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RESUMEN

La biocompatibilidad de los cementos se-
lladores es una caracteristica que debe
tenerse en cuenta, ya que podria influir en
el resultado del tratamiento de conductos.
El objetivo de este estudio fue analizar la
citotoxicidad de los cementos selladores
a base de silicatos BioRoot® RCS y Na-
no-ceramic Sealer®, y el sellador a base
de resina epodxica AH Plus Jet®, asi como
su respuesta inflamatoria asociada en
fibroblastos humanos. Se seleccionaron
36 dientes unirradiculares, se instrumen-
taron y obturaron con los selladores se-
leccionados. A continuacion, se pusieron
en contacto con el medio de cultivo para
obtener los medios acondicionados a las
24, 48 y 72 horas. Los medios acondicio-
nados obtenidos fueron cultivados con la
linea celular de fibroblastos L-132. La via-
bilidad de las células se evalu6 mediante
el ensayo del bromuro de 3-(4,5-dimetil-
tiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolio (MTT). La
respuesta inflamatoria se analiz6 me-
diante la medicion de los niveles de IL-6
determinados a través del ensayo ELISA
(ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas) y mediante los niveles de nitri-
to (ensayo de fluorescencia). Todos los
selladores mostraron un cierto grado de
citotoxicidad durante el tiempo de evalua-
cién, mientras que solo el BioRoot® RCS
desencadend una respuesta pro-inflama-
toria. Es necesario seguir investigando
para evaluar otros aspectos de la biocom-
patibilidad de los cementos selladores a
base de silicato.

PALABRAS CLAVE

Tratamiento de conductos; Obturacion
del conducto radicular; Inflamacion; Toxi-
cidad.
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ABSTRACT

Biocompatibility of sealers is a feature
to be taken into account as it might
influence the outcome of the treatment.
The aim of this study was to analyze
the cytotoxicity of the silicate-based root
canal sealers BioRoot™ RCS and Nano-
ceramic Sealer™and the epoxy-resin
based sealer AH Plus Jet™, as well as
their associated inflammatory response
in human fibroblast. Thirty-six human
teeth were selected, prepared, filled with
the selected sealers and put in contact
with culture medium to obtain extracts at
24, 48 and 72 hours. Then, the extracts
were cultured with the L-132 fibroblast
cell line. Cell viability was evaluated
using the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-2,5 diphenyl tetrazolium bromide
(MTT) assay. Inflammatory response
was analyzed by measuring IL-6 levels
determined by ELISA and nitrite levels
(fluorescence assay). All sealers showed
a certain degree of cytotoxicity during the
evaluation time, while only the BioRoot™
RCS triggered a pro-inflammatory
response. Further research is needed to
assess other aspects of biocompatibility
of silicate-based root canal sealers.

KEY WORDS

Root canal therapy; Root canal obturation;
Inflammation; Toxicity.
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INTRODUCCION

En la actualidad, ninguno de los cementos de endodoncia
presenta todas las caracteristicas® que un cemento ideal
deberia tener?. Por lo tanto, los fabricantes tratan de me-
jorar constantemente estas propiedades, introduciendo
nuevos cementos en el mercado®. Dado que los cementos
podrian llegar a los tejidos periodontales a través de las
diferentes conexiones existentes, es importante conocer
sus propiedades* ya que podrian causar una respuesta®.
La biocompatibilidad es una de las caracteristicas que po-
drian influir en el resultado del tratamiento endodéntico?, y
esta determinada por diferentes aspectos, entre los que se
incluye la citotoxicidad®.

La citotoxicidad se define como la capacidad de un ma-
terial para influir en la viabilidad celular” y, en general, es
el primer paso que se analiza al evaluar la biocompatibili-
dad?. La Organizacion Internacional para la Normalizacion
(ISO) sugiere la realizacion de ensayos de citotoxicidad
“in vitro” al ser sencillos, controlables y reproducibles®. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que la citotoxicidad sélo
describe un aspecto de la biocompatibilidad’. Otra posible
respuesta, a los materiales potencialmente toxicos, seria
una reaccion inflamatoria®®. Se sabe que diferentes citoqui-
nas proinflamatorias®t, como la interleuquina (IL) y el factor
de necrosis tumoral (TNF)*2, participan en la respuesta in-
flamatoria contribuyendo al proceso de curacion®.

Debido a las buenas propiedades de biocompatibilidad
que presentan los cementos a base de silicato de calcio,
recientemente se han desarrollado diferentes cementos
selladores basados en dicho componente®®*?, como el
iRoot® SP, el BioRoot® RCS o el Nano-ceramic Sealer®.
El BioRoot® RCS esta compuesto por silicato tricalcico y
polvo de 6xido de circonio, que se mezcla con una solucion
acuosa a base de cloruro de calcio!'’, mientras que el ce-
mento Nano-ceramic Sealer® estad compuesto de silicatos
de calcio, 6xido de zirconio, agente espesante y rellenos?®.
Sin embargo, los cementos a base de resina epdxica se
siguen utilizando de forma frecuente en los tratamientos
de endodoncia®®?, siendo considerado el AH Plus® como
el “gold standard™"20:21,

El objetivo del presente estudio fue evaluar la citotoxicidad
y la respuesta inflamatoria de los cementos a base de si-
licato de calcio Nano-ceramic Sealer® y el BioRoot® RCS,
y compararlo con el cemento a base de resina AH Plus
Jet®, en la linea celular de fibroblastos humanos L-132.
Las hipétesis nulas planteadas establecieron que no se
encontrarian diferencias entre los diferentes cementos, ni
en términos de citotoxicidad ni en términos de respuesta
inflamatoria.
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MATERIAL Y METODO

El presente estudio se basé en un contacto indirecto de
los cementos y las células, basado en la técnica empleada
por Camps y cols.,?? (Figura 1). Este estudio fue aproba-
do por el Comité de Etica de la Universidad Europea (N°
de referencia CIP1/19/139). Para ello, se seleccionaron 36
(N=36) incisivos centrales superiores humanos extraidos
por razones periodontales. Se excluyeron aquellos que
presentaron apices abiertos, fisura, caries, reabsorciones,
calcificaciones o tratamiento endoddntico previo. A conti-
nuacion, se elimind la corona a nivel apical de la unién
amelocementaria mediante discos (0,25mm, Dynex Bri-
llantmounted, Renfert Gmbh, Hilzingen, Alemania) monta-
dos en una pieza de mano (KaVo E10C 1:1, KaVo Dental,
Biberach, Alemania). Durante el estudio, los dientes se al-
macenaron en tamon fosfato salino con antibiético (100 U/
mL de estreptomicina y penicilina).

Cultivo celular

Los fibroblastos L-132 se cultivaron en un medio de cultivo
(Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM)) comple-
mentado con antibiético (1% de penicilina y 1% de estrep-
tomicina), 2mM L-glutamina y 10% de suero fetal bovino
(SFB, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.). Las células se
sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de 2500
células/cm? cuando se cultivaron durante 24 y 48 horas, y a
2000 células/cm? cuando se cultivaron durante 72 horas, en
ambos casos a 37°C en una atmdsfera hiumeda al 95% de
aire y 5% de CO,. El medio se renovo cada tres dias y las
células se subcultivaron cada semana en una proporcion de
1 a 20 por tripsinizacion (0,25% Trypsin-EDTA).

Preparacion de los dientes

Se confirmé la permeabilidad de los dientes, se fij6 una
longitud de trabajo a 0,5 mm del foramen con una lima K
(ISO#10, Dentsply Maillefer, Tulsa, OK, USA) y se instru-
mentaron con limas Reciproc® R40 (VDW GmbH, Munich,
Germany) montadas en el motor VDW Silver® Reciproc®
(VDW GmbH, Munich, Germany) (Figura 1A). Durante la
instrumentacion, llevé a cabo la irrigacién con agua desti-
lada con antibidtico (estreptomicina, penicilina) seguida de
una activacion final con el sistema EndoActivator® (Dents-
ply Tulsa Dental Specialties, Tulsa, OK).

Contacto indirecto entre los fibroblastos L132
y los cementos

Los dientes fueron esterilizados durante 35 minutos a 105°C
en un autoclave®?? y distribuidos aleatoriamente en tres
grupos: grupo A, AH Plus Jet® (Dentsply DeTrey GmbH,
Konstanz, Germany); grupo B, BioRoot® RCS (BR, Sep-
todont, Saint-Maur-des-Fosses, France); y grupo C, Na-
no-ceramic Sealer® (B&L Biotech, Fairfax, VA, USA). Los
cementos se prepararon en condiciones estériles, dentro de
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una campana de flujo laminar (Telstar Bio Il Advance Plus®,
Terrasa, Espafia), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Una vez mezclados, se introdujeron en una jeringa de insu-
lina de 1 ml (BD Plastipak®, BD™). 2ul de cada cemento se
introdujeron en el conducto, llevando a cabo la obturacion
mediante la técnica de condensacion lateral (Figura 1B). A
continuacion, los dientes preparados se introdujeron en un
microtubo (Figura 1C) y se afadieron 1,2 ml de DMEM de
tal manera que sélo las porciones apicales de los dientes
estuviesen en contacto con el medio (Figura 1D).

Obtencidn de los medios acondicionados de los cementos

En este punto, se llevé a cabo una modificacion del estu-
dio de Camps y cols.,??. Tras 24 horas de incubacion, se
obtuvieron medios acondicionados del primer periodo (0-24
horas) (Figura 1E1). A continuacion, los microtubos se relle-
naron con 1.2 mL de DMEM. Tras las siguientes 24 de incu-
bacion, se obtuvieron los medios acondicionados del segun-
do periodo (24-48 horas) (Figura 1 E2). El proceso se repitié
para obtener los medios acondicionados del tercer periodo
(48-72 horas) (Figura 1 E3). Para reducir la variabilidad indi-
vidual entre las muestras, los medios de cada cemento ob-
tenidos en cada periodo se agruparon en tubos Falcon. La
relacion superficie/medio fue de 0,5 cm/mL, estando dentro
de los limites de la ISO para este tipo de estudio®.

e

DMEM

/ 24 horas

DMEM

Evaluacion de la citotoxicidad

Los 200 pL de DMEM de la placa de 96 pocillos sembra-
da con los fibroblastos fueron reemplazados por los medios
acondicionados de los tres periodos e incubados durante
24 horas a 37°C y 5% de CO,. La viabilidad celular fue eva-
luada mediante el ensayo del bromuro de 3-(4,5-dimetiltia-
zol-2-il)-2,5 difenil tetrazolio (MTT) (Sigma Chemical Com-
pany, St Louis, MO). Los medios acondicionados fueron
retirados y reemplazados por MTT e incubados durante 4
horas a 37°C y 5% de CO,. Tras el periodo de incubacion,
se retiraron los sobrenadantes y se afiadio dimetil sulféxido
a cada pocillo. La absorbancia se midi6 utilizando un lector
de microplacas (SPECTROstar® Nano, Offenburg, Alema-
nia) a 570 nmy 690 nm (para la muestra y el fondo, respec-
tivamente). Los controles con el medio DMEM se tomaron
como control positivo con 100% de biocompatibilidad.

Respuesta inflamatoria

Para determinar si la citotoxicidad de los cementos estaba
mediada por un proceso inflamatorio, las células se
sembraron en placas de 96 pocillos y se trataron con los
medios acondicionados de los tres periodos evaluados.
Como control positivo de la inflamacion, las células
fueron tratadas con TNF-a a una concentracion de 10 ng/
mL. Tras 24 horas, se recogieron los sobrenadantes en

Medios acondicionados
del primer periodo

24 horas ’

Medios acondicionados
del segundo periodo

Medios acondicionados
del tercer periodo

24 horas

Figura 1. Modelo experimental: preparacion de los conductos (A); obturacién (B); introduccién de las muestras en los microtubos (C);
colocacién de la porcién apical de los dientes en contacto con el medio de cultivo DMEM (D); y obtencién de los medios acondicionados
tras 24 horas de incubacion de los diferentes periodos de evaluacion, primer periodo 0-24 horas (E1), segundo periodo 24-48 horas (E2)

y tercer periodo 48-72 horas (E3).
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los cuales, se determinaron los niveles de IL-6 mediante
ELISA (Peprotech, Rocky Hill, NJ, EE.UU.) y los niveles
de nitrito, como medida indirecta de la liberacién de 6xido
nitrico al medio de cultivo, mediante el protocolo descrito

Freire Mancebo Y, Larrosa Pérez M, Esteban Martinez |, Palma White B, Cisneros Cabello, R.

Andlisis estadistico

Para realizar el analisis estadistico, se utilizé el software
SPSS 22.0 (IBM Corp, ArmonK, NY, EE.UU.). Se determi-
naron como variables los cementos y el tiempo. Se utilizé

por Nusslery cols.,*. el andlisis de la varianza (ANOVA) bifactorial para evaluar

la citotoxicidad de los tres cementos en los tres periodos.
Se utilizo la prueba de Bonferroni para las comparaciones

2A post-hoc. La significacion estadistica se establecio para
120, valores de p < 0,05.

IS

= 100,

=

Z 30, RESULTADOS

£3

=5 60 Evaluacion de la citotoxicidad

Q- >

Eg 40 Los resultados indican que todos los cementos presenta-

g ’ ron algun grado de toxicidad con una tendencia decrecien-

s 20, te a lo largo del tiempo (Figura 2). El ANOVA bifactorial re-
0 velo diferencias significativas para cada periodo entre los

" m Control m AH Plus Jet® cementos. En el primer periodo, el Nano-ceramic Sealer®

®BjoRoot® RCS ¥ Nano-ceramic Sealer” presento el nivel mas bajo de citotoxicidad (P<0,005). En

el segundo periodo, el AH Plus Jet® presentd los niveles

2B mas altos de citotoxicidad (P<0,008), mientras que en el
tercer periodo de evaluacion (48-72 horas) soélo el grupo
120, BioRoot® RCS present6 una ligera toxicidad (P<0,001).
¢ 100,
% ) 80, Respuesta inflamatoria
E;S 60, Los resultados mostraron que ni el AH Plus Jet® ni el Na-
%ﬁ no-ceramic Sealer® indujeron un proceso inflamatorio,
?§" 40, mientras que el grupo BioRoot® RCS presenté un ligero
T‘E 20, aumento de los niveles de IL-6 en el entorno celular en los
= tres tiempos de evaluacion (Figura 3). En cuanto a los ni-
0, veles de nitrito, no se detectaron aumentos en el medio, ni
u Control m AH Plus Jet® - . .
siquiera cuando las células fueron estimuladas con TNF-a
= BjoRoot® RCS = Nano-ceramic Sealer®” (Figura 3).
2.C
120, DISCUSION
55 100 En el presente estudio se analizé la respuesta de los fibro-
ig’ ’ blastos L-132 a los cementos a base de silicatos BioRoot®
§ g 80, RCS y Nano-ceramic Sealer®, comparandolos con el ce-
EE 60, mento de resina AH Plus Jet®. Los resultados rechazaron
§§ la hipétesis nula para el analisis de la citotoxicidad y recha-
:§v 40, zaron de forma parcial la hipétesis nula para la respues-
| 20, ta inflamatoria. Al evaluar la citotoxicidad en los distintos
a periodos y la IL-6, se observaron diferencias significativas
0, entre los cementos, sin embargo, no se observaron dife-
u Control m AH Plus Jet®

rencias entre las respuestas inflamatorias con respecto al

. ®
" BioRoot” RCS andlisis de los nitritos.

¥ Nano-ceramic Sealer®

Aunque los cementos so6lo deben utilizarse en el interior
de los conductos?®?, algunos de sus componentes podrian
llegar a los tejidos periapicales’. El modelo seleccionado
para el presente estudio se basé en la “técnica de inmer-
sién en la raiz"??, ya que reduce la sobreexposicion del se-

Figura 2. Evaluacion de la viabilidad a través del ensayo MTT del
grupo control y los cementos AH Plus Jet®, BioRoot® RCS, Nano-
ceramic Sealer®: medios acondicionados del primer periodo, O -
24 horas (2.A); medios acondicionados del segundo periodo,

24 - 48 horas (2.B); y medios acondicionados del tercer periodo,
48 - 72 horas (2.C). *Diferencias estadisticamente significativas.
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llador al medio® permitiendo una reproduccién mas realis-
ta de las condiciones “in vivo”. Sin embargo, se aplicé una
modificacion menor debido al hecho de que los tejidos pe-
riapicales estan en contacto con fluidos extracelulares, lo
que disminuye la concentracion del sellador®. Por lo tanto,
a la hora de comparar resultados, se debe tener en cuenta
que las diferentes metodologias utilizadas en los ensayos
de citotoxicidad, como el tipo de célula empleada®®? o el
modelo utilizado?, podria influir en los resultados. Hay que
tener en cuenta, que los estudios “in vitro” no reproducen
las condiciones dinamicas de los tejidos periapicales?’, por
lo que se requieren nuevas investigaciones con modelos
mas complejos.

En el presente estudio, los medios acondicionados se co-
menzaron a recoger con los cementos recién mezclados.
La evaluacion de los selladores recién mezclados simula
las condiciones clinicas® y permite la evaluacion de los se-
lladores durante el tiempo de fraguado, durante el cual, se
podrian liberar subproductos?’. Taraslia y cols.,?” observa-
ron en su estudio que la citotoxicidad fue significativamen-

3A
2.000
@
% 1.600
=
=
Z 1200
4
2 800
=
£
§ 400
<9
@
m 24 horas m48 horas m 72 horas
3.C
2.000
2
1600
g
g
z.. 1.200
-
[
=& 800
=]
£
g 400
@
m 24 horas m 48 horas w72 horas

te superior grupos recién mezclados. Sin embargo, otros
estudios analizan los cementos una vez han fraguado®.

En relacion con el andlisis de la toxicidad, todos los sella-
dores presentaron una toxicidad decreciente durante los
diferentes periodos de evaluacion, lo que coincide con los
resultados de los estudios anteriores para BioRoot® RCS,
Nano-ceramic Sealer®®y para AH Plus®?%2°, Sin embargo,
otras investigaciones mostraron un aumento de la citotoxi-
cidad para BioRoot® RCS 303 y AH Plus®30-33,

Tras el andlisis de las primeras 24 horas, el cemento Na-
no-ceramic Sealer® presentd mejor viabilidad celular. No
se observaron diferencias entre AH Plus Jet® y BioRoot®
RCS. Sin embargo, en otros estudios observaron mayor
viabilidad para BioRoot® RCS que para el Nano-ceramic
Sealer®® y menos citotoxicidad para el BioRoot® RCS que
para los cementos de resina'’®. A las 48 horas, algunos
estudios obtuvieron valores de viabilidad mas bajos para
BioRoot® RCS que para el grupo control*”?2, Finalmen-
te, después de 72 horas, soélo el BioRoot® RCS presento
una ligera citotoxicidad. Sin embargo, Dimitrova-Nakov y

3.B

2.000

1.600

1.200

800

400

Secrecion de IL-6  BioRootf RCS

m 24 horas m48 horas m 72 horas

w
=

Evaluacion de los nitritos (uM)
—

0
m AH Plus Jet®

®Nano-ceramic Sealer®

m Control
EBioRoot® RCS

Figura 3. Evaluacién de la respuesta inflamatoria. Secrecion de citoquina IL-6 tras el contacto de los fibroblastos con los medios
acondicionados de los cementos: AH Plus Jet® (3.A); BioRoot® RCS (3.B); y Nano-ceramic Sealer® (3.C), en los diferentes periodos de
evaluacion (24, 48 y 72 horas). Andlisis de los nitritos a las 24 (3.D). *Diferencias estadisticamente significativas.
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cols.,** no observaron ninguna diferencia en la viabilidad
entre el BioRoot® RCS y el grupo de control.

La presencia de ciertos niveles de citotoxicidad podria de-
pender de la solubilidad de los cementos®. Zhang y cols.3®
observaron en cementos a base de silicato, que una lige-
ra respuesta citotoxica del sellador iRoot® SP podria estar
relacionada con el elevado pH de la superficie que causa
la desnaturalizaciéon de las proteinas y células adyacen-
tes. En relaciéon con los cementos de resina, una minima
liberacion de formaldehido que puede ser causada por las
aminas de su composicion, podria ser responsable de la
presencia de una toxicidad inicial*’.

En la literatura se han descrito reacciones inflamatorias
transitorias al entrar en contacto el cemento sellador con
los tejidos periapicales®’. Sin embargo, la interaccién entre
los cementos y las células que participan en la curacién de
los tejidos no es muy conocida®. En presencia de cuerpos
extrafios, se reclutan diferentes lineas celulares como ma-
crofagos derivados de monocitos, neutrofilos o linfocitos®.
Estas células promueven el proceso inflamatorio, secre-
tando factores de crecimiento y citoquinas® como IL-1,
IL-6, IL-8, prostaglandina E, (PGE,) y Oxido nitrico (NO)™.
Ademas, las citoquinas también se expresan durante la in-
feccién bacteriana de la pulpa®.

En relacién con el analisis de la respuesta inflamatoria, en
el presente trabajo se midio la citoquina inflamatoria IL-6
mediante el ensayo ELISAy los niveles de nitrito. EI grupo
BioRoot® RCS mostré una expresion de IL-6 en fibroblas-
tos L132 a las 24, 48 y 72 horas, que disminuy6 a lo largo
del periodo de evaluacion. En los cementos Nano-ceramic
Sealer® y AH Plus Jet®, no se observé en ninglin momento

Freire Mancebo Y, Larrosa Pérez M, Esteban Martinez I, Palma White B, Cisneros Cabello, R.

expresion de IL-6. Hay pocos estudios que evallen la res-
puesta inflamatoria de los nuevos cementos de endodon-
cia a base de silicato. Jeanneau y cols.** obtuvieron tras
la estimulacién de los fibroblastos, una disminucién de la
secrecion de IL-6 con el BioRoot® RCS, pero un aumento
de la secrecion con el Pulp Canal Sealer. Los tres cemen-
tos presentaron una ausencia de niveles de nitrito, lo que
elimina una posible fuente de inflamacion, ya que las altas
concentraciones pueden ser protoxicas e inflamatorias*.

El ligero aumento en los niveles de IL-6 que presento el
BioRoot® RCS, unido a la ligera citotoxicidad, podria des-
encadenar un proceso inflamatorio que podria ser positivo
para el proceso de curacion’. Se necesitarian mas estu-
dios para evaluar otros aspectos del proceso inflamatorio,
asi como su evolucion a lo largo del tiempo.

CONCLUSION

Todos los cementos selladores mostraron un cierto nivel
de citotoxicidad, que disminuyé durante el periodo de eva-
luacion. El cemento BioRoot® RCS fue el Ginico que mantu-
vo un ligero nivel de citotoxicidad a las 72h de incubacion y
el Unico que desencadend una respuesta inflamatoria. Se
necesitan mas estudios para evaluar la respuesta celular a
los diferentes cementos a base de silicatos.
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