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Evaluacion de la citotoxicidad de Biodentine,
IRM y MTA en cultivos de fibroblastos
del ligamento periodontal humano.

Evaluation of the cytotoxicity of Biodentine, IRM and MTA in
cultures of human periodontal ligament fibroblasts.
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RESUMEN

Introduccién: Los materiales para la obturacién retrégrada son di-
versos. Actualmente, IRM y MTA son las alternativas clinicas mas
utilizadas, no obstante, es relativamente reciente la introduccion de
materiales a base de silicatos tricalcicos tal como Biodentine. Objetivo:
Determinar la citotoxicidad de fibroblastos del ligamento periodontal
humano expuestos a medios de cultivo condicionados con Biodentine,
IRM y MTA. Material y métodos: 1 x 10° fibroblastos del ligamento
periodontal humano fueron expuestos a medios DMEM/F12 condicio-
nados con MTA, IRM y Biodentine en tres protocolos diferentes. Se
realizé un ensayo de MTT para determinar la viabilidad celular a las
cero, 24, 48, 72 horas, siete y 14 dias. Se realiz6 una prueba ANOVA (p
< 0.05). Resultados: En los tres protocolos con los diferentes medios
de cultivo condicionados, la viabilidad de las células fue predominan-
temente proliferativa; sin embargo, las células expuestas a Biodentine
mostraron una tendencia mayor que la MTA o la IRM. Conclusion:
Las células expuestas a la Biodentine mostraron un comportamiento
proliferativo a los 14 dias de analisis. Se debe realizar mas investigacion
anivel invivoy clinico para obtener mas informacién sobre la conducta
de estos materiales empleados para la obturacién retrégrada.
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ABSTRACT

Introduction: The materials for retrograde filling are diverse. Currently,
IRM and MTA are the most commonly used clinical alternatives,
however, the introduction of materials based on tricalcium silicates
such as Biodentine is relatively recent. Objective: To determine the
cytotoxicity of human periodontal ligament fibroblasts exposed to
culture media conditioned with Biodentine, IRM and MTA. Material
and methods: 1 x 103 fibroblasts of the human periodontal ligament
were exposed to DMEM/F12 media conditioned with MTA, IRM and
Biodentine in 3 different protocols. An MTT assay was performed to
determine cell viability at 0, 24, 48, 72 hours, seven and 14 days. An
ANOVA test was performed (p < 0.05). Results: In the three protocols
with the different conditioned culture media, the viability of the cells was
predominantly proliferative, however, the cells exposed to Biodentine
showed a higher tendency than the MTA or the IRM. Conclusion: The
cells exposed to the Biodentine showed a proliferative behavior at 14
days of analysis. More research should be done at in vivo and clinical
level to obtain more information about the behavior of these materials
used for retrograde filling.

Keywords: 4pical fillings, retrograde obturation, cytotoxicity.

INTRODUCCION

| tratamiento quirdrgico en endodoncia representa

aproximadamente el 3-10% de la practica tipica. La
cirugfa perirradicular se realiza generalmente por presencia
de patologfa perirradicular persistente o cuando el trata-
miento ortégrado del conducto radicular ha fracasado.” La
cirugfa periapical puede considerarse una extensién del
tratamiento no quirdrgico ya que los objetivos de ambos
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tratamientos son los mismos: la prevencién o eliminacién
de la periodontitis apical. Después de la preparacién apical,
se utiliza un material de obturacién via apical para sellar la
cavidad. La prevencion de la microfiltracién, biocompatibi-
lidad y estabilidad de dicho material en los tejidos apicales
es muy importante. Una buena calidad en el llenado apical
es esencial para el éxito de la cirugia endodéntica.?

Se han utilizado muchos materiales para el relleno en la
obturacién retrégrada, tales como: amalgama, gutapercha,
cemento a base de 6xido de zinc-eugenol, ionémero de
vidrio, oro, cavit, resina compuesta, cemento bioceramico
y MTA (mineral trioxide aggregate). Desafortunadamente,
el material de relleno retrégrado ideal atin no se ha encon-
trado.?> Un material en la obturacién retrégrada ideal debe
cumplir los siguientes requisitos: biocompatibilidad con
tejidos periapicales, alta capacidad de sellado, capacidad
deseable para la regeneracion tisular periapical, inhibicién
efectiva de microorganismos patégenos, radiopacidad su-
ficiente para distinguir el material del tejido circundante y
excelentes propiedades de trabajo y manejo.

La MTA se introdujo como un material de relleno re-
trégrado en endodoncia, es el material reconocido como
el estandar de oro para una gran variedad de situaciones
clinicas y es quizas el mds cercano al material ideal.* El
[RM (intermediate restorative material) es un material ba-
sado en el 6xido de zinc-eugenol, que se introdujo en la
cirugfa periapical en busca de materiales alternativos que
mejorasen el sellado apical y con menos citotoxicidad en
comparacién con la amalgama dental.” Biodentine es el
material mas reciente introducido en la gama de produc-
tos utilizados en los procedimientos de endodoncia. Este
material tiene excelentes propiedades mecanicas, facil ma-
nejo y alta biocompatibilidad en comparacién con MTA.®

Se han aplicado numerosos estudios para evaluar la
biocompatibilidad de tales cementos. Los principales
métodos son las pruebas de citotoxicidad en células o
cultivos de tejidos, la implantacion en el tejido conjuntivo
subcutaneo o el hueso en animales experimentales.? El
objetivo de este trabajo fue evaluar la viabilidad celular
de los fibroblastos del ligamento periodontal humanos
expuestos a MTA, IRM y Biodentine.

MATERIAL Y METODOS
Cementos endoddnticos
Se evaluaron tres tipos de cemento que se utilizan como
material de relleno para obturacién quirtrgica via apical

(MTA, Angelus blanco MTA/Angelus, Londrina-PR-Brasil;
[RM/LD Caulk Division, Dentsply International, Milford,

De; y Biodentine/Septodont, Saint-Maur-desFosses,
Francia).

Obtencion de medio acondicionado

La obtencién de medios DMEM/F12 condicionados se llevd
a cabo en un entorno aséptico dentro de una campana de
flujo laminar (Edge Gard, Baker, Sanford, ME), de acuerdo
con la norma I1SO 10993-5: 2009 especificaciones.” El ce-
mento se mezclé siguiendo las instrucciones del fabricante,
colocando aproximadamente T mm de espesor en el fondo
de cada pocillo de una placa de 24 pocillos, se colocé T mL
de DMEM/F12-10% FBS con penicilina y estreptomicina.
Se prepararon dos protocolos para la obtencién de medio
condicionado; protocolo 1: consistié en preparacion del
cemento, colocacién del medio de cultivo y recuperacion
inmediata; protocolo 2: correspondié a la preparacion del
cemento, colocacion del medio de cultivo en incubacién a
37 °C con 5% de CO, y recuperacion del medio 24 horas
después. El grupo control consistié en medio de cultivo no
condicionado. Todos los medios de cultivo condicionados
recuperados se mantuvieron a 4 °C hasta su uso.

Analisis de viabilidad celular

Las células utilizadas para esta prueba fueron fibroblastos
del ligamento periodontal humano (provistas por el Prof.
Marco Alvarez Pérez), que se cultivaron a una densidad
de 1 x 103. Se realiz6 el ensayo de MTT (metiltiazoltetra-
zolium) siguiendo las instrucciones del fabricante (Vibrant,
Molecular Probes, Invitrogen, OR, USA) para medir viabili-
dad a cero, 24, 48, 72 horas, siete y 14 dias de exposicién
al medio condicionado de cada protocolo, en los cultivos
prolongados se realizé6 cambio de medio cada tercer dia.
Brevemente, se agregaron 10 plL de la solucién de MTT,
posteriormente se incub6 a 37 °C durante cuatro horas,
la reaccién se interrumpié agregando 50 uL de DMSO,
para incubar nuevamente durante 10 minutos a 37 °C. Se
realiz6 la lectura de la absorbancia a 545 nm con el lector
de placas (ChroMate Awareness Technology Inc., Palm City,
FL). Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

Analisis estadistico

Se realiz6 un ANOVA con Tukey post hoc para determinar
la diferencia entre comparaciones miltiples. También
empleamos una prueba de medidas repetidas para deter-
minar las diferencias de las medidas temporales, en ambos
ensayos se consider6 una p < 0.05 como significativa
(IBM, SPSS, version 22, IBM SPSS, IL, EUA).
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RESULTADOS

Al comparar los tres cementos y el grupo control en
ambos protocolos, observamos diferencias significativas
en la viabilidad de células expuesta al medio de cultivo
condicionado por Biodentine contra el grupo control, IRM
y MTA, en ambos protocolos presentando una p < 0.001.
En el andlisis de medidas repetidas, en el grupo control se
observé tendencia proliferativa, con cambios significativos
al comparar la medida inicial y de 24 horas contra la de
siete dias (p = 0.035 y 0.010, respectivamente). En el
protocolo 1, las células expuestas al medio condicionado
por IRM mostraron aumento de la viabilidad en relacién
al tiempo, no obstante, no se observé ninglin cambio
estadisticamente significativo. En las células expuestas a
MTA se observé un aumento significativo en la viabilidad
a los siete dias comparado contra 24 horas (p = 0.006).

14
Comparativo temporal

1.2
1.0
038
06 T
0.4 : : ——
0.2

0

0 horas 24 horas 48 horas 72 horas

Las células expuestas a medio condicionado en Bioden-
tine presentaron cambios significativos comparando 24,
48y 72 horas contra 14 dfas (p = 0.022, 0.030, 0.016,
respectivamente) (Cuadro 7). En el protocolo 2 IRM con-
servé su tendencia en viabilidad sin cambios significativos,
mientras que en las células expuestas a MTA observa-
mos un cambio significativo a los siete dias comparado
contra 48 horas (p = 0.022). En las células expuestas a
Biodentine se observaron cambios significativos a las 24
y 48 horas comparado a los 14 dias (p = 0.020, 0.001,
respectivamente) (Figura 7).

DISCUSION
El objetivo de la cirugfa periapical es eliminar las causas de

la enfermedad y proporcionar un entorno favorable para
la curacién. Se han fabricado nuevos materiales para el

Control - |RMP2
— BioP1 — MTAP1
— BioP2 — MTAP2

IRMP1
Figura 1.

Andlisis comparativo de los dos pro-
tocolos contra el grupo control de los
tres cementos. Biodentine presentd
los resultados con mayor viabilidad
en relacion al tiempo de medida.

7 dias 14 dias

Cuadro I. Analisis de medidas repetidas.

0 horas 24 horas 48 horas 72 horas 7 dias 14 dias
Control 0.341 0.378 0.373 0.386 0.430 0.422
BioP1 0.532 0.447 0.482 0.514 0.697 1.091*
BioP2 0.684 0.458 0.660 0.604 0.786 0.977*
IRMP1 0.377 0.366 0.372 0.394 0.454 0.492
IRMP2 0.409 0.387 0.402 0.452 0.464 0.497
MTAP1 0.386 0.391 0.394 0.407 0.475* 0.569
MTA P2 0.399 0.406 0.404 0.410 0.458* 0.593

*Resultado significativo con p < 0.05.
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sellado retroactivo; sin embargo, la caracteristica deseable
mds importante de éstos es su biocompatibilidad.®? En
nuestro ensayo, siguiendo el estandar internacional de
las especificaciones ISO 10993-5: 2009, las células del
ligamento periodontal se expusieron a tres tipos diferen-
tes de cemento empleado para la obturacién retrograda
(MTA, IRM y Biodentine) y se midi6 la viabilidad celular.
Esta estrategia habia sido utilizada anteriormente como
una forma de emular y observar la respuesta celular a la
exposicion periapical del cemento.'013

En los tres ensayos, las células expuestas a IRM mos-
traron una viabilidad heterogénea con una tendencia a
la proliferacién, sin embargo, cuando se compara con
otros tipos de cemento, se muestra que es mas citotoxi-
ca. Este comportamiento para IRM se habfa informado
anteriormente.'3' Este efecto citotdxico podria deberse
al eugenol, que representa una proporcién importante
de la composicién liquida de IRM. Maher et al. sugiri6
que el eugenol podria causar un proceso de curacién
mds lento;'> sin embargo; en los estudios clinicos entre
MTA e IRM como materiales de retro-relleno, no hubo
diferencia estadistica en la curacién, lo que sugiere que
ambos materiales son una buena opcién.> 1617

El grupo de células expuestas a MTA mostraron una
tendencia a la proliferacion celular, analizando las me-
didas repetidas observamos un aumento significativo a
los siete dfas. Camilleri et al. consideraron que el éxido
de bismuto podria ser el compuesto relacionado con la
proliferacién celular a corto plazo y no sélo un material
radiopaco.'®20 Aunque este cemento es considerado,
como el estandar de oro en la obturacién retrograda,
se necesita mds investigacion, principalmente teniendo
en cuenta que estan surgiendo nuevos materiales, tales
como el Biodentine.

Biodentine esta compuesto de silice tricalcico, carbo-
nato de calcio, diéxido de circonio, entre otros, su pH es
alcalino de 11.7-12.3.2" Laurent et al.?? reportaron que su
contacto directo con el tejido pulpar induce el desarrollo
de dentina reparadora manteniendo la vitalidad de la
pulpa. En nuestro ensayo, al compararlo contra el grupo
control, IRM y MTA, observamos que estas células repor-
taban niveles de viabilidad superiores en ambos protoco-
los. En su andlisis de medidas repetidas fue a los 14 dias
donde se encontraron cambios significativos para ambos
protocolos, aunque observando la tendencia temporal
a las 24 horas de exposicién observamos en las células
una disminucién de la viabilidad, la cual se recuperaba
transitoriamente. Un comportamiento similar fue repor-
tado por LiJ. etal.,?* cuando los fibroblastos expuestos al
o6xido de circonio redujeron su nimero exclusivamente

después de un dia de exposicién, considerando que la
recuperacion posterior se debe a la eliminacién o degra-
dacién de este compuesto.

CONCLUSIONES

En relacién a los resultados obtenidos, encontramos que
Biodentine es el cemento con los mejores resultados en
la viabilidad celular, en comparacién con MTA e IRM.
Con este ensayo, no sélo se determina la importancia de
cada tipo de material, sino también el tiempo de estable-
cimiento con respecto a la viabilidad celular; sin embargo,
pruebas comparativas en modelos in vivo o clinicos son
necesarias para determinar el material 6ptimo.
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