calcio, 6xido de zinc eugenol, resina,
ionémero de vidrio y silicona; al colocar estos materia-
les se encontraran en contacto con tejidos periapicales
por tiempos prolongados, por lo que existe la posibili-
dad de que productos de degradacion sean liberados
a través de los tubulos dentinarios o canales laterales
y accesorios, pudiendo dafar el ligamento periodontal
y el hueso alveolar (Bernath & Szabd, 2003) y afectar
las actividades metabdlicas normales del hueso, lo cual
podria poner en riesgo la remodelacion y regenera-
cion 6sea (Rodrigues et al., 2014). La ultima meta de
la terapia endododntica debe ser regresar al 6rgano
dentario tratado a un estado de salud y funcionalidad
sin la necesidad de realizar ningun tipo de interven-
cion quirargica (Fernandes & de Ataide). Debido a esto,
es importante evaluar la biocompatibilidad de los ce-
mentos selladores con osteoblastos, ya algunos estu-
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dios sugieren que son capaces de interferir en la pro-
duccion de moléculas como COX-2 (Huang et al., 2003)
y RANKL (Huang et al., 2009; Kim et al., 2013a,b),
esta Ultima intimamente relacionada con la diferencia-
cion de células 6seas y osteoclastos para formar teji-
do 6seo (Gerstenfeld et al., 2003). Ademas de que la
presencia de cemento sellador en el periapice ha sido
relacionada como una de las causas de periodontitis
apical persistente (Nair, 2006).

El propodsito de este estudio fue evaluar la
biocompatibilidad in vitro, mediante ensayos de proli-
feracion y citotoxicidad, con una linea celular primaria
humana de osteoblastos, al ser colocada en contacto
con cuatro selladores de conductos con diferente com-
posicion quimica: oxido de zinc eugenol (Sealapex;
SybroEndo, CA, USA), resina epodxica (AH Plus;
Dentsply, Konstanz, Alemania), silicato de calcio (MTA
Fillapex; Angelus, PR, Brasil) y poli-dimetilxilosano
(Roeko Seal; Coltene/Whaledent, Langenau, Alema-
nia) a diferentes concentraciones y tiempos de expo-
sicion. Es importante sefialar que hasta el momento
son muy pocos los estudios que han evaluado los efec-
tos citotdxicos de MTA Fillapex (Salles et al., 2012;
Scelza et al.), Sealapex (Al-Awadhi et al., 2004; Lee
etal., 2007; Scelza et al.), AH Plus (Pinna et al., 2008;
Xu et al., 2010; Loushine et al., 2011; Ehsani et al.,
2012; Kim et al., 2013a,b; Garrido et al.) y Roeko Seal
(Al-Awadhi et al.) en osteoblastos, ademas de que la
mayoria de estos son en células de otra especie.

MATERIAL Y METODO

Preparacion de los selladores y extractos de me-
dio de cultivo. Bajo condiciones de esterilidad se pre-
paré cada cemento sellador de acuerdo a las instruc-
ciones del fabricante. Las muestras preparadas de
cada cemento fueron colocadas en medio de cultivo,
el cual consisti6 en Medio Eagle Modificado por
Dulbecco (DMEM, Sigma-Aldrich) suplementado con
antibidtico al 1 % (Penstrep, Gibco) para lograr una
concentracion de 10 o 40 mg/ml, ademas se agrega-
ron perlas de vidrio de 0,5 mm de diametro para
homogenizar la solucién durante un minuto con ayu-
da de un vortex (Maxi Mix Il, Barnstead International).

Se prepararon cuatro tipos de extractos segun
el tiempo de liberacién que tuvieron con los diferentes
cementos y su concentracion. Los extractos a dos con-
centraciones (10 y 40 mg/ml) se incubaron por 10 min
(tiempo de extraccion 1) u 8 h (tiempo de extraccion

2) a 37 °C a 250 rpm (Enviroment Shaker, Lab-Line
Instruments), posteriormente se centrifugaron (5417R,
Eppendorf) a 13 000 rpm durante 5 min y se recupero
el sobrenadante, el cual fue conservado a 4 °C hasta
la realizacién de los experimentos.

Un control de medio (DMEM suplementado con
antibiotico) fue tratado bajo las mismas condiciones
que los extractos.

Exposicion de las lineas celulares a los extractos.
La linea celular de cultivo primario (osteoblastos) fue
donada por el Laboratorio de Ciencia Basica de la Fa-
cultad de Estomatologia de la Universidad Autonoma
de San Luis Potosi. Al presentar un 90 % de confluen-
cia estas células fueron despegadas con Tripsina/EDTA
al 0,25 % (Gibco) y centrifugadas a 1,000 rpm durante
10 min. La suspensién celular fue resuspendida en 1
ml de medio para realizar el conteo celular mediante
azul de tripano con ayuda de una camara de Neubauer.

Los extractos preparados fueron atemperados
y se colocaron 100 pl en placas de 96 pozos (Thermo
Scientific) por triplicado con 10 mil células, a todos los
pozos se les agreg6 100 pl de DMEM suplementado
con suero bovino fetal (Gibco) al 10 % y antibiotico al
1 %. Paralos ensayos se utilizaron los controles y blan-
cos correspondientes, todos los ensayos fueron reali-
zados a 24, 72y 96 h.

Analisis citotoxicidad. Se utilizé el kit comercial
CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay
(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante.
Para este analisis se utilizé un control de citotoxicidad
maxima y un control de muerte normal. Las lecturas
de absorbancia fueron tomadas a 490 nm.

Analisis de proliferacion. Se utilizé el kit comercial
CellTiter 96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assay
(Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante,
posterior a los tiempos de incubacion (24, 72 'y 96 h)
se agregaron 15 pL la solucién de tincion para realizar
una incubacion a 37 °C por 3 h. Transcurrido el tiempo
se adicionaron 100 pL de la solucion de paro y se co-
locé a 4 °C durante toda la noche. Al siguiente dia se
tomo lectura en un lector de microplacas (ELIREAD,
KontroLab) a 570 nm.

Andlisis estadistico. Se realizo Analisis de Varianza
(ANOVA) de un factor y la prueba de comparaciones
multiple de Bonferroni. La significancia estadistica se
marco con un valor de p<0.05 Todos los datos se ana-
lizaron con el programa IBM SPSS v20 (IL, USA).
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RESULTADOS

Analisis de citotoxicidad. El cemento a base de resi-
na epoxica fue el que mostré en general una citotoxicidad
mayor en comparacion tanto con el promedio de muer-
te normal como con los demas cementos en todos los
grupos evaluados (Tablas | y II), incluso presenta en
ambos tiempos de extraccion, en todas las concentra-
ciones y horas de exposicion diferencia estadisticamente
significativa con la citotoxicidad normal.

Después de este material, el cemento a base
de 6xido de zinc eugenol muestra una mayor
citotoxicidad en comparacion con el control de
citotoxicidad normal.

El cemento que no presento citotoxicidad es el
fabricado a base de poli-dimetilxilosano mostrando en
ambos tiempos de extraccién y en todas las concen-
traciones y horas de evaluacién una citotoxicidad si-
milar al control de muerte normal.

Andlisis de proliferacion. Todos los grupos que fue-
ron expuestos al material a base de resina epoxica a
los diferentes tiempos de extraccion y concentracio-
nes evaluadas (Tablas Il y IV) mostraron una prolife-
racion muy por debajo de la normal, mostrando en to-
dos los casos una diferencia estadisticamente signifi-
cativa en relacion al grupo de proliferacion normal, lo
que concuerda con los resultados obtenidos en el ana-
lisis de citotoxicidad.

Tabla I. Resultados de absorbancia obtenidos del analisis de citotoxicidad en osteoblastos expo-

sicién al material extraido durante 10 minutos.

24h 72 h 96 h
Grupos 4 mg/mli - 40 mg/ml 10 mg/ml 40 mg/ml 10 mg/ml 40 mg/ml
sC 0,1440,04° 0,15:0,03° 0,230,032  0,5+0,1%%¢ 0,26£0,05° 0,510,012
RE 0,60£0,09° 0,670,07° 0,690,076  0,76+0,03%° 0,95+0,23° 0,9210,3°
PDM 0,21+0,04%  0,15%0,05° 0,18+0,01a 0,2+0,03° 0,25+0,01% 0,26+0,01°
OZE 0,21£0,02* 0,59+0° 0,45+0,05c  0,7320,29"° 0,4520,03  0,66£0,08°"
Control 0,2640,03° 0,26:0,03°  0,2+0,03° 0,2£0,03%¢ 0,26£0,017  0,26+0,01°

SC: silicato de calcio, RE: resina epoxica, PDM: poli-dimetilsiloxano, OZE: 6xido de zinc eugenol, Control:
citotoxicidad normal. Los valores de la misma columna que no comparten el mismo superindice son

significativamente diferentes en p< .05.

Tabla Il. Resultados de absorbancia obtenidos del analisis de citotoxicidad en osteoblastos exposicion al

material extraido durante 8 horas.
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Grupos 24h 72h 96 h

P 10 mg/ml 40 mg/ml 10 mg/ml 40 mg/ml 10 mg/ml 40 mg/ml
scC 0,14+0,02° 0,36+0,03ad 0,26+0,03a 0,43+0,05° 0,59+0,02° 0,52+0,022
RE 1,48+0,32° 1,97+0,02b 0,44+0,03b 0,54+0,04° 0,61+0,05° 0,85+0°
PDM 0,22+0,01° 0,16+0,02¢ 0,14+0,02a 0,16+0,02° 0,28+0,03"° 0,26+0,04°
OZE 0,39+0% 0,42+0,09a 0,54+0,11b 0,43+0,02° 0,52+0,072 0,54+0,01°
Control  0,26+0,03? 0,26+0,03c¢ 0,240,032 0,2+0,03° 0,26+0,01° 0,26+0,01°

SC: silicato de calcio, RE: resina epdxica, PDM: poli-dimetilsiloxano, OZE: éxido de zinc eugenol, Control: citotoxicidad normal.
Los valores de la misma columna que no comparten el mismo superindice son significativamente diferentes en p< .05.

Tabla Ill. Resultados de absorbancia obtenidos del analisis de proliferacion en osteoblastos exposicion al
material extraido durante 10 minutos.

24h 72h 96 h

Grupos 10 mg/ml 40 mg/mi 10 mg/ml 40 mg/ml 10 mg/ml 40 mg/ml
sC 0,67+0,032 0,34+0,02° 0,49+0° 0,36+0,08a 0,19+0° 0,710,142
RE 0,04+0,01 0+0° 0,240,030 0+0° 1,28+0,02° 0,99+0,02%°
PDM 0,27+0,01° 1,1240,2° 0,58+0,04a 1,75+0,01c 0,66+0,01° 0,81+0,05°
OZE 0,49+0,06¢ 0,150,022° 0,22+0,05b 1,98+0,074d 0,17+0,02° 1,33+0,15°
Control 0,34+0,01° 0,34+0,01° 0,82+0,06¢ 0,82+0,06e 1,95+0,2° 1,95+0,2°

SC: silicato de calcio, RE: resina epdxica, PDM: poli-dimetilsiloxano, OZE: 6xido de zinc eugenol, Control: proliferacién normal.
Los valores de la misma columna que no comparten el mismo superindice son significativamente diferentes en p< .05.
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Tabla IV. Resultados de absorbancia obtenidos del analisis de proliferacion en osteoblastos exposicion

al material extraido durante 8 horas.

24 h 72h 96 h

Grupos 10 mg/ml 40 mg/ml 10 mg/ml 40 mg/ml 10 mg/ml 40 mg/ml
sC 0,42+0,13° 0,21+0,01% 0,27+0,04° 1,21+0,28° 1,89+0,07% 0,12+0,03a
RE 0,0420° 0,01+0° 0,24£0,15>°  0,03+0,03" 1,11£0,04°  0,190,01ab
PDM 0,280,012 0,31+0,03° 0,56+0,05° 0,67+0,06° 0,79+0,01°  0,46+0,04b
OZE 0,09+0,01° 0,01+0° 0,02+0,01° 1,11£0,03*°  1,25:0,08°  1,71%0,04c
Control  0,3440,01° 0,34+0,01° 0,82+0,06" 0,82:0,06°° 1,95+0,2° 1,95+0,2°

SC: silicato de calcio, RE: resina epoéxica, PDM: poli-dimetilsiloxano, OZE: éxido de zinc eugenol, Control: Proliferacién nor-
mal. Los valores de la misma columna que no comparten el mismo superindice son significativamente diferentes en p< .05.

DISCUSION

El objetivo del tratamiento de conductos es re-
gresar al érgano dentario a un estado de salud y
funcionalidad sin realizar ningun tipo de intervencion
quirurgica (Fernandes & de Ataide). Para esto el trata-
miento debe desarrollarse procurando que los materia-
les usados para el sellado del conducto permanezcan
dentro del conducto radicular.

Los materiales de relleno del canal radicular por
si solos no son suficientes para asegurar una exitosa
obturacion del conducto (Shon et al.), por lo que es ne-
cesario utilizar cementos selladores, los cuales pueden
ser extruidos o diluidos a través de la constriccion apical
y de esta forma entrar en contacto con los tejidos
perirradiculares (Rodrigues et al.). Por esta razén es
importante conocer la biocompatibilidad de los cemen-
tos selladores fabricados a base de diferentes materia-
les para de esta forma tomar la mejor eleccién clinica.
En este estudio se evaluaron cuatro cementos selladores
in vitro con diferente composicion quimica: 6xido de zinc
eugenol (Sealapex; SybroEndo, CA, USA), resina
epodxica (AH Plus; Dentsply, Konstanz, Alemania), silicato
de calcio (MTA Fillapex; Angelus, PR, Brasil) y poli-
dimetilxilosano (Roeko Seal; Coltene/Whaledent,
Langenau, Alemania).

Estos cementos fueron puestos en contacto con
medio de cultivo a dos diferentes concentraciones (10 y
40 mg/ml) durante dos periodos extraccion (10 minutos
y 8 h), para después ser colocados en contacto con una
linea celular primaria humana de osteoblastos durante
24,72y 96 h.

En relacion al analisis de citotoxicidad, los
osteoblastos mostraron el mayor porcentaje de muerte
celular con el cemento a base de resina epodxica. Pinna
et al. evaluaron la citotoxicidad de diferentes cementos
durante 5 semanas usando osteoblastos de

osteosarcoma de rata, observando que el AH Plus Jet
mostré una alta citotoxicidad durante la primera sema-
na, después de la tercera semana la citotoxicidad dis-
minuye siendo comparable con su control, esto concuer-
da con Loushine et al. que estudiaron AH Plus durante
6 semanas con osteoblastos de raton. Kim et al.
(2013a,b) también evaluaron la citotoxicidad de AH Plus
en una linea tipo osteoblastos de raton (MC-3T3) mos-
trando una alta citotoxicidad a las 24 horas.

De la misma manera en un estudio realizado por
Xu et al. se evaluo la citotoxicidad de este cemento con
un extracto preparado a 72 h de liberacion en células
tipo osteoblastos (MG63) con diferentes diluciones mos-
trando una citotoxicidad de moderada a severa en los
primeros tres dias lo que concuerda con nuestros resul-
tados, estas mismas células fueron evaluadas por
Ehsani et al., aunque ellos afirman que son células tipo
fibroblastos, mostrando una significativa citotoxicidad a
las 24 horas. Garrido et al. evaluaron la viabilidad de
células tipo osteoblastos (Osteo-1) mediante azul de
tripano colocandolas 24 horas en contacto con extrac-
tos preparados a una concentraciéon de 0,1 mg/ml du-
rante 24 horas, se observo que AH Plus presentd una
alta citotoxicidad. Se piensa que esta situacion es prin-
cipalmente debido al componente resinoso y a la amina
que promueve su polimerizacion (Pinna et al.; Xu et al.).

Es importante hacer notar que todos los estudios
citados anteriormente (Pinna et al.; Xu et al.; Loushine
et al.; Ehsani et al.; Kim et al., 2013a,b; Garrido et al.)
evallan unicamente citotoxicidad, nosotros evaluamos
citotoxicidad mediante analisis de LDH vy proliferacion
con MTT. Ademas, los estudios reportados en
osteoblastos hasta el momento no son células huma-
nas, a diferencia de nuestro estudio.

El cemento que mostré la menor citotoxicidad fue
el elaborado a base de poli-dimetilxilosano, hasta el
momento un solo articulo ha evaluado la
biocompatibilidad de este cemento en contacto con una
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linea celular de osteoblastos (Al-Awadhi et al.), en este
caso de calvaria de rata, mostrando la menor citotoxicidad
entre los cementos evaluados por estos autores, lo cual
concuerda con nuestros resultados.

Los resultados obtenidos sugieren que el cemen-
to a base de resina epoxica mostré una citotoxicidad mar-
cada, por el contrario, el cemento a base de poli-
dimetilxilosano no presentoé citotoxicidad. En relacion a
la proliferacién ninguno de los cementos evaluados mos-
tré resultados alentadores, e inclusive se observo una
proliferacion muy por debajo de la normal cuando las
células fueron expuestas al cemento a base de resina.

El resto de los cementos no mostraron una tenden-
cia especifica en relacion a la proliferacion celular normal.
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ABSTRACT: Correct apical sealing is an important step during
root canal treatment, hence, gutta-percha points and sealant are used.
There are several chemical compositions on the market, so it is important
to evaluate the effects of these in the periapical healing process. The aim of
this study was to evaluate the biocompatibility of four sealer cements with
different chemical composition placed in contact with human osteoblast.
Different extracts were prepared at two concentrations (10 mg/mL and 40
mg/mL) and two exposure times (10 min and 8 h) these were placed in
contact with human osteoblast to evaluate cytotoxicity and proliferation at
24, 48 and 72 h with their respective controls and blanks. A statistical analysis
was performed with ANOVA of one factor and Bonferroni post hoc. Results
obtained in cytotoxicity and proliferation assays, indicated that the resin-
based cement is not biocompatible with osteoblast. The poly-dimethylxilosan-
based cement was the only that did not show cytotoxicity at any time of
exposure and concentration examined in this study.

KEY WORDS: biocompatibility, sealer cements, osteoblasts.
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