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I. INTRODUCCION GENERAL






1. ANTECEDENTES.

1.1. Finalidad de la obturacion del sistema de conductos.

El objetivo principal del tratamiento endodoncico es la prevencion de la aparicion
de periodontitis apical o la curacion de esta si ya existe (Ingle y cols, 2002).

La causa principal de la presencia de patologia pulpar y periapical es la
presencia de microorganismos y sus subproductos en el sistema de conductos
(Kakehashi y cols., 1965)

Existe la necesidad, desde un punto de vista bioldgico, de eliminar las bacterias,
los productos de degradacién de las proteinas y las toxinas que existen en los
conductos con necrosis pulpar (Gutmann y Witherspoon, 2002).

El éxito en los tratamientos endoddncicos depende del control microbioldgico en
el conducto radicular.

Esta eliminacién se debe de producir mediante la limpieza y conformacion de
todo el sistema de conductos radiculares, y tras conseguir este objetivo se
realizara la obturacion del sistema de conductos radiculares (Maniglia-Ferreira y
cols, 2008).

La fase final del tratamiento endoddncico consiste en el cierre del foramen apical
a la altura del limite cemento-dentinario con algin material inerte (Weine 1995),
ademas de impedir la filtracion coronal gracias a la correspondiente
reconstruccion coronal (Ray y Trope, 1995).

El objetivo principal de la obturacion de conductos es la eliminacion de todas las
vias de filtracion desde la cavidad oral o tejidos periradiculares hacia el interior
del sistema de conductos

Segun la Asociacion Americana de Endodoncia (AAE, 1998) la obturacion es: “El
relleno tridimensional de todo el sistema radicular lo mas cerca del limite
cemento-dentinario. Se deben utilizar minimas cantidades de un sellador
biocompatible junto con el cono, para conseguir un sellado correcto y el aspecto
radiografico debe ser de una obturacion densa y tridimensionalmente sin gran

sobreextencién o subobturacién que deje el conducto abierto.”

Histéricamente, la obturacién ha sido considerada como el objetivo final de los



procedimientos endoddnticos (Schilder, 1967), concepto que ha sido
abandonado, ya que no es un objetivo , sino el Ultimo paso a realizar dentro de
la terapia endododncica para conseguir un éxito en el tratamiento, el cual no
existira sin una limpieza del conducto inadecuada. La causa primaria de los
fracasos de los procedimientos endoddncicos es la falta de eliminacion de estos
factores etioldgicos (Gutmann y Witherspoon, 2002).

Durante el proceso de obturacion se debe conseguir una  obturacion
tridimensional del conducto radicular y de todos los conductos accesorios
(Schilder, 1967) creando un sellado hermético a lo largo de todo el sistema de
conductos radiculares, desde la apertura coronaria hasta su terminacion apical.
Este hermetismo debe impedir el paso de fluidos o bacterias (Vicente-Gomez,
2003).

Otro de los objetivos es sellar dentro del sistema todos los irritantes que no sea
posible eliminar por completo durante el proceso de limpieza y conformacién
(Gutmann y Witherspoon, 2002).

La calidad final de la obturacién esta en su capacidad de sellar el sistema de
conductos radiculares de los tejidos periapicales (Schilder, 1967), siendo la
estabilidad tridimensional del material de sellado del sistema de conductos uno
de los criterios mas importantes para el éxito en los procedimientos

endoddncicos (Maniglia-Ferreira y cols, 2007) .

La obturacién es condicién indispensable para el éxito de la terapia endododncica
(Maisto, 1967). Un sellado inadecuado del conducto, sobre todo en la zona
apical, es una de las principales causas de fracaso de los tratamientos

endodoncicos.

Los limites anatdmicos del conducto radicular son la unidon cemento-dentinaria,
apicalmente, y la entrada de la cdmara pulpar, coronalmente. La obturacién del
conducto debe de ocupar todo este espacio, teniendo como limite apical esta
unidn cemento-dentinaria, la cual se encuentra entre 0,5 y 0,7 mm de la
superficie exterior del foramen apical. Mas alld de este punto empiezan las

estructuras periodontales (Ingle y cols., 2002).



1.2. La obturacion de los conductos radiculares.

El proceso de obturacion del sistema de conductos radiculares, al igual que otros
aspectos de la Odontologia, ha seguido, y continda teniendo, una constante y a
veces rapida evolucion en cuanto a los materiales empleados y a las técnicas con

las que estos se utilizan.

1.2.1. Materiales.

A lo largo de los afios se han descrito en varias ocasiones las caracteristicas

ideales que deberian cumplir los materiales de obturacion.

Para Brownle -1900- (citado por Weine, 1995) un material de obturacidon deberia

ser:
* Flexible y amoldable.
e Capaz de rellenar y sellar completamente el apice.
* No sufra expansién ni contraccion.
* Impermeable a los fluidos.
e Antiséptico.
* No altere el color del diente.
¢ Quimicamente neutro.
* Sin sabor ni olor.
Segun Maisto (Maisto, 1967), deberia cumplir los siguientes requisitos:
» Ser de facil de manipulacion e introduccion en el interior de los conductos.

* Tener suficiente plasticidad como para adaptarse a las paredes de los

mismos.



» Ser antiséptico.

* Tener pH neutro.

* No ser irritante para la zona periapical.

* Ser mal conductor de los cambios térmicos.

* No sufrir variaciones volumétricas (contraccion).
* No ser poroso ni absorber humedad.

* No producir cambios en la coloracion del diente.
* No reabsorberse dentro del conducto.

* Poder ser retirado con facilidad.

* No provocar reacciones alérgicas.

Hasta la actualidad no se ha encontrado un material que cumpla todas estas

caracteristicas.

La cantidad de materiales utilizados a lo largo de la historia para la obturacion de
conductos radiculares ha sido muy variado, dentro estos podemos encontrar:
algoddn, amianto, cafia de bambl, cementos medicamentosos, cera, cloro-
resinas, cobre, dentina, resinas epoxicas, fibra de vidrio, fosfato tricalcico,
gutapercha, hidroxido de calcio, yodoformo, marfil, oro, parafina, pastas
antisépticas, plasticos, plata, plomo, resinas vinilicas e instrumentos de acero

(Maisto, 1967). De todos estos materiales muy pocos tiene una vigencia actual.

1.2.1.1. PASTAS ENDODONCICAS.

Las pastes que han sido utilizadas como materiales de obturacion se resumen en
la tabla I. (Maisto, 1967)



Pastas antisépticas, con accidn terapéutica Pasta yodoformica de Walkhoff

Pasta de Maisto

Pastas alcalinas, (hidréxido de calcio).

Cementos medicamentosos, Cemento de Wach.

Cemento de Badan.

Cemento de Grossman.

Cemento N2.

Cemento de Rickert.

Cemento de Roy.

Materiales plasticos. (Se realizaron estudios con AH-26.
Acrilicos, polietilenos, nylon, teflén, resinas

vinilicas y epoxi-resinas)

AH Plus

Diaket.

Materiales inertes. Cloro-resina de Callahan

Cloropercha de Nygaard Ostby.

Tabla 1. Pastas utilizadas como materiales de obturacién (Maisto 1967)

1.2.1.2. MATERIALES SOLIDOS.
Conos de plata.

En 1941, Jasper introdujo el uso de puntas de plata como material de obturacion
en endodoncia (Weine, 1995). La rigidez de este material facilitaba su
introduccidon en el conducto, sin embargo, su incapacidad para adaptarse a las
irregularidades del conducto radicular (Gutmann y Witherspoon, 2002) y a la
anatomia del foramen (Schilder, 1967) debido a falta de plasticidad es una de

las mayores limitaciones que tenemos en su uso, ya que permite que existan



filtraciones.

Las puntas de plata sufren un proceso de corrosion, consecuencia de la
oxidacion. (Weine, 1995). Los productos derivados de esta corrosion resultan ser
altamente citotoxicos (Seltzer y cols., 1972), y la degradacion del material
provoca un sellado apical o un cierre coronal incorrecto (Schilder, 1967). Los
productos derivados de la corrosion pueden causar una inflamacion perirradicular

cronica, lo que puede inducir a una resorcion radicular.

La colocacién de postes y pernos no es posible con puntas de plata intactas, con
lo que hay que retratar el caso y sustituirlas por otro material. Ademas la
extraccion de las puntas de planta puede ser muy dificil. Al igual que en los
casos en los que se deba realizar cirugia periapical, porque plantea muchos
problemas a la hora de hacer las retropreparaciones, lo cual comprometeria el

resultado de este tratamiento.

En el ano 2007 la Asociacion americana de endodoncistas (AAE, 2007) afirmo
que : “Las puntas de plata han sido un material histéricamente aceptado para la
obturacion de conductos radiculares, sin embargo, nuevas técnicas y mejoras en
los materiales pueden proporcionar al clinico opciones mejores. Las puntas de
plata sufren un proceso de corrosion espontaneo en presencia de suero o sangre,
debido a su comportamiento electroquimico inestable. Los productos derivados
de esta corrosidon provocan tinciones irreversibles tanto en los dientes como en

los tejidos periféricos.”.
Gutapercha

Aunque no existe un material ideal, la gutapercha es el material mas
frecuentemente utilizado para la obturacion de los conductos radiculares, ya

que satisface la mayoria de los principios que requiere un material de obturacion.

La gutapercha es un polimero organico natural, cuyo nombre derivado de las
palabras malayas gutah -pegamento- y pertja -arbol del que procede- (Prakash y
cols., 2002)

La principal caracteristica de las moléculas organicas de la gutapercha es una



cadena de atomos enlazados covalentemente, construida por la unidn quimica

repetitiva de unidades pequeiias y sencillas. (Goodman y cols., 1974)

Poseen caracteristicas elasticas y algunas propiedades de los liquidos viscosos,
por lo que se pueden denominar viscoelasticos. Por lo que si se aplica una cierta
cantidad de fuerza durante un tiempo determinado para conseguir su

deformacion plastica (Friedman y cols., 1977) .

Tiene una toxicidad minima, irritabilidad tisular escasa y su actividad alergénica
es la menor entre todos los materiales disponibles, cuando permanece dentro
del sistema de conductos radiculares. En caso de sobreextension del cono a los
tejidos perirradiculares, la gutapercha se considera bien tolerada si el conducto

esta limpio y bien sellado.

Para la obturacién de conductos la gutapercha se fabrica en forma de conos de
tamafio estandarizado o no estandarizado. Los tamafios normalizados se
emparejan con los tamainos ISO de las limas endoddncicas. Actualmente existen
conos que presentan las conicidades en coincidencia con las conicidades de las
limas de los diferentes sistemas de conformacion de conductos. (Spdngberg
2002).

La gutapercha es soluble en cloroformo, eucaliptol, xilol, benzeno y disulfuro de

carbono (Friedman y cols., 1977).

Los conos de gutapercha actuales tiene una parte organica (polimero de
gutapercha y ceras/resinas) y una inorganica (6xido de zinc, sulfato de Bario,
colorantes, antioxidantes, etc. (Maniglia-Ferreira y cols., 2007). No presenta
radiopacidad, por lo que es necesario afadirles sustancias radiopacas para su

mejor control radiografico . (Maisto,1967)

Las propiedades termo-mecanicas van a depender directamente de su
composicion. La adicién de rellenos inorganicos y las alteraciones térmicas
producidas durante su manufacturacion pueden alterar a las propiedades del
material (Friedman y cols., 1977; Tanomaru-Filho y cols., 2007) La gran

heterogeneidad en la composiciones de los diferentes tipos de conos de



gutapercha existentes en el mercado puede explicar las los diferentes
comportamientos térmicos de cada tipo de gutapercha en el uso clinico.

(Marciano y Michailesco, 1989).

La degradacion de la gutapercha se puede producir con la temperatura, la
exposicion a la luz, a los agentes quimicos (oxigeno, ozono, metales) y ante
agentes bioldgicos (enzimas o microorganismos). (Maniglia-Ferreira y cols.,
2008).

La temperatura afecta radicalmente el estado fisico y el ordenamiento molecular
de los polimeros lineales. Con una temperatura suficientemente alta el polimero
se funde y pasa a un estado amorfo y gomoso, y al enfriarse la gutapercha se

solidifica.

En 1942, Bunn describié que el polimero podia existir en dos formas cristalinas
distintas, denominadas o y PB. Esto dependera del proceso de cristalizacidn
durante el periodo de enfriamiento. La mayoria de la gutapercha comercial

existe en la forma cristalina p.

Los cambios en la estructura cristalografica producen cambios en el
comportamiento del material irreversibles (Combe y cols., 2001) y sobre todo se

producen cambios volumétricos irreversibles (Maniglia-Ferreira y cols., 2007).

Durante el uso clinico la gutapercha tiene que ser plastificada bajo condiciones
adecuadas y controladas, debido a que se ha observado, tras la aplicacion de
temperatura, con un calentamiento superior a los 130°C se producen cambios
fisicos en material y una degradacion del polimero. (Maniglia-Ferreira y cols.,
2007). Esto una reduccién en su masa que disminuye su capacidad de sellado del

conducto. (Maniglia-Ferreira y cols., 2008)

La fluidez y el punto de fusién pueden ser alterados modificando la composicion;
pero el hecho de que exista una contraccion volumétrica durante el periodo de
cristalizacién no puede ser evitada cuando usamos gutapercha (Tsukada y cols.,
2004)

1.2.1.3. CEMENTOS SELLADORES ENDODONCICOS.



La mayoria de técnicas actuales de obturacién de conductos incluyen el uso
combinado de un material de obturaciéon y de un cemento sellador. El cuerpo del
material principal actia como piston en un sellador fluido causando la adaptacién

de este a las pareces del conducto.

La capa de sellador debe ser lo mas fina posible para minimizar los cambios

dimensionales durante y después del fraguado.

El uso del sellador es independiente de la técnica utilizada. En un estudio
comparativo entre condensacion lateral y compactacion vertical; sin el uso de un
sellador ambas técnicas estan asociadas a una mayor filtracién (Schafer, 2002;
Wu, 2004).

A pesar de que las técnicas en las que se utiliza calor mejoran la compactacion
de la gutapercha, cuando las comparamos con la técnicas de condensacion
lateral, continlia siendo necesario el uso de selladores para evitar la existencia de
espacios, posibles vias de filtracion, entre las paredes dentinarias y el cuerpo

central del material de obturacién. (Nelson, 2000).

Las caracteristicas que deberia tener un sellador ideal son que no contraiga, no
soluble en tejidos, no absorcién de agua, no produzca discoloracién, que se
adhiera a la dentina y al material principal de obturacién, que produzca un
sellado hermético, antimicrobiano y biocompatible, radiopaco y que estimule
una curacion apical. También deberia facilitar la colocacion del cono de
gutapercha actuando como lubricante.

Ademas de estas caracteristicas, descritas por distintos autores, como ya se ha
comentado, se puede agregar que los cementos selladores no deben ser
mutagénicos ni carcinogénicos (Leyhausen y cols., 1999), no deben provocar una
reaccion inmunitaria en los tejidos, no deben ser modificados en presencia de

humedad ni corroerse (Osorio y cols., 1998).

Puede existir una extrusién involuntaria de cemento durante la fase de la
obturacion, pudiendo causar un proceso inflamatorio o retrasar la cicatrizacion si

la compatibilidad con los tejidos vivos no es la adecuada. (Pertot y cols., 1992).
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Hasta el momento no existe un cemento sellador que cumpla con todos los

requisitos anteriormente mencionados.

Las dos caracteristicas mas importantes en su uso clinico son que produzca un
sellado hermético y que posea una toxicidad minima. Esta es particularmente
importante si el sellador se extruye a nivel apical, porque podria provocar una
reaccion inflamatoria que interrumpa o dificulte la curacidn de los tejidos
periapicales. Aunque todos los selladores presentan algun grado de toxicidad,

esta disminuye con el tiempo.

El sellado puede ser mecanico debido a las propiedades fisicas del sellador, pero
también puede ser de origen bioldgico. En este caso, el material de obturacion
debe inducir la formacion de tejido duro a partir de las células del ligamento
periodontal, aislando el canal radicular del tejido periradicular y estimulando la

curacion del tejido periapical afectado. (Camps, 2015 )

Dependiendo de su composicion, los cementos endoddncicos contemporaneos
pueden agruparse en distintos tipos, de los cuales se describen sus
caracteristicas mas relevantes a continuacién, excepto para el grupo de los
materiales bioceramicos, de reciente aparicién en el ambito endoddncico, a los

que les dedicaremos un capitulo especifico.
% Cementos a base de oxido de Zinc y Eugenol.

Estos surgen en 1925 propuestos por Rickets para ser utilizados junto a la
gutapercha en la obturacién de los conductos radiculares. Posteriormente,
Grossman recomendd el uso de un cemento a base de dxido de zinc eugenol que
no producia manchas en la estructura dentaria, como sustituto de la férmula de
Rickert. Fraguan mediante un proceso quimico combinado, con una incrustacion
fisica del 6xido de zinc en una matriz de eugenolato de zinc. Tienen un tiempo
de manipulacién prolongado, buena plasticidad, endurecimiento lento en
ausencia de humedad y con muy poco cambio volumétrico. La citotoxicidad de
estos selladores se ha estudiado in-vitro, la mayoria de los estudios que utilizan
técnicas de cultivos celulares han demostrado que el oxido de zinc eugenol es

citotdxico. (Araki y cols., 1994; Leonardo y cols., 2000; Perassi y cols., 2004)

11



Cuando se extruye a nivel apical producen una respuesta inflamatoria. Uno de los
factores que influye en esto es la proporcién liquido polvo. (Leonardo, 2005) Se
ha realizado la adicion de sustancias quimicas en estos cementos, como el
paraformaldehido por su efecto antimicrobiano, los germicidas por su accién
antiséptica y los corticosteroides contra las reacciones inflamatorias (Spangberg,
2002), pudiendo esta capacidad antiséptica, producir una reaccién irritativa de
moderada a severa a nivel periapical. (Brisefio y Willershausen, 1990) La Pasta
de Rickets, Kerr Pulp Canal Sealer, Procosol, Pasta de Wath, Tubliseal, Canals, N2
y Endomethesone son ejemplos de los selladores en base de Oxido de Zinc y

Eugenol.
% Cementos selladores a base de hidroxido de calcio.

El uso del hidréxido de calcio en Endodoncia ha sido ampliamente estudiado y
utilizado por sus propiedades (Mohammadi y Dummer, 2011). Esta indicado su
uso en recubrimientos pulpares, como medicacion intra-conducto, en el
tratamiento de resorciones, en el tratamiento de dientes inmaduros, asi como
componente de selladores. Algunos estudios obtienen resultados de una
aceptable biocompatibilidad (Perassi y cols., 2004), mientras que otros concluyen
que producen una respuesta irritativa con un consiguiente proceso inflamatorio
(Silva y cols., 1997). El mayor problema que presenta es que para que la
capacidad antimicrobiana debe disociarse ion calcio e ion hidroxido, pudiendo
disolverse y dejando espacios en el interior del conducto radicular (Siqueira y
cols., 1999). Selladores en base de Hidréxido de Calcio son el Sealapex, Apexit,
Calciobiotic o CRCS.

% Cementos a base de Iondmero de vidrio.

Los iondmeros de vidrio se han utilizado en Odontologia como materiales de
obturacion y como bases cavitarias, dadas sus caracteristicas adhesivas y su
liberacion de fllor, lo que lo convierte en un material anticariogénico. Estan
formados por polvo y liquido, donde el polvo estd compuesto de particulas de
vidrio, silicato de aluminio, flior y calcio y el liquido estd compuesto por acido

poliacrilico principalmente. No son solubles, dificultando el retratamiento.
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Presentan una baja toxicidad en comparacion con otros agentes selladores vy
muestra adhesion a la dentina, (Beltes y cols.,1997) aunque los valores de
degradacién y microfiltracion son elevados, sobre todo con el paso del tiempo
(De Almeida y cols., 2000; Schafer y Zandbiglari 2003)

%+ Cementos en base de silicona.

La silicona es un material inerte y biocompatible con extenso uso en Medicina
como material de implante (Habal, 1984). La siliconas basadas en
polivinilsiloxanos se han utilizado en Odontologia como materiales inertes y
dimensionalmente estables. Estos selladores presentan una elevada fluidez, son
insoluble, radiopacos y estables dimensionalmente, presentando una minima
expansion (@rstavik y cols., 2001). Presentan un buen tiempo de trabajo, facil
de manipular y retirar del conducto. Los resultados muestran un bajo potencial
citotdxico.  (Brisefio y Willershausen, 1991) y presentando unos correctos

resultados bioldgicos en situaciones clinicas. (Huumonen y cols., 2003)
% Cementos basados en metacrilato.

Estos selladores estan basados en polimeros de poliéster que forma parte de un
sistema polimérico para la obturacién de conductos radiculares compuesto por:
un material de nacleo, un sellador en base a un metacrilato de baja viscosidad
(Kim y cols., 2010) y, en la mayoria de los casos, un agente especifico para

unirse a la dentina radicular.

Existen cuatro generaciones de selladores en base a resina metacrilato. Esos
selladores estan basados en el concepto de realizar una técnica adhesiva, tanto a
las paredes radiculares como a al material de obturacion, con la idea de
conseguir una estructura “monobloque” material-diente en el conductos
obturado. (Tay y Pashley 2007) (Tabla 2)

A la primera generacion pertenece el Hydron (Hydron Technologies, Inc,
Pompano Beach, FL) de mediados de los 70. El componente principal es el
poly[2-hydroxyethyl methacrylate] (poly[HEMA]). Es un sellador muy hidrofilico.

Produce una reaccién inflamatoria severa, absorbe agua y presenta unos valores
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muy altos de microfiltracion (Kim y cols., 2010)

Los de segunda generacidon no necesitan grabado, son hidrofilos, y no requiere el
uso de un adhesivo dentinario. Es necesario eliminar el barrillo dentinario con el
uso de un quelante. EndoREZ (Ultradent, Utah, USA) es un sellador a base de
dimetacrilato de uretano (UDMA), de curado dual. Se comercializa en una
jeringa doble que contiene dos pastas. Tiene caracteristicas hidrofilicas, por lo
tanto puede ser usado por lo tanto puede ser usado en conductos himedos, esto
le confiere una excelente penetracién en los tubulos dentinarios mejorando el
sellado. Tiene una radioopacidad similar a los conos de gutapercha. El

fabricante propugna la técnica de cono Unico de gutapercha.

12 Generacion Hydron
22 Generacion EndoREZ
32 Generacion FibreFill R.C.S. (Pentron Clinical Technologies, Wallingford, CT)

Epiphany (Pentron Clinical Technologies)
RealSeal (SybronEndo, Orange, CA)
Smart (Discus Dental, Culver City, CA)

Resinate (Obtura Spartan Corp, Fenton, MO)

42 Generacion RealSeal SE (SybronEndo, Orange, CA)

Meta- SEAL, (Parkell Inc)

Tabla 2. Cementos en base de resina de metacrilato.

Los de tercera generacidon estan disefiados para sistemas de obturacion que
contengan fibra para reforzar las paredes radiculares. Para simplificar los
procesos de adhesion los selladores son de fraguado dual y el adhesivo es
autograbante.

Los de cuarta generacion son auto-adhesivos y auto-grabantes, pasando a ser
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sistemas de un solo envase. Este adhesivo autograbante contiene &acido t-
acrilamido-2-metil-propanesul-fénico (AMPS), que funciona como Aacido
monomeérico, siguiendo la linea de trabajo de los composites que utilizan

adhesivos autograbantes.

El sistema de adhesion de los selladores de resina de metacrilato es
fundamentalmente de retenciones micromecanicas a través de un infiltrado de la

resina en la matriz de colageno parcialmente desmineralizada.

El mayor problema que presentan este tipo de selladores es que la capacidad de
sellado esta basada, precisamente, en la adhesién de la resina a las paredes del
conducto. Los selladores de resina sufren un fuerte estrés de contraccion durante
el proceso de fraguado o polimerizacion de la resina, creando un despegamiento
de la resina de la pared, dejando unos vacios o espacios en la obturacién. Este
proceso se llama contraccién de polimerizacion y la intensidad esta relacionada

con el factor C, altamente desfavorable en estos casos.

En una revisidn revision realizada por Kim y cols. (2010) se analizaron las
caracteristicas mecanicas, concluyendo que los resultados en cuanto a test de
expulsion, espacios en el sellado, interrupciones en la interfase sellador—pared
radicular y ciclos funcionales de carga realizados con estos selladores y con los
nucleos de Resilon, los valores fueron peores que los realizados con los

materiales que no utilizaban técnicas adhesivas sino selladores convencionales.

En relaciéon a la capacidad de estos selladores para fortalecer la raiz los
resultados de los estudios muestran que el 61,1 % de los articulos no detecta
diferencias, que el 15,5 % informa que se debilita la raiz y que el 21,1 % apoyan
la idea de que fortalece la resistencia mecanica de la raiz de un diente tratado
endodonticamente. En cuanto al sellado, el 34,2 % dan peor capacidad de
sellado que los selladores no adheridos, el 28,9 % concluyen que no hay
diferencia, y el 36,8 % obtienen un resultado superior en las pruebas de

evaluacion del sellado.

La solubilidad de tres selladores en base a resina metacrilato (Epiphany,

InnoEndo y EndoREZ) estuvieron en valores de 3-9 %. (Donnelly y cols., 2007)
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Los resultados de solubilidad del Ephiphany, sellador de tercera generacion, fue
del 3,41 %, mientras que la tasa de solubilidad recomendada por la Asociacion
Dental Americana especifica que el sellador no debe superar el 3 %. (Schafer y
Zandbiglari, 2003)

% Cementos a base de resinas.

Son los cementos selladores de mayor uso en el ambito endoddncico. Los
selladores basados en resina epoxi se han utilizado durante muchos afios con
éxito clinico y son ampliamente utilizados debido a sus buenas propiedades
mecanicas y compatibilidad con los materiales de restauracion. Ademas de por
sus caracteristicas favorables, como la adhesién a la estructura dentaria, largo
tiempo de trabajo, facilidad de manipulacion y buen sellado (Azar y cols., 2000).
Presentan caracteristicas favorables como la capacidad de adhesién a estructuras
dentales, un tiempo de trabajo correcto, facil mezcla y buena capacidad de
sellado. (Azar y cols., 2000). Estos selladores son capaces de reaccionar con
cualquier grupo amino expuesto en el coldgeno para formar enlaces covalentes
entre la resina y el colageno cuando el anillo de epodxico se abre durante la

polimerizacion.

Se encuentran disponibles en el mercado actualmente: Diaket® (ESPE/Premier,
Alemania/EEUU), AH-26® (DeTrey/Dentsply, Ballaigues, Suiza), Topseal®
(Dentsply/Maillefer, Ballaigues, Suiza) y AH-Plus® (DeTrey/Dentsply, Ballaigues,

Suiza).

Con gran diferencia, los selladores a base de resina mas utilizados han sido los

de la serie AH desarrollado por Andre Schroeder en Suiza hace mas de 50 anos.

Los materiales mas utilizados dentro de este grupo son el AH 26 y el AH Plus

(Dentsply, Tulsa Dental Specialties, Tulsa, OK, US).

AH Plus, es un derivado del AH 26 que tiene como componentes principales:
resina epoxidiaminica, tungstenato calcico, éxidos de circonio y de hierro, aerosil
y aceite de silicona. Se dispensa en sistema pasta-pasta o en jeringa de

automezclado. Tiene un tiempo de trabajo de 4 horas y un tiempo de fraguado

16



de 8 horas. Ademas, es de fluidez alta, presenta buena adherencia a dentina y
tiene notable radioopacidad. La matriz resinosa le proporciona buenas
caracteristicas mecanicas a los cementos. Su distribucion en los dos
componentes es la siguiente. Pasta A: resina epoxi, tungstenato de calcio, dxido
de circonio, Aerosil, 0xido de hierro, silice, diglicidil éter de bisfenol-A y bisfenol-F
y pigmentos. Pasta B: dibencil-oxanonato-diamina, Tcd-diamina, Aerosil, dxido de
zirconio, tungstenato de calcio, silice y aceite de Silicona. Basicamente es una

resina epoxi bisfenol mejorada.

El AH Plus presentaba valores de fluidez significativamente mayores que otros
selladores basados en 6xido de zinc eugenol u otas resinas (cemento de

Grossman, ThermaSeal, Sealer 26 y Sealer Plus) (Siqueira y cols., 2000). .

Un material adhesivo a base de resina puede tener el potencial para reducir la
microfiltracion del canal de la raiz debido a sus propiedades adhesivas y la
penetracidon en las paredes dentinarias. Las pruebas de resistencia mecanica de
gutapercha con un sellador de resina (AH Plus) son superiores a las de selladores
como Oxido de cinc con eugenol o siliconas (Fisher y cols., 2007) y presentan
una buena resistencia a la dislocacidon, prueba indicativa de una correcta
adhesion (Huffman y cols, 2009; Ersahan y Aydin, 2010).

Ofrecen una buena adaptacidon y penetracidon intra-tubular (Balguerie y cols.,
2011) Obtuvo mejores resultados con diferencias significativas en comparacién
con cementos selladores basados en dxido de cinc-eugenol (Singh y cols., 2012),
o0 con cementos basados en metacrilato (Sevimay y Dalat, 2003; Mamootil y
Messer, 2007) En otros estudios presenta unos resultados de menor penetracion
tubular si es comparado con cementos como el Real-Seal (Chandra y cols.,
2012; Shokouhinejad y cols., 2011).

La técnica de obturacién no es un parametro importante en la penetracién, como
lo es en los cementos en base de éxido de cinc con eugenol. Esto puede sugerir
que la penetracién intra-tubular de selladores basados en resina no depende de
las fuerzas hidraulicas creadas durante la obturacién; sino que el sellador se

introduce en los tubulos por accién capilar (Ordinola-Zapata y cols., 2009).
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Presenta buenas capacidad de sellado y buenos valores de microfiltracion
(Kopper y cols., 2003; Timpawat y cols., 2001). El grosor de este tipo de
selladores influye menos que otros materiales a la hora de evitar microfiltracion
(De-Deus y cols., 2006).

La capacidad de sellado de los cementos de resina se ve afectada por la
humedad. (Roggendorf y cols., 2007). El control de la humedad y la remocién
del barrillo dentinario mejora las propiedades mecanicas y adhesivas de los
cementos de resina. (Pommel y cols., 2003). La presencia de barrillo dentinario
aumenta la microfiltracion, independientemete de la técnica de obturacion

utilizada cuando utilizamos este tipo de selladores (Cobankara y cols., 2004).

Sus valores de solubilidad son adecuados (Borges y cols., 2012). Son muy bajos
en agua Yy saliva (Schafer y Zandbiglari, 2003), mejores que los de los selladores

de hidrdxido de calcio y de 6xido de cinc con eugenol (McMichen y cols., 2003).

AH Plus es altamente soluble en cloroformo y halotano, los solventes de
materiales de obturacion mas comunmente utilizados (Whitworthm y Boursin,
2000).

Tienen caracteristicas pseudoplasticas determinadas por su viscosidad (Zhou vy
cols., 2013). Presenta unos valores de radioopacidad adecuados, cumpliendo la
normativa ANSI/ADA (Carvalho-Junior y cols., 2007).

Son cementos que sufren variaciones en su composicion quimica cuando son
sometidos a calor, como por ejemplo, en las técnicas de condensacion vertical

con gutapercha caliente (Viapiana y cols., 2015).

No refuerzan ni fortalecer significativamente las raices en comparacién con los
dientes en que los conductos han sido instrumentados pero no obturados
(Schéfer y cols., 2007).

En relacién a su actividad antimicrobiana, ésta es adecuada (Tanomaru-Filho y
cols, 2007). AH-Plus fue capaz de inhibir el crecimiento in vitro de diversas
colonias bacterianas, tales como S. aureus, E. coli, S. mutans o S. epidermidis

(Leonardo y cols., 2000). Mientas que existen otros en los que han presentado
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una actividad antibacteriana reducida o nula (Slutzky-Goldberg y cols., 2008;
Mickel y cols., 2003). Esta caracteristica no siempre es ideal, ya que hay estudios
que reportan una relacion entre las capacidad antimicrobiana de los selladores

radiculares y su capacidad mutagénica (Geurtsen y Leyhausen, 1997).

Hay estudios en los que no se han encontrado alteraciones en los linfocitos
humanos en condiciones in vitro ante la presencia de AH26 y AH Plus (Mileti¢ y
cols., 2003). Aunque existen estudios en los que se sefiala que la capacidad de
generar dano al material genético es dosis-dependiente, pudiendo considerarse
genotdxico. (Huang y cols., 2001). Produce una reaccidbn severa en varios
periodos de tiempo (Sousa y cols., 2006). La mayoria de los cementos de resina
generan una irritacién que va de ligera a moderada tanto in vitro como in vivo

(Schwarze y cols., 2002).

El AH Plus se ha convertido en el estandar para la comparaciéon entre selladores
debido a sus propiedades fisico-quimicas (Garrido y cols., 2010) y a su aceptable

biocompatibilidad (Scelza y cols., 2012 ).

1.2.2. Técnicas de obturacién con gutapercha y cemento.
1.2.2.1. TECNICA DE CONO UNICO.

Consiste en obturar todo el conducto con un solo cono, que, idealmente, debe de
rellenar todo el conducto. En la practica se ha visto que esto no es posible, dado
que los conos de gutapercha no se adaptan a las caracteristicas anatomicas de
los conductos radiculares. Por eso, el cono se coloca junto con un cemento
sellador que tiene como funcidn rellenar los espacios vacios entre el cono de

gutapercha y la pared dentinaria del conducto (Maisto ,1967).

El inconveniente principal de esta técnica es la incapacidad del sellador de
mantener la integridad dimensional con el paso del tiempo, lo que produce una

gran posibilidad de que existan filtraciones en la obturacion.

1.2.2.2. TECNICA DE CONDENSACION LATERAL. COMPACTACION EN FRIO.
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La condensacion lateral consiste en la colocacidon de puntas de gutapercha
auxiliares o accesorias junto a un cono principal adaptado previamente a las
caracteristicas de la preparacién del conducto, utilizando la capacidad de
deformacion de los conos de gutapercha para que otro cono auxiliar o accesorio
ocupe el espacio que exista entre el cono y la pared dentinaria. Esta adaptacion
sera fundamentalmente en el tercio apical (Maisto, 1967). Para conseguir un
sellado homogéneo del conducto, los espacios que pudieran haber entre los
conos quedarian rellenos por un sellador. (Schilder, 1967; Vicente Gomez,
2003).

Esta ha sido una técnica ampliamente aceptada y usada clinicamente durante un

largo periodo de tiempo.

Los estudios no demuestran que los resultados obtenidos con esta técnica sean
inferiores a los obtenidos con técnicas de gutapercha termoplastificada
(Spangberg, 2002. Weine, 1995).

1.2.2.3. COMPACTACION DE GUTAPERCHA ABLANDADA QUIMICAMENTE.

Consiste en la se introduccidon de un solvente en el conducto y a continuacion la
colocacion del cono principal de gutapercha para que este se adapte a la

anatomia del conducto. (Vicente Gomez, 2003)

El inconveniente mas importante en esta técnica es que, tras la aplicacion del
solvente, existe una pérdida en el volumen en la gutapercha, impidiendo que
exista un sellado apical (Marlin y Schilder, 1973). La cantidad de contraccion que
sufre la gutapercha varia directamente en relacion con la cantidad de solvente
que hayamos usado (Schilder, 1967). Cuando se utiliza cloroformo como
solvente existe una perdida del 7,5% de su volumen (Moreno, 1977). Otra razén
por lo que esta técnica estd en desuso es que los disolventes utilizados son

altamente irritantes periapicalmente (Weinn, 1995).
1.2.2.4. OBTURACION CON GUTAPERCHA TERMOPLASTIFICADA.

% Técnicas termomecanicas.
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Técnica de McSpadenn,

La gutapercha se calienta por la accidon del calor producido por de friccién de
unos instrumentos especiales llamados termocompactadores, que giran a baja

velocidad en el interior del conducto (Soares y Goldberg, 2003).

Tras la colocacion del sellador, se introduce el cono seleccionado. Se introduce
un compactador rotando a bajas revoluciones (8.000-15.000). De esta forma el
calor producido por la friccion plastificara la gutapercha y al mismo tiempo se

compactara apicalmente debido al disefio del instrumento.
Técnica Hibrida de Tagger,

Los primeros pasos de esta técnica son iguales a los de la condensacion lateral,
utilizando sellador, conos y conos auxiliares hasta conseguir el relleno del

conducto radicular.

Después, un espaciador crea un espacio en el tercio cervical y medio del
conducto, donde se introduce un compactador, girando, algo inferior al diametro
del conducto, lo que provocara el reblandecimiento de la gutapercha y su

compactacion.

Esta técnica relne los beneficios del control apical que se logra con la
condensacion lateral y la compactacion con gutapercha termoplastificada en los

dos tercios coronales del conducto.
% Técnicas térmicas.
Condensacion vertical con gutapercha caliente.

Técnica descrita por Schilder (1967). En esta técnica se utilizan las propiedades
térmicas de la gutapercha para fundir un cono y adaptarlo a la anatomia del
conducto ya conformado. El uso de gutapercha caliente compactada con presion

vertical permite obtener gran densidad en la porcidn apical de la obturacion.

Es una técnica en la que, a través del calentamiento progresivo de diferentes

partes del cono de gutapercha y su compactacion, primero de la porcién cervical,
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luego del tercio medio y por Ultimo del tercio apical, se realiza toda la obturacion
del conducto. Es muy laboriosa y consume mucho tiempo. El conducto radicular
debe de haber sido conformado con una conicidad continua, con el didmetro mas
pequefo en la constriccion apical y la parte mas ancha en la entrada del

conducto.

Se coloca una pequena cantidad de sellador. La cantidad es importante porque
interesa que la mayor parte de la obturacion sea gutapercha. Ademas, por la
presion hidrodinamica ejercida con los compactadores se puede ocasionar una

extrusion de sellador.

Solo tras varias series de calor y condensacion se puede ablandar la gutapercha
en la porcion apical y, asi, adaptar el cono a la anatomia del tercio apical y

obturar la mayoria de los canales accesorios apicales.

Técnica de condensacion vertical de gutapercha caliente de onda

continua.

Durante los afos 80, la técnica clasica de condensacion vertical mejord
considerablemente con la aparicién de aparatologia especifica: el transportador
de calor eléctrico Touch-and-Heat (Analytic Technology) y la pistola de inyeccién

de gutapercha Obtura (Obtura Corp.).

El instrumento calentado en la llama se enfria rapidamente desde que es quitado
de la fuente de calor, mientras que el aparato eléctrico puede permanecer
caliente por un periodo indefinido de tiempo, brindando mayor control sobre el

procedimiento.

Aprovechando estas mejoras, Buchanan desarrolld esta técnica con la idea de
simplificar la técnica clasica de Schilder, la técnica de onda continua, que permite
con un solo termocompactador producir una onda de condensacion en el orificio
de entrada al conducto y trasportarla hasta la porcién apical del mismo,
extendiendo la condensacién en un solo y continuo movimiento (Buchanan,
1996).

La compactaciéon con onda continua proporciona, al igual que la primera parte de
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la condensacion vertical de Schilder, la obturacion de los ultimos milimetros
apicales de conducto. Para el relleno del resto del conducto, en esta técnica se
utiliza otro de los sistemas de obturacidon, la inyeccion de gutapercha

termorreblandecida. (Buchanan, 2004).
Sistemas de obturacion de nucleo solido.

En un principio, esta técnica se basaba en el recubrimiento de una lima K de
bajo calibre con gutapercha ablandada en la llama de un mechero, para
posteriormente ser insertados ambos materiales en un conducto radicular. El
nucleo le conferia la suficiente resistencia para poder transportar la gutapercha
ablandada hasta una posicion prefijada para realizar la obturacion completa del

sistema de conductos.

Diez afios después, aparece en el mercado el sistema Thermafil (Maillefer). Este
consiste en un cono con un nucleo sélido, en este caso un plastico (derivado de
una polisulfona) que ya esta recubierto de gutapercha. Se disponen en diferentes
longitudes vy los calibres corresponden con la normativa ISO. En la actualidad los
sistemas de gutapecha sobre vastago han incorporado distintas mejoras, entre

otras, la facilidad para su remocion del interior del conducto.

2. SELLADORES ENDODONCICOS BASADOS EN
BIOSILICATOS

2.1. Los materiales bioceramicos.

Durante las ultimas dos décadas, una serie de importantes avances se han hecho
en el campo de los materiales bioactivos utilizados para el tratamiento
endoddncico, materiales también llamados bioceramicos, con su naturaleza

biocompatible y excelentes propiedades fisico-quimicas.

Las bioceramicas son un subtipo importante de material biocompatible. Estan
especificamente disefiadas para ser utilizados en la fabricacién de implantes

quirdrgicos, protesis y o6rganos artificiales, asi como para cumplir una
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determinada funcion fisioldgica en el cuerpo humano, lo cual es la base

fundamental de un material bioceramico (Veljovic y cols., 2012).

Pueden funcionar como cementos, materiales de reparacion de la raiz, selladores

de conductos radiculares y materiales de relleno.

Nuevos materiales bioceramicos han demostrado la capacidad para superar
algunas de las limitaciones importantes de las generaciones anteriores de

materiales endodoncicos.

Fueron introducidos en la Endodoncia en la década de 1990, primero como
materiales de obturacidn retrégrada y luego como cementos de reparacion de la
raiz, selladores de conductos radiculares, y recubrimientos para conos de
gutapercha. (Haapasalo y cols., 2015). Hoy presentan multiples aplicaciones en

el campo de la endodoncia (tabla 3).

Las ventajas potenciales de los materiales bioceramicos en endodoncia estan
relacionados con sus propiedades fisico-quimicas y bioldgicas. La presencia de
humedad es necesaria normalmente para el fraguado de los materiales
bioceramicos. La humedad presente dentro de los tubulos dentinarios puede

iniciar y ayudar a un fraguado completo.

Aplicaciones de los cementos reparadores

Obturaciones a retro.

Sellado de perforaciones, en furca y Laterales,

Reabsorciones inflamatorias internas, en conductos y camara pulpar.
Reabsorciones cervicales invasivas.

Obturaciones ortégradas.

Sellado de dientes de apice abierto.

Recubrimiento pulpar.

Endodoncia regenerativa. Revascularizacion

Tabla 3 . Usos en endodoncia de los cementos reparadores bioceramicos.

Material Fabricante
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Biodentine

BioAggregate

Calcium enriched mixture cement (CEM)
Endosequence Root Repair Material
Paste

Endosequence Root Repair Material
Putty-

iRoot BP PlusRoot Repair Material
Endocem MTA

Endocem ZR

EndoBinder

QuickSet

White ProRoot Mineral Trioxide
Aggregate

Grey ProRoot Mineral Trioxide
Aggregate

MTA Angels

MTA Plus

Mechanically Mixed Mineral Trioxide
Aggregate (MM-MTA)

Nano White Mineral Trioxide Aggregate
Gray MTA Pus

Ortho MTA

Retro MTA

Tech Bioseales Root end

Tech Bioseales Root capping

ThereCal

Biodentine, France

Innovative Bioceramix, Canada
Bionique Dent, Iran

Brasseler, EEUU

Brasseler, EEUU/ Innovative
Bioceramix, Canada

Maruchi, Korea
Maruchi, Korea
Binderware, Brasil
Avalon Biomed, EEUU
Dentsply Tulsa, EEUU
Dentsply Tulsa, EEUU
Angelus, Brasil
Avalon Biomed, EEUU
Micro-Mega, France.

Kamal Asgar Research, Iran
Avalon Biomed, EEUU
BioMTA, Korea

BioMTA, Korea

[sasan Italia

[sasan Italia

Bisco. EEUU

Tabla 4. Lista de los cementos reparadores bioceramicos existentes en el mercado.

2.2.- Caracteristicas de los cementos bioceramicos endodoncicos.
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Recientemente se han desarrollado un buen nimero de materiales de este tipo
con distintos usos endoddncicos (tabla 4) y unos especificamente con la
indicacion de cemento selladores (tabla 5)

Material Fabricante Composicidn
Endosequence BC Sealer* Brasseler, Oxido de circonio, silicatos de calcio,
EEUU. fosfato monocalcico, hidroxido de calcio,
agentes de relleno y espesantes.
TechBiosealer Endo Isasan, Polvo:cemento Portland blanco, cloruro
Italia calcico, floruro sofico y 6xido de bismuto

Liquido: Solucién tamponada con fosfato
de Dulbecco (DPBS)

Endo CPM-Sealer Egeo Polvo: Silicato tricalcico, éxido tricalcico,
Argentina aluminato tricalcico, otros 6xidos
Liquido: solucién salina, cloruro calcico
BioRoot RCS Septodont, Formulacidon mineral pura y libre de
Francia resina
Proroot Endo Sealer Dentsply. Polvo: Silicato tricalcico, 6xido dicalcico,
Suiza aluminato tricalcico, sulfato calcico,
oxido de bismuto Liquido: solucion
acuosa viscosa de polimero soluble en
agua
Fillapex, Angelus, Resina salicilato, Resina diluente, Resina
Brasil. natural, Oxido de Bismuto, Silica
nanoparticulada, Mineral Trioxido
Agregado.
MTA Plus Avalon Polvo: Silicato tricalcico, éxido dicalcico,
Biomed Inc. aluminato tricalcico, sulfato calcico,
EEUU oxido de bismuto
Liquido: gel de polimero libre de sal y
agua
MTA Obtura Angelus Polvo: cemento Portland, 6xido de
Brasil bismuto.

Liquido: resina liquida

Tabla 5. Cementos selladores en el mercado .* iRoot SP, TotalFill BC Sealer.

Dentro de la extensa gama de materiales bioceramicos que existen para el uso
en odontologia vamos a describir las caracteristicas de los dos cementos
selladores que hemos utilizado en nuestro estudio.

2.2.1. TOTALFILL BC SEALER-ENDOSEQUENCE BC SEALER.
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Es un sellador endoddncico bioceramico pre-mezclado que contiene oOxido de
circonio, silicato tricalcico, silicato dicalcico, silice coloidal, silicatos de calcio,
fosfato de calcio fosfato monobasico e hidréxido de calcio. El éxido de circonio se

afade para incrementar la radioopacidad del sellador.

Este producto se denomina de diferentes maneras dependiedo de donde se
comercialice. Denominandose Endosequence BC Seales en su comercializacién en

Estados Unidos, iRoot en Canada, y TotalFill en Europa. (Trope y cols., 2015)

Tanto el agua absorbida, derivada del entorno externo, como la producida por la
reaccion entre los fosfatos de calcio y el hidréxido de calcio, se utilizan para

generar una fase de hidrato de silicato de calcio.

Es un cemento de silicato recientemente introducido, descrito por el fabricante
como insoluble, radioopaco, libre de aluminio en su composicidon y que necesita
agua para fraguar; que por sus propiedades mecanicas se puede considerar que

es un material pseudoplastico (Pawan y cols., 2014).

El tiempo de trabajo es superior a 1.440 minutos, significativamente mas alto
que el resto de selladores. Esto se debe a que el fraguado comienza con el

contacto con humedad (Zhou y cols., 2013).

El tiempo de fraguado, segun el fabricante, es de 4 h en un entorno hiumedo,
pudiendo llegar a ser superior a 10 h en un entorno seco. No obstante, se ha
descrito un tiempo de fraguado muy superior, requiriendo, en humedad relativa
del 100%, 72 horas para un fraguado inicial y 240 horas para lograr el fraguado
completo; si la cantidad de agua es mayor, el tiempo de fraguado inicial se
alarga, y la finalizacion completa del fraguado necesita menos tiempo (Loushine
y cols., 2011).

En otro estudio el tiempo fue menor, de 2,7 h hasta su fraguado, por la diferente

metodologia de la prueba (Zhou y cols., 2013).

La presencia de fluido dentro de los tubulos dentinarios, usando el sistema de
presion del fluido dentinario, permitié un correcto fraguado del EndoSequence BC

Sealer en el interior del conducto radicular (Xuereb y cols., 2015).
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Si aumenta la cantidad de agua durante el fraguado, la microdureza del sellador

disminuye significativamente (Loushine y cols., 2011).

El Endosequence BC Sealer presenta, al igual que el MTA Fillapex, una fluidez y
estabilidad dimensional comparable con el AH Plus, pero un mayor espesor y una
mayor solubilidad (Xuereb, 2015).

Presenta una fluidez superior a 20 mm, dato acorde con la normativa ISO
6876/2001, sin presentar diferencias significativas con los selladores en base a
resina epoxica (Zhou y cols., 2013). Otro estudio ofrecié valores adecuados de
fluidez (26,96 = 0,68 mm), estos valores fueron significativamente mayores que
los que presento al AH Plus (de Miranda y cols., 2012). Muestra una gran
humectabilidad (Zhang y cols., 2009).

Los grosores de pelicula del Endosequence BC Sealer, al igual que los del MTA
Fillpex, son mayores que los de otros cementos de resina, oxido de cinc con

eugenol y silicona. La viscosidad depende de la velocidad (Zhou y cols., 2013).

Tiene una leve capacidad de expansion tras ser inmerso en agua durante 30
dias. EI AH Plus y el Fillapex se contraen en la misma situacion. Ambos
mantienen los parametros dentro de las norma ISO 6876/2001 (no superar el

1,0% de contraccion ni el 0,1% expansion (Zhou y cols.,2013).

Su radioopacidad es adecuada, en concordancia con la ISO 6876:2012 (Xuereb
2015). Aunque presenta una radioopacidad (3,834 + 0.346 mm Al
significativamente inferior al AH Plus (6,936 £+ 0,462 mm Al), pero muy superior
a la de la dentina (1,045 £ 0,200 mm Al) (de Miranda y cols., 2012).

No presentan diferencias en porosidad con respecto al MTA. Teniendo en cuenta
esto, los nuevos cementos que contienen silicatos de calcio pueden comportarse
de forma similar al MTA convencional respecto a la microfiltracion, solubilidad, y

microfractura en el ambito clinico (Souza y cols., 2013).

La estabilidad en el color superior a otros biosilicatos. Todos los materiales
basados en Oxido, en los silicatos, producen una variacion en el color de los

dientes. En un estudio comparativo entre MTA vy tres biosilicatos, el MTA blanco
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produjo un aumento cambio de color significativamente mayor que los cementos
de biosilicatos. Esta variacion es mayor cuando se ponen en contacto con
hipoclorito o clorhexidina. La ausencia de oxido de bismuto puede ser la

explicacién de esta diferencia (Keskin y cols., 2015).

La solubilidad del Endosequence BC Sealer esta dentro de los parametros
especificados en la ISO 6876/2001, aunque es elevado y mayor que la de los
selladores de resina epoxica, teniendo valores cercanos al maximo permitido para
la solubilidad de los selladores (3%) (Zhou y cols., 2013). En otros estudios, los
parametros de solubilidad son muy elevados, llegando a superar el 20% de
perdida de masa, siendo esta mayor que en AH Plus, MTA Fillapex y MTA
Angelus, sin cumplir los parametros de la especificacion 57 de la ANSI/ADA
(REF) (Borges y cols., 2012). Sin embargo, en un estudio mas reciente los

valores de solubilidad eran menores al 1% (Ersahan y Aydin, 2013).

A pesar de las discrepancias en los resultados de solubilidad entre estos estudios,
mostraron consistentemente filtracién apical similar con iRoot SP y AH Plus
mediante la prueba de la filtracién de liquidos. Los valores de solubilidad y los
valores de expansion que presenta durante el fraguado permiten que la
estabilidad dimensional sea buena y no disminuya su capacidad de sellado
(Ersahan y Aydin, 2013). En otro estudio de microfiltracion presenté mejores

valores de penetracion de colorante que el AH Plus (Pawan, 2014).

En pruebas de dislocacién, mostro valores superiores al AH Plus, sin diferencia
significativa; y ampliamente superiores a los de un sellador en base de hidroxido
de calcio (Sealapex) y al Endorez (Ersahan y Aydin 2010). En otro estudio
tampoco se encontraron diferencias entre las fuerzas de dislocacion entre el

Endosequence y el AH Plus (Ozcan y cols.,2102).

En todas las condiciones de humedad presenta buenos resultados de adhesion,
siendo mejor que otros selladores en base a silicato (Fillapex), cementos de
resina epoxica (AH Plus) y selladores de metacrilato (Epiphany). Esto puede ser
debido a su pequeno tamafo de particula y a su excelente nivel de viscosidad

(Nagas y cols., 2012).
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El sellador, en combinacion con gutapercha, aumenta los valores de la fuerza de
adhesion en presencia de PBS dentro del conducto radicular en mediciones
realizadas a siete dias. Sin embargo, no se encontrd ninguna diferencia entre la
fuerza de union de este material de obturacion en la presencia o ausencia de PBS

en el conducto radicular a los 2 meses (Shokouhinejad y cols., 2012).

Los valores de adhesion que presentaron las obturaciones realizadas con
Endosequence sin un nucleo de gutapercha fueron superiores a las que se
realizaron con el sellador y gutapercha, con sellador y un nucleo de metacrilato
(Resilon), con AH Plus y gutapecha. Entre los otros grupos no existieron
diferencias significativas. En estos casos una amplia mayoria de las muestras
presentaron separacion entre el sellador y el material del nucleo de la obturacién
(Nagas y cols, 2014).

Cuando se utilizd una técnica de obturacion con condensacion lateral, a adhesion
que presentd el Endosequence fue mas baja que la del AH Plus. Cuando se utilizd
una técnica de obturacién termoplastica la adhesion del Endosequence fue mas
alta que la del AH Plus (Gade y cols., 2015).

La colocacién de hidroxido de calcio en el conducto afecta significativamente a
los valores de dislocacion de la obturacidn. Presenta diferencias significativas
tanto con el AH Plus como con el MTA Fillapex (Amin,2012).

La presencia o no de barrillo dentinario no afecta significativamente a las fuerzas
de adhesion de los materiales de obturacion, teniendo los mismos valores de

adhesion que el AH Plus (Shokouhinejad y cols., 2013).

El Endosequence BC Sealer es un sellador con caracteristicas alcalinas (Loushine
y cols., 2011). En contacto con humedad en su periodo de inicio de fraguado
tiene un pH superior a 12. Este pH alcalino, no solo se produce durante el
fraguado, sino que se mantiene tras completar este, manteniendo la alcalinidad
al menos 5 semanas. Los valores fueron superiores a los de otro cemento en
base a biosilicatos (Fillapex) y a los de cementos en base de resina epoxica (AH
Plus) (Zohi ,2013).
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Los valores de liberacién de iones de calcio fueron inferiores a los de otros
biosilicatos utilizados como cementos reparadores (Biodentine y ProRoot MTA) y
no mostrd incorporacion de calcio o silicio en capas profundas de la dentina
radicular cuando se sumergid en PBS hasta 90 dias como los otros (Han y OKkiji,
2013).

Posee un potente efecto antibacteriano, erradicando todas las bacterias en 2
minutos de contacto y manteniendo una efectiva capacidad antibacteriana tras 3
y 7 dias del fraguado. La capacidad antibacteriana disminuyd considerablemente
tras ese periodo. La capacidad antibacteriana puede ser una combinacion del
alto pH, de su capacidad hidrofilica y de la difusion activa del hidréxido de calcio
(Zhang y cols., 2009).

No aumenta el péptido relacionado con el gen de la calcitonina, que es un
marcador de la inflamacidn neurogénica y de la activacion de la nocicepcion,
cuando se extruye y se pone en contacto son estructuras nerviosas (Ruparel y
cols., 2014).

Aumenta la resistencia a la fractura, aunque en menor medida que las
obturaciones de iondmero. El sellador EndoSequence utilizado en técnica de cono
Unico mostrd diferencias significativas en los valores en relacion a la posibilidad
de fractura con respecto al grupo de control positivo (dientes instrumentados sin
obturar), pero también con el grupo de control negativo (dientes sin tratamiento)
(Celikten, 2015).

Varios estudios de retratamiento indicaron que la eliminacion completa de este
material o de iRoot SP de conductos radiculares es dificil (Wang, 2015). Las
técnicas de retratamiento convencionales, con calor, con solvente o con
instrumental rotatorio, no son capaces de remover totalmente los biosilicatos, ni
cuando el material es colocado a longitud de trabajo, ni cuando es colocado 2
mm corto, perdiendo la permeabilidad en el 20 y 70% de los casos

respectivamente (Hess y cols., 2011).

2.2.2. MTA FILLAPEX.
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Se trata de un cemento sellador de conductos basado en la férmula del MTA. La
mayor diferencia de este sellador con respecto al Endosequence BC Sealer y a
otros selladores de silicatos es la presencia de una matriz de resina en su
composicion. Fue creado con la intencidon de combinar las propiedades fisico-

quimicas de las resinas y las propiedades bioldgicas del MTA (Wang, 2015).

Tras la mezcla, su composicién es: resina de salicilato, resina diluente, resina
natural, oxido de bismuto, silice nanoparticulada, agregado triéxido mineral y

pigmentos. El oxido de bismuto se afiade como radioopacificador (Xuereb, 2015).

Segun el fabricante (Angelus, Londrina, Brasil), el tiempo de trabajo es de 30
minutos y el tiempo de fraguado de 120. En un estudio, el tiempo de trabajo
mostréd una media de 45 minutos y el tiempo de fraguado fue de 2,5 h. Sin
diferencias significativas con el Endosequence BC Sealer (Zhou y cols., 2013);
mientras que en otro estudio el tiempo de fraguado fue similar en condiciones
de humedad, de 2.7 h, mientras que presentd un fracaso en el fraguado en un

entorno seco (Xuereb, 2015).

Para Vitti y cols. (2013) el tiempo de trabajo fue de 30 minutos y el tiempo de
fraguado inicial de 2,27 h y el final de 4,50 h. Se considerd que el tiempo de

trabajo fue aceptable.

MTA Fillapex tiene una mayor fluidez y un grosor de capa mayor que el
Endosequence BC Sealer. El tiempo de trabajo, el tiempo de fraguado y la
solubilidad fueron menores que los datos del Endosequence BC Sealer (Zhou y
cols., 2013).

MTA Fillapex presentd una fluidez superior a 20 mm (31,09 + 0,67), dato acorde
con la normativa ISO 6876/2001. La fluidez fue significativamente mas baja que

la presentado por el AH Plus (Silva y cols., 2013).

La temperatura no produce cambios en la composicion del MTA Fillapex, ni en su
tiempo de fraguado, ni en su fluidez, ni en el grosor de su capa (Camilleri, 2015).
La temperatura tampoco varia la fuerza de compresion ni la transmisién que se

produce de temperatura al exterior de la pared dentinaria presentando valores
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inferiores al AH Plus. (Camilleri y cols., 2011). La temperatura tampoco varia la
fuerza de compresién ni la transmisidn que se produce de temperatura al exterior

de la pared dentinaria (Viapiana y cols., 2014).

Presenta unos valores de radioopacidad tres grados por encima de los
presentados por el aluminio, que es el minimo recomendado (ANSI/ADA). Los
valores fueron menores que los obtenidos por el AH Plus (Borges y cols., 2014).
En otro estudio tuvo valores inferiores significativamente menor que el AH Plus,

pero también cumpliendo los requisitos minimos requeridos (Silva y cols., 2013).

El MTA fillapex tiene una alta solubilidad, que estd dentro de los parametros
aceptados, inferior al 1%, menor que la del Endosequence BC Sealer, pero mayor
que la del AH Plus (Zhou y cols., 2013).

Comparando la solubilidad con otros selladores obtuvo los parametros mas altos
de solubilidad tanto a 2 como a 7 dias. En 2 dias solo presentd diferencias
significativas con el AH Plus, mientras que a los 7 dias mostré diferencias con un
cemento de metacrilato y con un cemento de hidréxido de calcio. La pérdida de

masa fue del 15 por ciento en las dos mediciones (Faria-Junior y cols., 2103).

En otro estudio, los parametros de solubilidad también fueron muy elevados,
llegando a casi al 15% de pérdida de masa. Siendo inferior al TotalFill, pero
siendo muy superior que la del AH Plus y la del MTA Angelus. Estos valores de
solubilidad no cumplirian los requisitos minimos para un sellador endoddncico,

ademas, provocaron cambios en la superficie del sellador. (Borges y cols., 2012).

Por el contrario, se han publicado valores de solubilidad bajos. 1 dia: -0,09; 7
dias: -0,15; 14 dias -0,22, y a 28 dias: -0,25. Estos valores de fueron
significativamente menores que los valores reportados por el AH Plus. La
solubilidad fue aumentando con el tiempo en ambos selladores (Vitti y cols.,
2013). La gran diferencia podria deberse a que en los otros ensayos, las
pruebas se realizaron tras el periodo de fraguado, mientras que en este estudio
se calculd la solubilidad del material tras un periodo de tiempo correspondiente a
tres veces el tiempo de fraguado sin realizar la comprobacion del estado de

fraguado del material (Borges y cols., 2012).
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Sus valores de absorcidon de agua son bajos, significativamente menores que los
del AH Plus, posiblemente debido a la degradacion del polimero (Vitti y cols.,
2013).

El MTA Fillapex y el Endosequence BC Sealer presentaron unos resultados de
adaptacién a las paredes radiculares significativamente mejores que el AH Plus.
Mientras que entre ellos no existieron diferencias. Todos presentaron menos
espacios en el sector coronal que en el apical. El grosor de sellador que
presentaron las obturaciones fue similar al del AH Plus, siendo menor que el del
otro biosilicato. (Al-Haddad y cols., 2014).

En presencia de humedad, el MTA Fillapex obtiene valores de microfiltracion
mejores que en conducto seco, a diferencias de los otros selladores (AH Plus y
ZOE Sealer). El AH Plus presentd valores significativamente menores de filtracion

tanto en seco como en presencia de humedad (Ehsani y cols., 2014).

Tras la inmersién en una solucion salina tamponada con fosfato durante 60 dias
de dientes obturados con condensacion lateral con diferentes selladores, al igual
que en otros estudios, el Fillapex presentd unos valores de adhesion
significativamente mas bajos que el AH Plus en todos los tercios radiculares
(Tedesco y cols., 2014).

La presencia de liquido afecta a la adhesion del Fillapex. Esta afectacion fue
superior a la de otros selladores, obteniendo en todas las condiciones los valores
mas bajos. De las diferentes condiciones estudiadas, desecado, seco, himedo o
mojado, el mejor valor lo obtuvo en presencia de humedad. Los valores de
adhesion fueron muy bajos, sin presentar signos de ningun tipo de adhesion en

estos casos (Nagas y cols, 2012).

En un estudio de dislocacion, realizado en dientes obturados con condensacion
lateral, presentd un valor inferior, aunque sin significacién estadistica, en la
fuerza requerida para remover la obturacion de las paredes del conducto
(Assmann y cols., 2012). Resultados similares se obtuvieron en un estudio en el
que se analizd, ademas, el Endosequence BS Sealer. Las medidas en este estudio

se realizaron por tercios radiculares. EL MTA Fillapex obtuvo los peores
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resultados en todos los tercios, con diferencia significativa con respecto a los
otros dos selladores evaluados. EI Endosequence BC Sealer obtuvo mejores

resultados que el AH plus pero sin diferencias (Sagsen y cols., 2011).

La colocacion previa de hidroxido de calcio no afecta a la dislocacion de la
obturacion con MTA Fillapex, por lo que se puede pensar que no afecta a su
adhesion. Los valores obtenidos por el MTA Fillapex, fueron menores que los del
AH Plus, que tampoco vio afectada su adhesién por el hidroxido de calcio (Amin y
cols., 2012)

La eliminacion del barrillo produce un aumento en los valores de adhesion con

respecta los casos en los que no se realizd la remocidon (Reyhani y cols., 2014).

La agitacion mediante ultrasonidos del sellador en el interior del conducto
produce una mayor profundidad y un mayor porcentaje de penetracion del
sellador en los tubulos dentinarios que si se coloca con limas rotatorias o con
un léntulo. EI MTA Fillapex tuvo mejores valores en ambos parametros que el AH

Plus en este caso (Nikhil y cols., 2015).

Tras la aplicacidon de un solvente para la desobturacion durante un retratamiento,
el sellador presentd una disminucion de la capacidad de adhesién a las paredes
dentinarias. Los valores disminuyeron al igual que los del AH Plus. El aumento del
tiempo de contacto del solvente con la pared dentinaria fue muy importante a la
hora del incremento de la pérdida de los valores de adhesion (Topguoglu y cols.,
2014).

En cuanto al sellado apical, el MTA Fillapex obtuvo peores resultados, con
diferencia significativa, que el AH Plus, en un estudio de microfiltracion con azul
de metileno. La filtracidon fue significativamente superior en el tercio coronal con
respecto a los otros dos tercios (S6nmez y cols., 2012). Presentd una cantidad
considerablemente mayor de espacios vacios en la interfase sellador-dentina

que los presentados por al AH Plus (Amoroso-Silva y cols., 2014).

MTA Fillapex presentd una capacidad de sellado significativamente menor quel
ProRoot MTA y AH Plus (Neelakantan y cols., 2013).
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MTA Fillapex tiene un pH alcalino, que, al igual que otros biosilicatos, se
mantiene tras completar el fraguado. Tras 120 minutos se obtuvieron los
mayores valores, a partir de cuando comenzaron a reducirse, manteniendo su
alcalinidad al menos hasta las 24 h. Los valores del pH fueron inferiores a los del
Endosequence BC Sealer, probablemente por el menor tiempo de fraguado vy la

menor solubilidad (Zhou y cols., 2013).

En otro estudio en el que se realizaron mediciones de pH a lo largo de 168 h, se
comprobd que el pH alcalino disminuye con el paso del tiempo, con un valor de
9,68 a las tres horas, que fue disminuyendo hasta llegar a 7,76 a las 168 h. Estos
valores fueron en todas las mediciones horarias superiores a los del AH Plus.
Presenta altos valores de calcio en la superficie tras el fraguado (Silva y cols.,
2013).

Presenta una actividad antibacteriana ante el E. faecalis antes del fraguado, pero
no mantiene esta capacidad tras la finalizacion de este, pese a que su pH sigue
siendo alcalino -tras 60 h se mantuvo por encima de 10- (Morgental y cols.,
2011). Presenta actividad antifungica frente a la Candida albicans. EL MTA
Fillapex y el Endosequence sin fraguar produjeron una reduccién significativa de
una capacidad del crecimiento fungico. El AH Plus sin fraguar también tuvo una
gran capacidad antifungica, fue el Unico que elimind el crecimiento del hongo.
Tras 7 dias, ambos selladores de silicatos presentaron una capacidad muy

reducida o nula para afectar el crecimiento flingico (Ozcan y cols., 2013).

En las pruebas de resistencia a la fractura presenta valores mas altos que el
Endosequence BC Sealer sin diferencias estadisticamente significativas (Dudeja y
cols., 2015). Tuvo unos valores mas bajos en relacién a la resistencia a la
fractura que presentan los dientes con respecto a las obturaciones radiculares
con AH Plus, en un test de fractura con cargas transversales de 459 en dientes

inmaduros (Tanalp y cols., 2012).

En otro estudio, en dientes instrumentados con sistemas rotatorios, el MTA
Fillapex obtuvo resultados de fractura muy similares a dientes obturados con AH

Plus y ligeramente superiores a los obtenidos por los casos obturados con
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Endosequence, sin presentar diferencias significativas. Los dientes tras la
obturacién se mantuvieron en un entorno de 100% de humedad durante 7 dias

(Sagseen y cols., 2012).

Los estudios de retratamiento indicaron que la eliminacién completa de
Endosequence BC Sealer o iRoot SP de conductos radiculares es dificil (Wang,
2015). Las técnicas de remocién de materiales de obturacién con instrumentos
rotatorio de niquel-titanio y ultrasonidos no son efectivas para la remocién
completa de las obturaciones con biosilicatos (Boutsioukis y cols., 2008). En un
estudio en el que se compara la capacidad de retratamiento que tiene la
obturacion con MTA Fillapex , con AH Plus o con Endosequence, con técnica de
cono unico, y AH Plus con condensacion lateral, se concluye que en ninguno de
los casos se puede realizar una desobturacion completa del material de
obturacion del interior del conducto, sin que existiera diferencia entre estos, el
grupo del MTA Fillapex y el del AH Plus. La remocién del MTA Fillapex fue
significativamente mas rapida que el resto de los grupos. Hubo diferencia entre
estos dos materiales y en el grupo de Endosequence BC Sealer, en el que los
valores de material remanente en el conducto fueron elevados (Uzunoglu y cols.,
2015). Sin embargo, en otro estudio se obtuvieron buenos resultados en la
remocion de material de obturacion del conducto radicular en comparacion con el
AH Plus, siendo mas rapido y eliminando menos dentina en un estudio
tomografico. Esto se puede deber a su baja capacidad de adhesién (Butt y
Talwar, 2013).

3. TECNICAS DE ESTUDIO DE LOS CEMENTOS
SELLADORES.

Existen varios parametros para la evaluacion de los selladores de acuerdo a los
test de estandarizacion de la ADA/ANSI en los Estados Unidos y a la normativa
ISO internacional, con pequenas diferencias. Para simplificar estas se puede
utilizar para la evaluacidon de los selladores la normativa ISO 6876- 2012 (ISO
6876- 2012)
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Dentro de los parametros mecanicos podemos evaluar la fluidez, tiempo de
trabajo, tiempo de fraguado, radiopacidad, solubilidad y desintegracién, cambios
dimensionales durante el fraguado. Para la estandarizacién de los estudios de

tiempo y fraguado se utiliza el método Gillmore (ASTM C266-03) .

3.1.- Clasificacion de los procedimientos de evaluacion de los cementos

selladores.
3.1.1. CLASIFICACION DE TRONSTAD (1978).

Existen tres niveles de estudios bioldgicos para los materiales dentales (Tronstad
y Wennberg 1980). Las pruebas iniciales son las dedicadas a las evaluacion de la
toxicidad del material. Las pruebas de segundo nivel son las realizadas en
animales para evaluar la respuesta del tejido o del hueso huésped. Las pruebas
de tercer nivel son las que simulan las situaciones clinicas y se conocen como

pruebas de utilizacién o uso.

* Pruebas de deteccion de toxicidad general: efecto citotdxico (cultivo de
tejidos, método de filtro); efecto cancerigeno y mutagénico (pruebas de
cultivo de tejidos, pruebas de células bacterianas); y efecto sensibilizante
(ensayo de maximizacién en cobaya).

* Pruebas de deteccidn de toxicidad local: aplicacién de corta duraciéon (15
minutos) al tejido intacto, tejido no epitelializado (método de implantacion
en dos pasos o método de contacto muscular); y la implantacion a largo
plazo (> 12 meses) en el tejido subcutaneo.

* Ensayos de uso.

* Ensayos clinicos.
3.1.2. CLASIFICACION DE @RSTAVIK (2005).

* Pruebas bioldgicas: son las que ponen los selladores en contacto directo
con tejidos vitales. Estas pruebas no solo buscan comprobar que no
exista una aparicion de sintomas manifiestos, sino también que no
interfieran en la cicatrizacion de los tejidos retrasando o evitando la

curacion.
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* Pruebas de utilizaciéon (o uso): son las que se realizan en situaciones
clinicas, pero se realizan en animales.

* Pruebas  microbioldgicas: no son fundamentales en el concepto
endodoncico actual.

 Pruebas en modelos funcionales: neurotoxicidad, filtracidn, alteracién de la
superficie radicular.

* Pruebas clinicas: Existen varios niveles de pruebas clinicas que se pueden
llevar a cabo con los selladores radiculares. La ultima de esta fase son los
estudios de supervivencia de los dientes con en ausencia de signos y
sintomas de patologia. Tradicionalmente el criterio de observacion en el
campo de la endodoncia ha sido la valoracidn clinica y radiografica de los
tratamientos. La falta de estandarizacion de estas pruebas son el mayor
son el mayor obstaculo para el avance clinico tanto en la evaluacion de
materiales de obturacion de conductos como en otros aspectos de los

tratamientos endoddncicos (@rstavik, 2005).

3.2. Estudios con células madre.
3.2.1. TIPOS DE CELULAS MADRE.

Las células madre son células indiferenciadas que tiene capacidad para
autorrenovarse, de ser clonogénicas y de poder diferenciarse a multiples estirpes

celulares. (Weissman, 2000; Moraleda y cols., 2004,)

Tienen la capacidad de dividirse asimétricamente dando lugar a dos células hijas,
una de las cuales tiene las mismas propiedades que la célula madre original
(autorrenovacion) y la otra adquiere la capacidad de poder diferenciarse (Inaba,
2012).

Hay tres aspectos que las hacen Unicas en la medicina regenerativa: su estado
de indiferenciacion, su capacidad para proliferar indefinidamente y por ultimo, su

plasticidad y capacidad de dar origen a otros tipos celulares (Caplan,1991)

Poseen plasticidad celular, propiedad de las células madre adultas (CMA) de
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diferenciarse en tejidos de otra capa embrionaria, adoptando los perfiles de

expresion fenotipica y funcional especificos dichos tejidos.
3.2.1.1. Clasificacion segun su potencial de diferenciacion.

Las célular totipotentes son las que tienen la habilidad de que una célula
individual pueda dividirse y producir todos las diferentes células de un
organismo, incluyendo los tejidos extraembrionarios. De acuerdo con la
definicién, el cigoto es totipotente, lo que significa que es la Unica célula que
tiene el potencial de desarrollarse en un embridn con todas las células
especializadas que forman un ser vivo, asi como en la estructura de soporte

necesaria para el desarrollo de la placenta fetal (Mitalipov y cols., 2009).

La células pluripotentes son células capaces de generar de cualquiera de las
tres capas del embrion, endodermo, mesodermo o ectodermo, pero no los
tejidos extraembrionarios. A estas células, se les denomina células madre
embrionarias, y se pueden diferenciar en células de aproximadamente 200 tipos
de tejido de un humano. En el afio 2012 Gurdon y Yamanaka descubrieron que
una célula madura podia reprogramarse para convertirse en pluripotentes

(células pluripotenciales inducidas). (Takahashi y Yamanaka 2006)

Las células multipotentes son las células progenitoras que son capaces de
diferenciarse en un nimero limitado de destinos celulares; distintos tipos de

células, pero de un mismo linaje celular

La células unipotentes son las células madre que tiene la capacidad de
diferenciarse Unicamente en un tipo celular. Las células madre unipotentes son
células madre adultas que producen células de un solo un linaje, como las células
madre germinales, entre ellas las espermatogonias que generan el esperma
(Jaenisch y Young, 2008).

3.2.1.2. Clasificacién seguln su origen.

Las células madre embrionarias son células derivadas de la fase inicial
embrionaria. Son la Unicas que mantienen la totipotencialidad y capacidad de

autorrenovacion en el embridn, y la mantienen durante un periodo muy corto de
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tiempo, después de lo cual solo existen células totipotentes en la linea germinal
(Bianco y cols., 2001). Derivan de la masa celular interna de los blastocistos de
mamifero, y tienen la capacidad de crecer indefinidamente manteniendo su
pluripotencialidad y su capacidad de diferenciarse en las células de las tres capas
germinales. Podrian ser utilizadas en el tratamiento de multiples enfermedades,
sin embargo existen problemas éticos para su utilizacion debido al uso de
embriones humanos, asi como la posibilidad de la respuesta de rechazo en los

pacientes trasplantados (Takahashi y Yamanaka, 2006).

Las células madres adultas, también denominadas somaticas o postnatales, son
un subconjunto heterogéneo de células estrémicas, consideradas multipotentes,
que pueden residir entre células diferenciadas dentro de una serie drganos
adultos en el cuerpo donde juegan un papel en el mantenimiento de los tejidos,
la renovacidon y reparacién. Pueden ser aisladas de muchos tejidos adultos
diferentes y demuestran el potencial para dar lugar a células de diversos linajes,
adoptando los perfiles de expresion fenotipica y funcional especificos dichos
tejidos (Kim, 2000).

Las diferentes células madre adultas son: hematopoyéticas, neuronales,

epiteliales, de la piel y mesenquimales.
3.2.2. CELULAS MADRE MESENQUIMALES.

Fueron identificadas por Friedenstein y cols. (1966) partir de médula 6sea. Son
aquellas capaces de diferenciarse hacia células de origen mesodérmico: dentina,
hueso, ligamento periodontal, musculo adipocitos, tejido conectivo, etc. (Caplan,
1991). Por lo tanto, son células multipotentes; aunque recientemente se ha
observado que se les puede inducir pluripotencialidad (Takahashi y Yamanaka
2006).

Los criterios para considerar que una célula puede ser considerada una célula

madre mesenquimal son:
1) En un cultivo estandar tiene que ser adherentes al plastico;

2) <95% de la poblacién celular debe expresar los marcadores CD105, CD73, y
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CD90, cuando se mide por citometria, ademas deben carecer de la expresion (
<2% positivo) de los marcadores CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, o CD19 y
HLA clase II;

3) Las células deben ser capaces de diferenciarse en osteoblastos, adipocitos y
condroblastos bajo condiciones de diferenciacidon normales in vitro (Dominici y
cols., 2006).

Morfoldgicamente, no se pueden definir o distinguir, debido a que pueden ser
grande y planas o alargadas, siendo muy similares a los fibroblastos. Su
identificacion se basa en la expresidn una serie de marcadores moleculares de
superficie, aunque ninguno de estos marcadores es especifico para CMMs, ya que
también han sido detectados en células mesenquimales diferenciadas,
endoteliales y epiteliales. También se diferencian por su capacidad de auto-

renovacion, multipotencia y de formar colonias (es decir, son clonogénicas).

Otros estudios han identificado células similares a células madre mesenquimales
derivados de médula dsea, periostio, cartilago articular, membrana sinovial,
liguido sinovial, musculo esquelético, tejido adiposo, tendones, sangre, los vasos
sanguineos, la vasculatura del corddn umbilical, tejido placentario tejidos fetales

y la piel (Hynesy cols., 2012)
3.2.3. CELULAS MADRE DENTALES.

La identificacién y el aislamiento de una poblacidon de células precursoras de la
odontogénesis en de tejido pulpar adulto fue publicado Gronthos y cols. (2000)
Este grupo describié la identificacién de las células madre de la pulpa dental
(DPSCs) en virtud de sus habilidades clonogénicas, las tasas de proliferacion
rapida, y la capacidad para formar tejidos mineralizados tanto in vitro como in

vivo. (Gronthos y cols. 2000).

Estas células presentan un inmunofenotipo de tipo mesenquimal. Revelaron un
alto grado de expresion de los antigenos de superficie CD 73, CD90 y CD105,
mientras que resultaron negativos los antigenos CD45, CD34, CD14 o CD11b,
CD79a o CD19 y HLA II. Este perfil cumple los criterios de la International
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Society of Cellular Therapy, para considerar una célula como de estirpe

mesenquimal (Rodriguez-Lozano y cols., 2011).

Expresan receptores para numerosos mediadores de la inflamacion, que pueden
aumentar o disminuir el reclutamiento, proliferacién y/o diferenciacion de las
células madre pulpares. A su vez estas células poseen propiedades

inmunosupresoras (Leprince y cols., 2012).

Son denominadas células ectomesenquimales, debido a su pronta interacciéon con
la cresta neuronal. Desde esta perspectiva, las células madre dentales derivadas
del ectomesénquima pueden tener diferentes caracteristicas similares a las de

las células de la cresta neural. (Huang y cols., 2009)

El primer tipo de células madre dental fue aislada de la pulpa humana y fue
denominada como “células madre de la pulpa dental postnatal” (DPSCs)
(Gronthos y cols., 2000). Seguidamente se aislaron y caracterizaron 3 tipos mas,
como son: células madre de los dientes temporales exfoliados (SHED) (Miura y
cols., 2003), células madre del ligamento periodontal (Seo y cols., 2004), células
madre de la papila apical(SCAP) (Sonoyama y cols., 2006). En estudios recientes
se ha identificado un quinto tipo de célula progenitor, las células madre del
foliculo dental (DFPCs) (Morsczeck, 2005).

3.2.3.1. Células madre de la pulpa dental (DPSCs).

El primer tipo de células madre dentales fue aislada a partir de la pulpa de
terceros molares sanos exodonciados: (Gronthos y cols. 2000). Mostraron
capacidad de diferenciaciéon multipotente, expresaron marcadores indicativos de
células madre capacidad clonogénica y potencialidad para regenerar el complejo
dentino-pulpar in vivo (Hung, 2010). Estas células residen en un microambiente
perivascular especifico donde mantienen sus caracteristicas de células madre. Se
observd que estas células presentaban un mayor porcentaje de proliferacién que

las células madre mesenquimales de médula dsea (Shi y cols., 2001).

Las DPSCs presentan los marcadores STRO-1, c-Kit y CD34, lo que representa

que son capaz de diferenciarse en lineas celulares osteogénicas, adipogénicas y
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en linajes miogénicos. Ademas, la expresion de estos marcadores son indicativos
de una poblacién de células madre mesenquimales de origen en la cresta neural
(Pisciotta y cols., 2015).

Tras 2 anos de criopreservacion, las DPSCs mantienen su capacidad para
diferenciarse a pre-odontoblastos y a producir tejido éseo, su fenotipo y por
tanto su integridad celular. (Peng y cols., 2009). Muestran potencial para
conservar propiedades de células madre tras un trasplante in vivo a largo plazo
(Lei y cols., 2014).

La DPSCs fueron capaces de diferenciarlas hacia odontoblastos y de formar el
complejo dentino-pulpar cuando fueron implantadas subcutaneamente en ratas
inmunocomprometidas (Gronthos y cols., 2000). Este grupo de odontoblastos
fue capaces de expresar sialofosfoproteina dentinaria, indicador de la produccion
dentinaria (Batouli y cols. 2003). Ademas, combinadas con una matriz de
colageno y proteinas de la matriz de la dentina, las DPSCs fueron capaces de

generar tejido pulpar en ratones inmunodeprimidos (Prescott y cols., 2008).

Presentan un aumento de la expresion del ARN de sialofosfoproteina de la
dentina (DSPP) y de fosfoglicoproteina de la matriz extracelular que son
indicadores diferenciales de la progresion celular en el linaje odontoblastico
(Wei y cols., 2007).

No estan claros los factores implicados en la diferenciacion odontoblastica debido
a la gran heterogeneidad de estas células (Batouli y cols., 2003, Zhang Yy cols.,
2008; Luo vy cols., 2014; Iohara y cols., 2009)

Como ya hemos comentado, son capaces de diferenciarse en osteoblastos y
condroblastos, proporcionando una estrategia prometedora para el tratamiento
de lesiones de hueso y cartilago (Hilkens y cols., 2013). La presencia de
osteoblastos cultivados con DPSCs puede promover las diferenciacion
osteogénica y la proliferacion de las células madre pulpares (Wang y cols., 2013).
In vivo se puede obtener una subpoblacion de células con potencial osteogénico,
odontoblastos derivados de células madre pulpares. Estos osteoblastos derivados

de las células madre pulpares presentan ligeras diferencias con respecto a los
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odontoblastos primarios de origen éseo (Carinci y cols., 2008).

Presentan capacidad de diferenciacion hacia subconjuntos endocrinos y exocrinos
como son las células pancreaticas (Ishkitiev y cols., 2013); también capacidad de
diferenciacién hepatica, obteniendo células con igual morfologia y funcionalidad
(Ishkitiev y cols., 2012); capacidad de diferenciacién en melanocitos y células de
Schwann (Al-Zer y cols., 2015) y son capaces de inducir angiogénesis e
promover la migracién celular endotelial, pudiendo ser util para patologias
correlacionadas con la angiogénesis inadecuada como el accidente
cerebrovascular o infarto de miocardio (Bronckaers y cols., 2013); y son capaces
de mostrar un fenotipo de mioblastos en cultivo tras seis semanas, con lo que
tienen capacidad de formacion de musculo ( Zhang y cols., 2006). Las células
madre de la pulpa dental tienen una capacidad de reparacion cardiomiogénica
similar a las células madre procedentes de la médula dsea y tejido adiposo
(Gandia y cols., 2008).

Debido a su origen embrionario, las DPSCs tienen la capacidad de diferenciarse a
neuronas, glia y oligodendrocitos (Nakashima y cos., 2009). Podrian ser un
modelo ideal para realizar terapia celular en enfermedades neurodegenerativas

como el Alzheimer o el Parkinson. (Iohara y cols., 2006; Zhang y cols., 2006).

Las DPSCs no solo se pueden obtener de dientes sanos, sino también de dientes
con pulpitis irreversible (Wang y cols., 2010). Las células aisladas del tejido
pulpar normal y las aisladas del tejido pulpar inflamado forman una capa celular
homogénea, células similares a fibroblastos, presentando una tasa de
proliferacion similar y los mismos tipos de lineas de diferenciacion celular. Las
DPSCs de pulpas inflamadas tienen alteradas algunas de las propiedades de
células madre, aunque no se conoce los mecanismos de alteracion, pero
mantiene el potencial de regeneracion de tejido (Alongi y cols., 2010). Aisladas
del tejido pulpar inflamado presentan una alta tasa de disfuncionalidad en
términos de sus propiedades inmunomoduladoras. Tienen una capacidad para
estimular respuestas antiinflamatorios minima. Esto reduce su relevancia,
especialmente cuando se utiliza para enfermedad injerto o posible trasplante de

tejidos un érganos (Yazid y cols., 2014).
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Las células madres de pulpa obtenidas de dientes con afectacion periodontal
severa presentan una morfologia relativamente similar a las de dientes sin
afectacion, pero la proliferacién celular es menor. Aunque existen estudios que
no obtuvieron diferencias en la diferenciacién, en la morfologia, en el potencial
de diferenciacion, ni en la tasas de proliferacion(Pereira y cols., 2012), existen
otros en los que se encontrd una disminucion del potencial de diferenciacion
adipogénico, osterogénico y dentinogénico (Sun y cols., 2014). Ademas estas
células muestran potencial para conservar propiedades células madre tras un

trasplante in vivo a largo plazo. (Lei y cols., 2014)
3.2.3.2. Células madre de la papila apical (SCAP).

La papila apical es un tejido blando que rodea el apice en los dientes jévenes con
apice abierto en desarrollo (Sonoyama y cols., 2008). Esta localizada mas
apicalmente que la membrana del epitelio y existe una capa rica en células entre
la pulpa y la papila apical. La diferencia que existe entre la pulpa dental y la
papila apical es que esta es el tejido precursor de la pulpa radicular (Huang y
cols., 2009).

Son células clonogénicas, capaces de diferenciarse a odontoblastos, osteoblastos
y adipocitos. Existe un marcador especifico, CD24, que es expresado por las
SCAP, no detectable en otras células madre mesenquimales, incluidas las DPSC.
Pueden aislarse de terceros molares extraidos de pacientes jovenes, obteniendo
unas células postnatales de alta plasticidad para tratamientos regenerativos
(Sonoyame y cols., 2006).

Segun algunos estudios las SCAP son la fuente de aportacién de odontoblastos
primarios, que se encargan de la formacion de la dentina radicular, mientras que
las DPSCs son las responsables del recambio de los odontoblastos en la fase

reparativa de la dentina (Huang y cols. ,2008).

Estas células expresan alto niveles de mediadores de proliferacién celular. El
desarrollo de los tejidos derivados de las SCAP y la migracién celular en los
ensayos de curacion de heridas fue superior que el presentado por las DPSC del

mismo diente (Sonoyame y cols., 2006).
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3.2.3.3. Células madre del foliculo dental (DFSCs).

El foliculo dental es un saco de tejido conectivo derivado del ectomesénquima

que rodea al germen del diente en desarrollo antes de la erupcion.

Las DFSCs se caracterizan por su rapida adhesidon en los cultivos y por su
expresion de marcadores indicadores de células madre como STRO-1, nestin y
notch-1; y cumplen los criterios para ser consideradas células madre de origen
mesenquimal (Mori y cols., 2012). Pueden ser facilmente aisladas del foliculo de
terceros molares que todavia no hayan erupcionado (en edades tempranas, 7-12

afnos).

Muestran una proliferacion mas rapida comparada con las DPSCs, un mayor
nimero de células que expresan el marcador STRO-1 y una capacidad de
regenerar dentina in vivo aumentada. Esta capacidad puede ser una ventaja,
aunque puede suponer un riesgo potencial de formacion de tumores (Peng y
cols., 2009).

Tienen un alta tasa de proliferacion siendo de facil acceso. Son capacidad de
diferenciacién en varias lineas celulares, como odontoblastos, y contribuir a la
formacion de dentina en presencia de la matriz dentinaria; ligamento periodontal
in vivo, tejido fibroso y un tejido similar al cemento cuando se implanta en
ratones inmuodeprimidos. (Hynes y cols., 2012) y de formacion de cemento y
fibroblastos (Handa y cols., 2002). Ademas tienen capacidad osteogénica,
adipogénica y neurogénica. La capacidad condrogénica estd en duda en los
estudios actualmente. Tiene la posibilidad de crioconservacion durante muchos
anos (Honda y cols., 2010) manteniendo la expresion de los marcadores de

células madre (Mori y cols. 2012).
3.2.3.4. Células madre de los dientes temporales exfoliados (SHED).

Miura y cols. (2003) probaron que la pulpa remanente de los dientes temporales
exfoliados contienen una poblacién de células madre multipotenciales. Se pueden
obtener a través de métodos no invasivos, de muy facil acceso, presentan una

disposicién natural y presentan muy pocos problemas legales o éticos; siendo
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capaces de proporcionar suficientes células para la aplicacion clinica potencial.

A diferencia de las DPSCs no son capaces de generar un tejido pulpar completo,
lo cual indica la posibilidad que sean células mas inmaduras que estas. También
muestran una mayor tasa de proliferacion y una mayor capacidad de
autorrenovacion que las células madre procedentes de medulla 6sea (BMMSC) y
las DPSCs. Presentan una alta capacidad para inducir la formacion dsea in vivo.
No se diferencian directamente en osteoblastos, pero si inducen la formacién de
hueso nuevo mediante el reclutamiento de células osteogénicas. En otra linea de
diferenciacién son capaces de adquirir morfologia de células hepaticas in vitro
(Ishkitiev y cols., 2010).

3.2.3.5. Células Madre del ligamento periodontal (PDLSCs).

El ligamento periodontal es un tejido conectivo que se encuentra entre el
cemento radicular y la pared interna del hueso alveolar. El periodonto es un
tejido especializado derivado del foliculo dental y de las células de la cresta

neural.

Las células madre del ligamento periodontal (PDLSCs) son células clonogénicas,
de alta proliferacion y capaces de regenerar un tejido similar a
cemento/ligamento periodontal y con morfologia similares a fibroblastos. Tienen
marcadores de superficie similares a los registrados para diferentes poblaciones
de células madre mesenquimales como Stro-1 y CD146/Mucl8. Cumplen las
caracteristicas para ser consideradas células mesenquimales indiferenciadas
(Seo y cols., 2004).

Exhibe un niumero mas alto de duplicaciones de la poblacidon en comparacion con
BMMSC (El-Sayed y cols., 2013). Pueden ser aisladas dentro del tejido de
granulacién de defectos intradseos ocasionados a consecuencia de enfermedad

periodontal (Park y cols., 2011).

Las PDLSCs tienen capacidad para diferenciarse a cementoblastos, a células
formadoras de colageno y a adipocitos. Por tanto, tienen capacidad osteogénica

pero en menor medida que las BMMSC. En cambio la capacidad adipogénica es
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similar. In vivo son capaces de diferenciarse a cementoblastos funcionales y
producir cemento cuando son trasplantados en la superficie dorsal de ratones
inmunodeprimidos (Yang y cols., 2009). Contribuyen a la reparacidon del tejido
periodontal cuando son trasplantadas en defectos periodontales inducidos en el
area molar de la mandibula de ratas inmunocomprometidas. Se pueden integran
en la mandibula para reparar el defecto periodontal y conectar las superficies del
hueso alveolar y del diente. Estos datos fundamentan el empleo de estas células
en la terapia de regeneracion del tejido destruido por la enfermedad periodontal
(Yang y cols., 2009).

El trasplante de PDLSCs autdlogas puede generar nuevo cemento y fibras de
Sharpey 's de ligamento periodontal, asi como el hueso alveolar en el modelo de

periodontitis avanzada en perros Beagle (Park y cols., 2011).

La poblacion celular puede producir mineralizacién de la matriz extracelular y
diferenciacién adipocitica y condrogénica. Cuando se estudia la capacidad de
diferenciacién osteogénica y adipogénica en situacion de un entorno inflamatorio,

ambas disminuyen; sobre todo en la osteogénica (Yang y cols., 2013).

En un estudio en el que se utilizaron celular madre de la papila apical y células
madre del ligamento periodontal se generd dentina y ligamento periodontal con
la posibilidad de obtener una estructura similar al complejo periodonto-raiz con
la estructura de andamiaje basada en trifosfato calcico e hidroxiapatita. Tras
ocho semanas implantadas se obtuvo cemento radicular. Las fibras colagenas
generadas in vivo fueron capaces de conectar el nuevo tejido similar al cemento

imitando las fibras de Sharpey (Sonoyama y cols., 2006).

Una subpoblacion de PDLSCs que expresan marcadores especificos (Oct4,
Nanog, Sox2 and KIf4) fue capaz de diferenciarse en lineas celulares
neurogénicas, cardiogénica, osteogénica y condrogénicas (mesodermo). La
diferenciacién de hPDLSCs en células productoras de insulina es sugestiva de la
diferenciacién de pancreatica, lo que indica que las PDLSCs pueden ser capaces
de diferenciarse en el linaje endodérmico. Esto nos nos suguiere la posible

capacidad pluripotente de estas células (Huang y cols., 2009).
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Lee y cols. (2014). demostraron la capacidad de diferenciacion en tejido similar
a los islotes pancreaticos en cultivos 3D in vitro, que puede proporcionar una
nueva poblacion de células con una posible alternativa para la reparacion

pancreatica y el tratamiento de pacientes con diabetes.

Los cultivos de células autdlogas del ligamento periodontal ayudan en el
restablecimiento de la arquitectura periodontal en los dientes autotransplantados,

en los que no existen células periodontales viables (Wang y cols. ,2010).

PDLSCs presentan capacidad potencial de reparar dafio en el nervio dentario. El
trasplante de células a la zona dafada del nervio produce una recuperacion de la
funcidon sensitiva. La inyeccion local de células proporciona una regeneracion
similar a la obtenida con la administracion autdloga de células de Schwann (Li,
2013).

Ademas las PDLSCs tiene potencial, si se siguen protocolos adecuados, de

diferenciacién tienen potencial de diferenciacién neuronal in vitro (Li, 2010).
3.2.3.6. Otras células madre que se pueden obtener de los tejidos orales.
¢ Células madre de tejido gingival (GMSC).

Son células de facil acceso que presentan caracteristicas que incluyen la
proliferacion in vitro como células adherentes a plastico, capacidad de
autorrenovacion, con una morfologia similar a fibroblastos; capacidad de
formacidon de colonias, potencial de diferenciacion a multiples lineas celulares,
incluyendo tejidos mesodérmico (adipocitos, osteocitos), endodérmico, Yy
neuroectodérmico, y la expresion de marcadores de superficie de células

mesenquimales (Ge y cols., 2012).

Poseen capacidad inmunosupresora, pueden provocar un potente efecto inhibidor
sobre la proliferacion de células T en respuesta a la estimulacion por mitdgenos y
de suprimir la proliferacion de células mononucleares en sangre periférica (Zhang
y cols., 2009); son capaces de ser inducidas a la diferenciacién en medios
especificos en lineas osteogénicas, condrogénicas y adipogénicas (Mitrano y
cols., 2010).
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» Células madre de tejido inflamatorio periapical (PL-MSC).

Recientemente se han aislado células madre de tejido inflamatorio periapical
procedente de infecciones odontdgenas. Estas células fueron positivas para los
marcadores de CMM STRO-1, CD90 y CD146. Tras el segundo pase, las células
mostraron niveles bajos de STRO-1 y CD146 y moderados de CD90, CD73 y
CD105 (Liaoy cols., 2011).

Presentaron capacidad de diferenciarse en adipocitos, osteoblastos y condrocitos
en un experimento /in vitro. En un estudio in vivo formaron tejido mineralizado en
ratas inmunocomprometidas (Doki¢ y cols., 2012), sin embargo Liao y cols.
(2011) obtuvieron resultados en los que las células mostraron capacidad

osteogénica pero no adipogénica.
¢ Células madre de la lamina propia mucosa oral (OMLP-PCs).

Son células que tiene su origen en la cresta neural, por lo que mantienen el
potencial de diferenciacion tanto en la linea mesenquimal como en la neuronal.
Son capaces de diferenciarse a condrocitos, osteoblastos, células del endodermo

y células neurales -neuronas y células de Schwann (Davies y cols., 2010)

Son de facil acceso, ya que pueden ser obtenidas a partir de una biopsia
minimamente invasiva de la mucosa bucal, que cura sin la formacion de cicatriz o

con una minima formacion de esta (Davis y cols., 2011).

Poseen el potencial de suprimir la proliferacion de linfocitos de sangre periférica.
Este efecto modulador inmunoldgico les proporciona una amplia posibilidad de
usos en aplicaciones de ingenieria de tejidos alogénicos, asi como su potencial
en el tratamiento directo de los trastornos relacionados con la inmunidad (Davies
y cols., 2011).

¢ Células madre de la médula ésea de mandibula (OMSCs).

Son células capaces de formar colonias de células clonogénicas adherentes
procedentes de una sola célula que muestra una morfologia similar a

fibroblastos.
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Como el hueso de la mandibula contiene una cantidad limitada de componente
medular, es dificil su recoleccion y ampliacién (Yamaza y cols., 2011). Una vez
aisladas presentan una mayor capacidad de proliferacion y de unidades
formadoras de colonias que las células madre mesenquimales de la médula dsea
(BMMSCs). Expresan los marcadores de las células mesenquimales, pero no
expresan marcadores hematopoyéticos, que si son observados en otras células
de origen dsea como las obtenidas de la cresta iliaca. Tienen un potencial
osteogénico in vitro e in vivo mayor que las células obtenidas de la cresta iliaca.
Su potencial condrogénico y adipogénico es menor que el de las BMMSCs

obtenidas de la cresta iliaca.

Existen similitudes o diferencias menores en su inmunoreactividad. En ratones
estas células presentan una interaccidon menor con las células. (Akitoye y cols.,
2006 )
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4. JUSTIFICACION.

54



55



Desde la aparicion del MTA y su aplicacion en el campo de la Endodoncia han
aparecido distintos materiales basados en silicatos de calcio con el fin de mejorar
las propiedades y ampliar las aplicaciones clinicas de aquel. Inicialmente, estos
materiales tenian las mismas aplicaciones que el MTA. La posibilidad de su uso
como selladores endoddncicos, junto con las mejoras incorporadas en cuanto a
sus propiedades y caracteristicas de uso clinico, ha hecho que estos nuevos
materiales se estén desarrollando notablemente en la actualidad. Asi, han
aparecido y continlan desarrollandose nuevos productos con distintas

indicaciones.

La rapida evolucién en este ambito requiere una constante investigacion aplicada
para establecer sus posibilidades, limitaciones e indicaciones: estudios clinicos,
analisis de propiedades fisco-mecanicas y, por supuesto, estudios de orden

bioldgico, como, por ejemplo los estudios de biocompatibilidad.

Con la presente investigacion se pretende aportar conocimiento sobre este ultimo
aspecto, para ello se estudiaran dos de estos nuevos materiales de tipo
bioceramicos con indicacién como cementos selladores de conductos en cuanto a

su efecto sobre células madre.
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5. OBJETIVOS.
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Objetivo General.

Evaluar la citotoxicidad de tres selladores endoddncicos, uno de resina epdxica
y dos biosilicatos sobre células madres del ligamento periodontal.

Objetivos Especificos.

Para cada material estudiado:

Evaluar la proliferacion celular.

- Establecer los niveles de apoptosis celular.

- Describir la capacidad de migracion de células madres.
- Evaluar la adhesién celular.

- Evaluar la morfologia celular.

Comparar los efectos de los distintos materiales analizados entre si.

Hipotesis nula: los cementos bioceramicos estudiados no presentan

citotoxicidad para las células madre.
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II. MATERIAL Y METODOS
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1. Obtencion de las células madre del ligamento periodontal.

El proceso fue el siguiente:
 Obtencion de dientes (n=8)*
e Deposito en cultivo celular (MEM; Sigma-Aldrich, Madrid, Espana)
(Conservacion a 4-8°C)
e Separacion del ligamento periodontal.
» Centrifugacion.
» Disgregacion enzimatica y mecanica.
» Estimacién de la Viabilidad (Hemocitometro y Azul Tripam)
* Cultivo celular (MEM) a 37°C 5%CO, 95% Humedad.
» Identificacién de las células madre del ligamento periodontal (Citometria
de flujo). ?
1. Los dientes (tercero molares impactados) fueron cedidos para lainvestigacion
a través de un consentimiento. Este estudio fue aprobado por el Comité Etico de
la Universidad de Murcia (NO. 300 305440013)

2. Para confirmar el fenotipo mesenquimatico de las células madre de ligamento
periodontal aisladas se estudio la expresiébn de diferentes marcadores
mesenquimaticos mediante citometria de flujo. Los anticuerpor usados fueron:
CD73-APC (clon AD2), CD90-FITC (clon DG3), CD105-PE (clon 43A4E1), CD14-
PerCP (clon TUK4), CD20-PerCP (clon LT20.B4), CD34-PerCP (clon AC136) y
CD45-PerCP (clone 5B1) -human MSC phenotyping cocktail, Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach, Alemania-.

2. Ensayo experimental.

2.1 Materiales.

Los materiales de estudio fueron: MTA Fillapex (Angelus Industria de Produtos

Odontologicos S/A, Londrina, PR, Brasil), TotalFill BC Sealer (FKG Dentaire, La-
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Chaux-de-Fonds, Suiza) y AH Plus (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz, Alemania).
(Tabla 6)

Material Tipo Presentacion Componentes
TotalFill  Bioceramico Pasta FKG Oxido de circonio,
premezclada Dentaire, silicatos de calcio,
EEUU. fosfato monocalcico,

hidréxido de  calcio,
agentes de relleno vy

espesantes.
Fillapex, Bioceramico Pasta-Pasta Angelus, Resina salicilato, Resina
Brasil. diluente, Resina natural,

o6xido de Bismuto, Silica
nanoparticulada, Mineral

Triéxido Agregado.
AH Plus Base de resina Pasta-Pasta Dentsply, Pasta A: Resina epoxi de
epoxica Alemania. Bisfenol-A, Resina epoxi
de Bisfenol-F

,Tungstenato de calcio
Oxido de zirconio, Silice,
Oxido de hierro

Pasta B: Dibenzil-diamina
Aminoadamantano
Triciclo-decano-diamina
Tungstenato de calcio
Oxido de zirconio , Silice,
Aceite de silicona

Tabla 6. Presentacién y composicién de los materiales utilizados.

2.2 Preparacion de los extractos.

Para realizar el estudio se ha pretendido simular las condiciones en que los
distintos materiales iban a interactuar con el ligamento periodontal. Puesto que
son materiales destinados a fraguar dentro de la raiz, que es una estructura
porosa y se relaciona con las células del ligamento periodontal a través del
conducto radicular principal o accesorios, se eligié el método de elucién, en el
que se extrae una sustancia por absorcion, que llamaremos extracto o eluato,

mediante un disolvente que entra en contacto con el material, que llamamos
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eluente. El eluente es el medio de cultivo que se incuba durante 24 horas con el
material de estudio, y el extracto resultante se aplicard en distintas

concentraciones sobre las células.

En el ensayo se aplicd cada concentracion de eluente a tres pocillos diferentes, y
tres semanas mas tarde se repitid6 todo el ensayo, por lo que se hizo por
sextuplicado. Ademas de las diluciones, se empled un control negativo (medio de
cultivo), y un blanco (medio de cultivo sin células, para contrarrestar la

contaminacion colorimétrica del propio medio de cultivo).

La preparacion de los extractos de los distintos materiales se realiza siguiendo el
protocolo estandar establecido en las normas ISO 10993-5 para tests de
citotoxicidad in vitro. (Rodriguez-Lozano y cols., 2013). Para ello, se mezclaron
los materiales y se prepararon segun las instrucciones del fabricante en
condiciones de esterilidad. Una vez mezclados, se colocaron fragmentos de los
materiales de 2-3 mm de alto y 35 mm de diametro en placas estériles de 6 mm
de alto y 35 mm de diametro y se dejaron fraguar en una camara de humedad
(segun el material) a temperatura ambiente durante 24 h. Una vez fraguados
todos los materiales, se cubrieron con medio de cultivo, (MEM; Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafa), suplementado con 10%de suero bovino fetal (Gibco Invitrogen,
Paisley, Scotland), L-glutamine (PAA Laboratories, Pasching, Austria) y penicilina
Jestreptomicina (PAA Laboratories), en una relacién de 3 cm? de material en la
placa por cada mililitro de medio de cultivo segin la norma ISO 10993-5, y se
dejaron 24h en la incubadora de CO,.

Posteriormente, se recogid con una jeringa estéril el medio de cultivo que se
habia incubado con los materiales de estudio y se filtrd para eliminar residuos,
con un filtro para tamafio de particula 0,22 pm (Merck Millipore, Billerica, EE.UU.)
y con capacidad para un volumen de 1-10 ml de volumen filtrado.

A partir de aqui se obtuvo un resultante, que fue la concentracion total, a partir

de la cual se fueron preparando las diluciones 1/2 y1/4.

2.3 Ensayo de proliferacion celular MTT.
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La tasa de proliferacién células en presencia de las diferentes elucciones de los
selladores se evalud utilizando un ensayo MTT (MTT Cell Growth Kit, Chemicon,
Rosemont, EE.UU.). Con esta técnica se quiso evidenciar la proliferacion de las
hPDLSCs en presencia del extracto sin diluir y con las diluciones 1/2y 1/4 . Esta
prueba permite determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas a
través de la reduccion metabdlica que realiza la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa sobre el sustrato bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT). Como resultado se genera formazan, un compuesto de
color azul cuya cantidad generada es proporcional a la cantidad de células vivas

en cultivo.

Para la realizacidon de este ensayo se procedio del siguiente modo:

a) Se sembraron hPDLSCs en placas de 96 pocillos, con una densidad de
siembra de 3000 cel/pocillo.

b) Tras 24 horas de incubacién a 37°C , 5% de CO, y 90% de humedad, se
aplicaron 100pl/ pocillo de diluciones 1/1,1/2, 1/4, y se incubaron a 24, 48
y 72h a 37°C, 5% de CO, y 90% de humedad.

c) Transcurrido el tiempo de incubacidon (24h, 48 6 72 horas), se sustituyo el
DMEM con rojo fenol por 400 pl de DMEM sin rojo fenol.

d) El reactivo MTT se anadid a cada uno de los pocillos para quedar a una
concentracion final de 3,8 mg/ml y se incubd a 37°C y un 5% de CO,
durante 4 horas.

e) Tras la incubacion, se retird el contenido de los pocillos y se afiadieron
400 pl de DMSO por pocillo.

f) Se trasvasaron 200 pl del contenido de cada pocillo a una placa de lectura
y se midid la absorbancia a 570 nm con medida de referencia a 620 nm
utilizando un lector de microplacas automatico (ELx800; Bio-Tek
Instruments, Winooski, EE.UU.)

2.4. Ensayo de Apoptosis celular.
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El procedimiento fue el siguiente:

a) Se sembraron hPDLSCs en placas de 96 pocillos, con una densidad de
siembra de 3000 cel/pocillo.

b) Tras 24 horas de incubacién a 37°C , 5% de CO, y 90% de humedad, se
aplicd 100pl/ pocillo de diluciones 1/1, 2, 1/4, y se incubd a 24, 48 y 72h
a 37°C , 5% de CO; y 90% de humedad. Como control positivo se usd
Estaurosporina (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia) 250 UL en las mismas
condiciones.

c) Una vez retirado el medio de cultivo, la placa se incubd durante 15
minutos en oscuridad y a temperatura ambiente con una solucién Hoechst
33342 en PBS con una concentracion final de 1 mg/ml.

d) Tras retirar la solucion y afadir PBS se valoré la muerte contando al
menos 200 células y calculando el porcentaje de células vivas para cada
condiciéon usando microscopio de fluorescencia (Leica DMI 4000B, Wetzlar,

Alemania).

Para valorar morfoldgicamente la apoptosis celular, se usé Hoechst 33342,
colorante derivado del benzimidazol, que emite una fluorescencia azul cuando es
excitado por luz ultravioleta. Este compuesto no es un intercalante de DNA, pero
se une a DNA especificamente, preferentemente a regiones ricas en bases
adenina-timidina (A-T), marcando fuertemente los nucleos celulares de las
células alteradas. Las células viables mostraron una morfologia normal y una
fluorescencia azul baja y homogénea, mientras que las células muertas exhibian
una morfologia alterada y una fluorescencia azul intensa. De esta manera, los

nucleos picnoticos y apoptoticos fueron facilmente identificables.

2.5 Ensayo de migracion celular.

Para este ensayo, cultivamos hPDLSCs a una densidad adecuada en placas de 6
pocillos hasta que alcanzaran la confluencia. En ese momento, despejamos de

células de varias zonas (wounds) paralelas utilizando una punta de 200 pl de

pipeta estéril, cambiamos el medio de cultivo para retirar las células despegadas
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y administramos las diluciones por triplicado. Tomamos imagenes de las zonas
despejadas, teniendo como referencia marcas realizadas en el fondo del pocillo
con rotulador permanente, tras despejar las zonas (0 horas), a las 24 y a las 48
horas de tratamiento, utilizando un microscopio Nikon Eclipse TE2000-U (Nikon

Corp., Tokio, Japon).

Las imagenes obtenidas fueron corregidas con Adobe Photoshop 7.0.1 (Adobe
Systems, McLean , VA , EE.UU. ), mientras que se utilizd el software Imagel]
(Instituto Nacional de Salud, Bethesda, MD, EE.UU.) para medir la superficie
cubierta por las células. Se determinoé la distancia mas corta entre las células que
habian migrado a la regidon descubierta y sus respectivos puntos de partida. El
numero de células que habian migrado a la zona despejada hasta las 48h fue

igualmente cuantificado.

2.6 Ensayo de Adhesion celular.

Para este experimento se utilizd colageno tipo I (Enzo Life Sciences, Loerrach,
Alemania). El procedimiento fue el siguiente:

a) Primero se realizd el proceso de gelificacion segun las normas del
fabricante. Para ello se us6 una placa de 96 pocillos.

b) Tras la formacidon del gel, los pocillos recubiertos con colageno se
lavaron con PBS y los sitios de unidon no especificos se bloquearon
usando 1 % de albumina de suero bovino (BSA ) (Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia) a 37°C durante 1 h.

c) Posteriormente 3x10° hPDLSCs se resuspendieron en las diferentes
diluciones (1:1, 1:2, 0 1:4 ) y se dejaron adherir durante 24, 48, y 72
horas a 37°C. Como control se usdé un medio completo.

d) Tras el tiempo establecido, se retird el medio de cultivo y se lavé 3
veces con PBS 1X.

e) El recuento de adherencia se hizo en 10 campos al azar para muestra
y después, se calculd el nimero medio de células adheridas en cada

condicion experimental.
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2.7 Estudio microscdpico de la morfologia celular.

Se utilizd la microscopia electréonica de barrido (MEB) para analizar la
morfologia celular en cada sellador endoddntico. Diferentes muestras de TotalFill
BC sellador, MTA Fillapex, y AH Plus se conformaron en un disco de 1,6 mm de

espesor por 5 mm de diametro utilizando moldes de teflon.

Quince discos de cada material se prepararon y se subdividieron en 3 grupos, de
5 muestras cada uno. Para eliminar posibles subproductos toxicos todos los
discos se incubaron primero a 37°C en placas de cultivo de 24 pocillos que
contienen 1 ml de agua destilada que se cambiaron al dia durante 5 dias.
Después, las PDLSCs se sembraron directamente sobre cada disco a una

densidad de 5 x 10 células/ml.

Después de 4 dias de cultivo, las muestras sembradas con hPDLSCs fueron
retirados de los pocillos de cultivo, se enjuagaron con PBS y se fijaron con 3% de
glutaraldehido en 0,1 M tampdén de cacodilato de 1,5 h a 4°C. Luego, se
aclararon de nuevo y después fijados en tetroxido de osmio durante 1 hora antes
de ser deshidratados en una serie de soluciones de etanol graduadas (30, 50, 70,
90% vol/vol). El secado final se realizd por el método de punto critico (CPDO2
Balzers Union). Finalmente, las muestras metalizadas con oro fueron examinados
por MEB.

2.8 Analisis estadistico.

Analizamos los datos estadisticos con el paquete de software SPSS® (version
15.0) para Windows. en el cual hemos efectuado los siguientes procedimientos
estadisticos:

Estadistica inferencial:

Para el analisis comparativo de las variables se considerd que la hipotesis nula

(existencia de una relacién de independencia entre las variables), se deberia
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rechazar (cuando esta se rechaza, se considera que la relacién entre las variables
es de dependencia), cuando la probabilidad minima de rechazo (el llamado “p-
valor”) no sea superior al nivel critico estandar de 0,05. Para la comparacion de

grupos se usod un ANOVA de una cola seguido de un test de Bonferroni.
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III. RESULTADOS Y DESARROLLO
ARGUMENTAL.
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1. RESULTADOS
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1. 1 Obtencion de las células madre del ligamento periodontal

Tras el aislamiento y el cultivo, se realizd la confirmacién del fenotipo de células
madre mesenquimal por citometria de flujo. Mas del 95% de las células madre
de ligamento periodontal, presentaron resultados positivos de los marcadores
mesenquimales CD73, CD90 y CD105; y negativos para los marcadores
hematopoyéticos CD14, CD20, CD34 y CD45. (grafica 1).

CD14:CD20
CD73 CD90 CD105 CD34:CD45

99,92 60,26 | 26,31 0,46

Grdfica 1. Expresion de marcadores especificos mediante citometria de flujo

1.2 Ensayo experimental.

1.2.1 Ensayo de proliferacién celular MTT.

Se midié la proliferacion celular de las células madre del ligamento periodontal
tras la exposicion a diferentes diluciones de los selladores endodoncicos
estudiados (sin diluir; dilucién 1/2 , dilucién 1/4 ), a las 24, 48 y 72 horas de
incubacion.

Cuando se utilizd el sellador sin diluir (grafica 2), se halld una reduccion
significativa del crecimiento celular con MTA Fillapex y con AH plus en todos los
tiempos, mientras que con TotalFill BC Sealer el crecimiento celular fue

significativamente superior al del grupo control (p<0,05).
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Proliferacion Celular

14
1,2
1,0
0,8
=& Control
0,6
~—#—Fillapex S.D.
0,4 - Total fill S.D.
=>&=AH Plus S.D.
0,2
00 /F  y -
Ohs 24hs 48hs 72hs
Control 0 0,1212 0,4416 0,9289
Fillapex S.D. 0 0,0095 0,0000 0,0065
Total fill S.D. 0 0,1967 0,6674 1,1622
AH Plus S.D. 0 0,1209 0,1276 0,0709

Gréfica 2: Proliferacién celular de los diferentes selladores aplicados sin diluir

Para la dilucién 1:2, los datos se muestran en la grafica 3, puede apreciarse que
las células incubadas en presencia de MTA Fillapex presentaron una proliferacion
celular disminuida en todas los tiempos evaluados respecto al grupo control. Con
AH Plus, se hallaron diferencias estadisticamente significativas a las 48 y 72
horas (p<0,05) respecto al control, mientras que con TotalFill la proliferacién

celular fue significativamente superior a la del grupo control (p<0,05).

Proliferacion Celular

1,4
1,2 a
1,0
=& Control
0,8
=8 Fillapex 1:2
0,6 Total fill 1:2
=>é=AH Plus 1:2
0,4
0,2
0,0 & - ' ] -
Ohs 24hs 48hs 72hs
Control 0 0,1211 0,4415 0,9288
Fillapex 1:2 0 0,0083 0,0000 0,0073
Total fill 1:2 0 0,2277 0,5842 1,2364
AH Plus 1:2 0 0,1425 0,3087 0,2960

Gréfica 3: Proliferacién celular de los diferentes selladores aplicados a dilucion 1:2
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Para la dilucién 1:4, también el grupo MTA Fillapex indujo la menor proliferacion
celular en todos los tiempos, significativamente inferior a la del grupo control
(p<0,05). Para AH plus a las 48 y 72 horas se halld6 una proliferacién
significativamente menor que la del grupo control (p<0,05), mientras que la

proliferacion inducida por Totalfill fue similar a la del grupo control (grafica 4).

Proliferacion Celular

1,2
1,0
0,8

0,6
! =& Control

~#—Fillapex 1:4
0,4
Total fill 1:4

02 =>4=AH Plus 1:4

0,0
24hs 48hs 72hs

0,1211 0,4415 0,9288
0,0625 0,0928 0,0728
0,2035 0,4842 1,0597
0,1597 0,2895 0,3682

@

=& Control

—#—Fillapex 1:4
Total fill 1:4

=»=AH Plus 1:4

olo|olo | Sm

Grdfica 4: Proliferacién celular de los diferentes selladores aplicados a dilucién 1:4

A modo de resumen, el cemento Totalfill permitié la mayor proliferacion celular,
superior a la del grupo control en todas las diluciones, en segundo lugar se
posiciond AH plus, apreciandose que a concentraciones mas bajas permitia
mayor proliferacion celular, sin embargo, para todas las concentraciones, a
medida que amentaban los tiempos la capacidad de proliferacion celular se
reducia. Fue MTA Fillapex el cemento que menor proliferacion celular indujo en

todos los tiempos y diluciones.

1.2.2 Efecto de los diferentes selladores en la morfologia celular y apoptosis.

Se realizd un analisis de la morfologia de las células viables resultantes tras la
incubacion con las diferentes diluciones de los selladores.

Debido a que las células apoptéticas muestran unos nucleos condensados o
fragmentados, visibles con un colorante que emite una fluorescencia azul cuando

es excitado por luz ultravioleta, se puede hacer una valoracién de la cantidad de
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células que han sufrido apoptosis. Como control positivo se utilizaron células
tratadas con estaurosporina (STS), y como control negativo se utilizaron las
células periodontales obtenidas sobre el medio de cultivo sin ningin tipo de

material.

En la figura 1, se muestran imagenes del cultivo de los controles positivo y
negativo, las imagenes azul intenso y mas desestructuradas corresponden a
células muertas, mientras que las menos brillantes y uniformes corresponden a

células vivas.

Control Negativo Control Positivo STS

Figura 1. Imagenes de la apoptosis celular ocasionada por los controles negativo y positivo

En la Figura 2, se muestran imagenes de la apoptosis provocada por Fillapex con
las diferentes diluciones y tiempos. Desde un punto de vista morfoldgico, se
aprecia que una evidente fragmentacion de la cromatina e irregularidades

morfoldgicas del nucleo que sugieren un estado de apoptosis celular.

Fillapex S.D. Fillapex 1:2 Fillapex 1:4

Figura 2. Imagenes de la apoptosis celular ocasionada por Fillapex

79



En la Figura 3, se muestran imagenes de la apoptosis provocada por Totalfill con
las diferentes diluciones y tiempos. Desde un punto de vista morfoldgico, se
aprecia que no se aprecian alteraciones del nucleo ni fragmentacion de la

cromatina.

Total Fill S.D Total Fill 1:2

24hs

72hs
Figura 3. Imagenes de la apoptosis celular ocasionada por Totalfill

En la Figura 4, se muestran imagenes de la apoptosis provocada por AH plus con
las diferentes diluciones y tiempos. Desde un punto de vista morfoldgico, se
aprecia leve fragmentacion de la cromatina, aunque en muy pocas células y en

ningun caso como en el caso de Fillapex.

Ah Plus Sin Diluir Ah Plus 1:2 Ah Plus 1:4

Figura 4. Imagenes de la apoptosis celular ocasionada por AH plus

La valoracién numérica de la apoptosis celular producida por los diferentes
selladores a los diferentes tiempos y diluciones, estan representados en las
graficas 5a 7.

En todas las muestras expuestas a diluciones de MTA Fillapex en 24 h se
puede observar una disminucidon de las células vivas. Esta disminucién en los
grupos sin diluir y dilucion 1:2 fue del 9,2 y del 16 %, presentando diferencias

significativas con respecto al grupo control (p<0,05, p<0,01, respectivamente).
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La disminucidon de células vivas en el grupo de diluciéon 1:4 fue de 3,2 % , sin

presentar diferencias significativas con respecto al grupo control (grafica 5).

A las 24 horas los cultivos expuestos expuestos a diluciones de TotalFill y AH Plus
no presentaron diferencias ni entre si, ni con el grupo control en todas sus

diluciones (grafica 5).
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Grdfica 5. Porcentaje de células apoptoticas y vivas a las 24 horas

Tanto a las 48 h como a las 72 h el MTA Filapex presentd nuevamente
resultados de disminucion estadisticamente significativos de células vivas en el
grupo sin diluir y en la dilucion 1:2. En cambio en el grupo de dilucion 1:4 no
presento ninguna célula muerta ni en proceso de division en ambos grupos de

tiempo
En las muestras analizadas a las 48 y72 h de cultivo no se hallaron diferencias

significativas entre los grupos Totalfil y AH Plus con respecto al grupo control
(graficas 6y 7).
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Grafica 6. Porcentaje de células apoptéticas y vivas a las 48 horas.

A las 72 h de incubacion, los dos Unicos grupos que consigue un cien por cien de
células vivas son el grupo de MTA fillapex, en una dilucién 1:4 y grupo sin

dilucién de TotalFill sin dilucion (grafica 7).
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Grafica 7. Porcentaje de células apoptéticas y vivas a las 72 horas.

1.2.3 Ensayo de Migracion celular.
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Los resultados de los ensayos de migracién células, se realizaron mediante un
modelo de curacién de herida (would healing), se toman imagenes de las zonas
despejadas y se observa la recolonizacion o no de las células. (Fig 5-8). La figura
5, muestra el avance en el crecimiento celular para el grupo control, se aprecia
que a medida que aumenta el tiempo de cultivo se aprecia mayor cantidad de

células.

Control

Oh 24h 48 h

Figura 5. Imagenes del crecimiento celular en el grupo control

En todos los extractos de dilucién del MTA Fillapex se observa una ausencia de
migracién en todos las diluciones a las 24h y 48 h en los grupo sin dilucién y
dilucién 1:2, tan solo se aprecia una leve migracion en la diluciéon 1:4 a las 48 h
(figura 6).
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Fillapex S.D
Oh-24h-48 h

Fillapex 1:2
Oh-24h-48 h

Fillapex 1:4
Oh-24h-48 h

Figura 6. Imagenes del crecimiento celular en el grupo MTA Fillapex

En contraste, los datos obtenidos con los extractos de diluciones de TotalFill BC
mostraron migracion celular de células pulpares del ligamento periodontal en
todas las diluciones. A las 48 h todos los grupos presentaron un cierre complete
de la herida (figura 7).

TotalFill S.D
Oh-24h-48 h

TotalFill 1:2
Oh-24h-48 h

TotalFill 1:4
Oh-24h-48 h
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Figura 7. Imagenes del crecimiento celular en el grupo TotalFill

Con AH Plus, se aprecia que a medida que aumenta el tiempo y disminuye la
concentracion del cemento en el cultivo, aumenta el crecimiento celular,
hallandose a las 48 horas con dilucion 1:4 un cierre completo de la herida.
(figura 8)

Ah Plus S.D
Oh-24h-48 h

Ah Plus 1:2
Oh-24h-48 h

Ah Plus 1:4
Oh-24h-48 h

Figura 8. Imagenes del crecimiento celular en el grupo AH Plus

En la grafica 8 se muestra el porcentaje de migracién celular a las 24 y 48 horas
en todos los grupos, se aprecia un 100% de migracién celular a las 48 horas en
el grupo control, todos los grupos con TotalFill y en el grupo AH Plus a dilucion
1:4.,
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Grdfica 8. Porcentaje de migracidn celular a las 24 y 48 horas

1.2.4 Ensayo de Adhesion celular.

Se analizd como afectaban los diferentes extractos de los selladores a la
habilidad de adhesion de las fibras de Colageno tipo I. Se realiz6 la evaluacién
en 10 campos al azar para muestra y después, se calculd el nimero medio de
células adheridas en cada condicion experimental. En las fig 9-12 se puede

observar las imagenes con las células que presentaron adhesion.

Figura 9. Adhesidn de las fibras de Colageno tipo I en el grupo control
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Fillapex 1/2 24h Fillapex 1/4 24h

Fillapex SD 48h Fillapex % 48h Fillapex 1/4 48h
Fillapex SD 72h Fillapex % 72h Fillapex 1/4 72h

Figura 10. Adhesidn de las fibras de Colageno tipo I en el grupo Fillapex.

Totalfill SD 24h Totalfill 1/2 24h Totalfill 1/4 24h

Totalfill SD 48h Totalfill % 48h Totalfill 1/4 48h
Totalfill SD 72h Totalfill % 72h Totalfill 1/4 72h

Figura 11. Adhesidn de las fibras de Colageno tipo I en el grupo TotalFill
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AH Plus SD 24h AH Plus 1/2 24h AH Plus 1/4 24h

AH Plus SD 48h AH Plus % 48h AH Plus 1/448h

AH Plus SD 72h AH Plus % 72h AH Plus 1/4 72h

Figura 12. Adhesidn de las fibras de Colageno tipo I en el grupo AH Plus

La graficas 9-11, muestra los datos relativos a adherencia al colageno tipo 1 para
todos los materiales evaluados en los diferentes tiempos y diluciones. En
presencia de extractos de MTA Fillapex, la adhesion al sustrato de las células fue
baja en todas las diluciones y en todos los tiempo, hallandose diferencias
significativas respecto al grupo control para todos los tiempos y diluciones
excepto para la dilucion 1:4 a 24 y 72 h. También la adhesion fue
significativamente inferior a la hallada para todos los grupos de AH Plus y del

TotalFill, siendo estas diferencias estadisticamente significativas (p<0,001).
El grupo del AH Plus presentd un valor de adhesién muy similares al grupo
control, siendo algo inferior en los grupos que se mantuvieron 72h, con

diluciones de 1:2 y 1:4, sin que tuvieran significacion estadistica (p>0,05).

Al igual que en los resultados obtenidos en los ensayos de proliferacion, los

niveles de adhesion en presencia de los extractos de TotalFill fueron similares a
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los del grupo control, incluso significativamente mayores en algunos casos como

en la concentracion 1:1 a 24y 72 (p<0,001).
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Grdfica 9. NUmero de células adheridas a fibras de colageno tipo I por campo a los diferentes materiales sin

diluir.
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Gréfica 10. Nimero de células adheridas a fibras de coldgeno tipo I por campo a los diferentes materiales en
la dilucién 1:2.
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Gréfica 11. Ndmero de células adheridas a fibras de coldgeno tipo I por campo a los diferentes materiales en
la dilucién 1:4.

1.2.5 Estudio microscopico de la morfologia celular.

Se observo la morfologia y la adhesién de las hPDLSCs en la superficie de discos
de los tres tipos de selladores tras 72 h de cultivo. La morfologia de las células
sembradas sobre AH Plus y Total Fill presentaban caracteristicas similares,
mostrando un alto nivel de propagacion y produccidon de matriz extracelular. Sin
embargo, los discos de MTA Fillapex presentaron una fijacion celular muy

limitada, apareciendo sélo unas pocas células redondas en la superficie del

material, como se aprecia en la figura R13.

Celulas sembradas sobre AH Plus Celulas sembradas sobre TotalFill Celulas sembradas sobre Fillapex

Figura 13. Morfologia de la adhesion de las hPDLSCs a las 72 horas de cultivo

90



91



2. DISCUSION
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2.1 Sobre la metodologia
Los ensayos in vitro constituyen métodos muy Utiles para la evaluacién de los

efectos bioldgicos de los biomateriales, con una serie de ventajas: no requieren
el uso de animales de experimentacion, la rapidez con que se realizan los
estudios y la relacién costo/efectividad de los mismos. Los cultivos de células son
modelos toxicoldgicos alternativos de gran sensibilidad (Rodriguez-Lozano y cols.,
2013), lo que es una ventaja importante para la evaluacidon de la toxicidad de
rutina de los biomateriales, aunque no siempre las respuestas in vitro son
indicadoras de reacciones in vivo, ya que las condiciones que pueden

reproducirse in vitro son solo una parte de las que pueden presentarse in vivo.

Uno de los principales atractivos del uso del cultivo de tejidos es la posibilidad de
observar el comportamiento de tipos especificos de células vivas en un ambiente
controlado (10993-5., 2009). Es por este motivo por el que se ha disefiado el
trabajo con células humanas procedentes del ligamento periodontal. Esta
descrito en la literatura que, ademas de obtener un sellado mecanico con los
cementos selladores de endodoncia, es primordial obtener un sellado bioldgico
donde la respuesta periapice-sellador garantice una reparacioén fisioldgica de la
zona (Silva y cols., 2014). Las células mas implicadas en esta zona son las del
ligamento periodontal, de ahi nuestra eleccidon como linea celular (Rodriguez-

Lozano y cols., 2012).

El aislamiento celular fue realizado mediante la técnica descrita por Seo y cols.
(2004). Esta técnica que combina disgregacion celular de forma mecanica y
enzimatica se considerd mas conveniente que la técnica de explante o cultivo de
tejido (Zhu y cols., 2014), donde, en el caso de ligamento periodontal, existe
mas riesgo de contaminacion del cultivo primario. Del mismo modo, el recuento y
la viabilidad se hizo mediante la camara de Neubauer y el azul tripan, técnica
universalmente conocida y, dada la heterogeneicidad del cultivo primario, mas
sensible que usar el lector lector automatico (7C20™ Automatic Cell Counter de

BioRad) (Rodriguez-Lozano y cols., 2014).
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Se realizd la identificacion del tipo celular usado, tal y como recomienda la
Sociedad Internacional de Terapia Celular, con el fin de conocer el tipo de
poblacion celular con el que estamos trabajando (Dominici y cols., 2006). Las
células del ligamento periodontal son de origen mesenquimal y son consideradas
como células madre con capacidad para diferenciarse en cementoblastos y
osteoblastos en la zona del apice radicular. La técnica usada para la identificacion
fue la citometria de flujo, que se usa de forma rutinaria para la identificacion de
marcadores que poseen diferentes lineas celulares (Rodriguez-Lozano y cols.,
2015).

Los materiales analizados en este trabajo fueron dos biosilicatos: MTA Fillapex
(Angelus Industria de Produtos Odontologicos S/A, Londrina, PR, Brazil), TotalFill
BC Sealer (FKG Dentaire, La-Chaux-de-Fonds, Switzerland) y un sellador de
resina epdxica, como control, AH Plus (Dentsply DeTrey GmbH, Konstanz,
Germany). Solo hemos tenido en cuenta cementos selladores endoddncicos a
base de biosilicatos y no cementos reparadores en base a biosilicatos tipo putty.
Los cementos reparadores y los selladores presentan diferencias tanto en su
composicién, como en sus caracteristicas e indicaciones para su uso en la
practica clinica. Para la realizacidon de este estudio se escogieron estos selladores
debido a que el AH Plus se puede considerar el sellador gold standar en las
pruebas de los selladores en endodoncia (Ozcan y cols., 2012); y los dos
selladores en base a biosilicatos son productos que estan presentes en el
mercado desde hace no mucho tiempo y de los que no existian estudios de

citotoxicidad con células madre del ligamento periodontal.

Hemos usado el método indirecto de elucién mediante extractos, siguiendo el
protocolo estandar establecido en las normas ISO 10993 para tests de
citotoxicidad in vitro. Este tipo de evaluacion de biocompatibilidad es
comunmente usado en Endodoncia (Bin, 2012; Silva y cols., 2013), de hecho son
pocos los estudios que se hacen por contacto directo. Para algunos autores el

ensayo de contacto material/célula, también llamado test directo, es el tipo de
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estudio que replica mejor las condiciones que se dan in vivo (Cao y cols, 2005).
Sin embargo, no representa ninguna de las defensas con las que cuenta el
organismo, por lo que puede resultar una versién aumentada de lo que ocurriria
en la misma situacion clinica. No obstante, con el fin de tener también una vision
del test directo, hemos realizado una observacién con microscopio de barrido,
donde mediante la confeccion de discos procedentes del material de estudio,
hemos podido evaluar la fijacion de estas células. Este tipo de ensayo mixto (test
indirecto + test directo) también ha sido utilizado para evaluar otros selladores

endoddncicos (Zhou y cols., 2015).

La forma de cuantificar la proliferacion celular en presencia de las diferentes
diluciones de los materiales ha sido mediante MTT. Esta prueba es usada como
prueba basica de citotoxicidad in vitro, ya que representa una prueba muy
sensible, de bajo coste y aporta mucha informacidon. Otro beneficio de esta
técnica es se necesita poca cantidad de células para obtener un resultado
optimo. La literatura avala el uso del MTT en el campo de los selladores en
Endodoncia, siendo una prueba esencial de citotoxicidad en casi todos los
articulos encontrados (Al-Hiyasat y cols., 2010; Camps y cols., 2015; Lee y cols.,
2013; Parirokh y cols., 2015; Silva y cols., 2015; Widbiller, 2015; Yoshino y cols.,
2013).

La técnica para comprobar la apoptosis celular fue mediante
inmunofluorescencia. Existen diversas técnicas para evaluar la apoptosis como
puede ser la citada inmunofluorescencia, la citometria de flujo, el western blot, la
electroforesis del ADN y la deteccion in situ mediante la técnica de TUNEL
(Meehan y cols., 2015; Rodriguez-Lozano y cols., 2014). Hemos usado la
inmunofluorescencia, por la menor cantidad de células necesaria para el
experimento y porque es un método facil de usar. En el campo dental, otros
autores como Rodriguez-Lozano y cols. (2013) han usado esta misma técnica con

esta misma linea celular con resultados excelentes.
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La evaluacion de la migracion celular, fue realizada mediante la técnica de
creacion de una “herida” o “wound healing”, donde se mide la capacidad para
recolonizar la zona dafada por parte de nuestras células. Esta técnica esta
descrita como la técnica adecuada para analizar la migracion celular (Weinreb y
Nemcovsky, 2015). Con selladores endoddncicos, Zhu y cols. (2014) han usado
esta misma técnica para evaluar la capacidad de migracion celular. Consideramos
esta prueba puesto que el cemento sellador a nivel del periapice debe facilitar la
migracion celular de las células préximas del ligamento periodontal, con el fin de

obtener un sellado bioldgico.

La adhesion celular es un aspecto a tener en cuenta en la biocompatibilidad de
los selladores endoddntcicos. Una buena adhesidon celular, permitira al sellador
ejercer un efecto sobre las mismas, que en el caso de las PDLSCs podria inducir
la diferenciacion hacia cementoblastos (Chang y cols., 2014). La técnica usada
con colageno I, es un método sencillo, reproducible y con un excelente
coste/beneficio. Zhu y cols. (2014) han usado nuestra misma técnica para
evaluar la capacidad de adhesion celular en presencia de diferentes diluciones de

los biomateriales.

La morfologia de las células es importante para conocer cual es su estado, con la
microscopia electronica de barrido tenemos una constatcidon de si las células se
encuentran bien fijadas al disco, ya que presentan una morfologia alargada de
tipo fibroblastica, mientras que una célula en estado de apoptosis y mal adherida
presenta una morfologia redondeada que termina muriendo y despegandose del
biomaterial (Gliven y cols., 2013; Widbiller y cols., 2015). Zhou y cols. (2015),

también han observado este fendmeno con otros selladores endododncicos.

2.2 Sobre los resultados.

Las técnicas de obturacidon con pastas y cementos como Unico material de sellado
no son aconsejables en la Endodoncia moderna (Gutmann, 2002). Los
componentes de estas pastas pueden filtrar hacia los tejidos perirradiculares, con

riesgo de inflamacion tisular cronica o de toxicidad celular. Debido a la porosidad
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de los rellenos de las pastas y a su composicion, la mayoria de estos materiales
desaparecen, aunque sea parcialmente, con el transcurso del tiempo, lo que

conduce a una filtracion apical y elevan la probabilidad de un fracaso.

Los componentes de algunas de estas pastas se pueden detectar
sistematicamente en muestras de sangre y en varios 6rganos vitales. Algunos de
estos son antigénicos y pueden causar respuestas inmunoldgicas. El control
apical de estas pastas es muy complicado, sobre todo cuando no existe una
correcta conformacion apical o existe una perforacion radicular (Spangberg
2002).

El AH Plus, cemento ampliamente utilizado en el campo de la Endodoncia, fue
utilizado en nuestro estudio no solo para comparar los resultados de los
cementos en base de biosilicatos, sino también para poder evaluar su

citotoxicidad con células madre del ligamento periodontal.

Pudimos observar que su comportamiento en la proliferacion células hasta las 72
h produjo un alto nivel de citotoxicidad en las células, comparativamente con el

grupo control.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio son similares a los obtenidos en otro
en el que se compard la citotoxicidad in vitro de AH Plus, N2, Endomethasone,
Apexit, y del Ketac Endo en las primeras 24 h, justo tras la mezcla. Los
especimenes fueron colocados en contacto con fibroblastos del ligamento
periodontal 0, 1, 5 y 24 h, utilizando un ensayo de MTT. Los extractos de
Endomethasone y de N2 inhibieron completamente el metabolismo de la célula.
El AH Plus presento una inhibicidon significativa de la actividad mitocondrial.

(Schwarze y cols., 2002a).

El mismo grupo (Schwarze y cols., 2002b) evalud citotoxicidad de los mismos
selladores, en fibroblastos del ligamento periodontal, manteniendo los extractos
en agua destilada durante un periodo de un afo. Los mayores efectos

citotdxicos fueron encontrados en extractos del sellador N2 y en el grupo de
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Endomethasone de 10 semanas. El resto de materiales evaluados, no

presentaron alteraciones significativas el metabolismo de las células.

Mileti¢ y cols. (2005) evaluaron la citotoxicidad de AH Plusy RoekoSeal in vitro
en el mismo tipo célular, en tiempos de de 1 h, 24 hy 48 h, 7 dias y 1 mes ,
obteniendo que el AH Plus fue significantemente mas citotoxico después de 1

hora, 24 h y 48 h, resultados que a las 48 h coinciden con los de nuestro.

Bouillaguet y cols. (2006) evaluaron la citotoxicidad de AH Plus, Epiphany,
Resilon y Guttaflow utilizando el método MTT en cultivos de células y evaluando
en términos de 24 y 72 h. Los resultados indicaron que la mayoria de los
materiales poseen riesgos citotoxicos significativos y que la citotoxicidad se
incrementa con el tiempo. Estos resultados coinciden con los datos obtenidos en
nuestro estudio, el AH Plus, sobre todo sin diluir, aumenta su citotoxicidad con el

tiempo hasta las 72 h.

Huang y cols. (2001) evaluaron la genotoxicidad inducida por selladores
endoddnticos a base de dxido de cinc y eugenol: Canals, Canals-N y Tubliseal; a
base de hidroxido de calcio: Sealapex; y a base de resina epdxica: Topseal,
AH26 y AH Plus. Utilizaron cultivos de células de carcinoma oral y electroforesis
para su lectura. Se observé que el mayor nivel de dafio en el DNA fue producido
por los selladores de resina, seguidos por los selladores de oOxido de cinc y

eugenol.

En otro articulo, el mismo grupo de investigacion (Huang y cols., 2002) evalué la
citotoxicidad inducida de siete selladores distintos, con tres bases de composicion
diferentes. Dos selladores de resina epdxicas: AH26 y AH Plus, tres selladores de
oxido de cinc con eugenol: Canals, Endomethasone y N2, y un sellador de
hidroxido de calcio: Sealapex. Estos fueron evaluados en células del ligamento
periodontal humano por MTT. Los tiempos de cultivo fueron 1, 2, 3 y 7 dias. Los
componentes de los selladores compuestos resinosos, selladores compuestos a

base de dxido de cinc y eugenol y el sellador a base de hidroxido de calcio fueron
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citotdxicos para células primarias del ligamento periodontal. El sellador con
hidroxido de calcio (Sealapex) fue el que presentd la menor citotoxicidad entre
los selladores experimentados en ambos cultivos. La citotoxicidad fue en orden

decreciente de: N2, Endomethasone, AH26, AH Plus, Canals y Sealapex.

Huang y cols. (2005) evaluaron la citotoxicidad de los selladores endoddncicos
AH Plus y N2 a través de la expresion génica de IL-6 e IL-8. Concluyeron que
ambos selladores pueden tener un papel importante en el desarrollo de la

inflamacion periapical.

Eldeniz y cols. (2007) compararon, en fibroblastos gingivales y en fibroblastos
L929, la citotoxicidad de ocho selladores endoddncicos: RC Sealer, Epiphany,
EndoRez, Guttaflow, Acroseal, AH Plus, RoekoSeal y Apexit. Observaron que los
selladores de resina y los de hidroxido de calcio (Apexit y Acroseal) fueron

significativamente mas tdxicos que los otros selladores.

Camargo y cols. (2009) evaluaron el comportamiento citotdxico de distintas
diluciones los selladores Acroseal, Epiphany y AH Plus con fibroblastos de pulpas
humanas. Acroseal fue el que presentd la mayor toxicidad. Epiphany y AH Plus
mostraron niveles semejantes de toxicidad entre si pero menores que Acroseal.
Concluyeron que todos los selladores se mostraron citotdxicos y, por lo tanto,
pueden alterar las funciones especificas de los tejidos orales y causar

inflamacion.

Tai y cols. (2001) determinaron la citocompatibilidad de tres diferentes elusiones
de selladores de conductos en 2 tipos diferentes de fibroblastos orales (derivados
de la encia y de la mucosa bucal) primarios de humanos y una célula de linaje
permanente de Hamster (V79 células), mediante el método de MTT. Los
resultados mostraron que AH Plus, Canals y N2 fueron citotoxicos para los
cultivos primarios de fibroblastos orales humanos y para las células V79. La

citotoxicidad disminuyd, en este orden: N2>AH Plus>Canals.
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En un estudio en el que se analizaron extractos diluidos y no diluidos, Correa y
cols. (2009) evaluaron la citotoxicidad de AH Plus, Fill Canal (sellador de oxido
de cinc y eugenol) y L&C (pasta comercial de hidroxido de calcio), sobre
monocitos humanos. Los extractos no diluidos de AH Plus y Fill Canal
presentaron un citotoxicidad superior al 90%. Los porcentajes de células muertas
disminuyeron a medida que aumentaba la dilucién. Diluciones menores a 1%
causaron muerte celular minima en comparacion con el grupo de control. Los
resultados mostraron que L&C fue menos citotoxico para las células monociticas
que AH Plus y Fill Canal. Con lo que confirma que la concentracion de sellador en

la dilucion afecta la citotoxicidad del AH Plus.

Sin embargo existen otros estudios en los que los resultado de citocompatibilidad
del AH Plus fue mayor. En un estudio in vitro con células L929 (fibroblastos de
ratones) se evalud el efecto citotoxico de tres selladores endoddncicos de resina:
AH26, AH Plus y Topseal. AH26 fue severamente citotoxico; AH Plus y Topseal,

mostraron una baja toxicidad (Koulaouzidou y cols., 1998).

Al-Hiyasat y cols. (2010) investigaron la citotoxicidad de cuatro selladores para
conductos con base de resina: AH Plus, EndoREZ, Epiphany y Metaseal, un
sellador de ultima generacion que contiene 4-META metacrilato. La actividad
citotoxica fue medida con fibroblastos Balb/C 3T3 durante 48 h utilizando el
ensayo MTT. Todos los materiales fueron citotdxicos en diferentes grados,
aunque el AH Plus presentd un nivel leve de citotoxicidad y, comparativamente,
fue el menos citotdxico seqguido por EndoRez, Epiphany y Metaseal, que fue el
mas citotdxico. La toxicidad del AH Plus esta derivada del los componentes de
resina epoxica liberados tras el fraguado. La toxicidad del AH Plus disminuye con
el tiempo, pero en periodos de tiempo mas largos.

Camps y About (2003), utilizando también el ensayo de MTT vy la viabilidad de
fibroblastos como protocolo de evaluacion de citotoxicidad, compararon AH Plus,
Cortisomol y Sealapex, éste demostrd ser el sellador mas citotdxico,
independiente del tiempo de contacto con el cultivo de células. EI AH Plus no fue

considerado citotdxico con fibroblastos L929. Tanto en este estudio, como en el
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anterior una de las posibles razones de la diferencia de resultado puede ser el

tipo de células que utilizadas.

Karapinar-Kazandag y cols. (2011) investigaron la citotoxicidad de AH Plus,
RoekoSeal, EndoREZ, Epiphany y Activ GP en fibroblastos L929 de ratones y en
células de pulpas de dientes primarios. Pusieron en contacto los materiales con
medios de cultivo en distintas diluciones (100%, 50% y 25%) incubados durante
distintos periodos (1, 4 y 7 dias) y realizaron el andlisis con el ensayo de
colorimetria MTS. Observaron que la citotoxicidad de los selladores aumentaba
con el tiempo de exposicidn a las células. En nuestro estudio el AH Plus tuvo la
misma relacion de aumento de citotoxicidad con el tiempo en todos las
diluciones. La diferencia es que en ente estudio observaron que el AH Plus tuvo
valores de citotoxicidad minima. Los selladores exhibieron diferentes grados de
citotoxicidad dependiendo de concentracidn, dato que también coincide con los

resultados de nuestro estudio en el caso del AH Plus.

Los dos cementos selladores de silicato cdlcico que hemos evaluado en este
trabajo pertenecen a la familia de los llamados biosilicatos, materiales que en por
su composicion presentan unas excelentes propiedades tanto fisico-mecanicas
como bioldgicas. Dentro de este grupo de materiales, estd el MTA, del cual,
desde su aparicion en 1993 (Lee y cols. 1993), se han realizado numerosos
estudios en los que se demuestra su biocompatibilidad. En estos momentos es un

material ampliamente usado clinicamente.

Uno estos primeros estudios compard la actividad citotdxica del MTA. Se
estudiaron cuatro cementos de retroobturacidon apical, obteniendo, que tras la
incubaciéon de 24 h de fibroblastos de ratén, el MTA fue menos tdxico que la

amalgama, el IRM y el SuperEva (Torabinejad y cols., 1995).

Estos nuevos cementos selladores de conductos presentan una composicion

similar a los cementos reparadores a base de biosilicatos, con lo que es posible la
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comparacion de los resultados citotoxicos que han obtenido en los diferentes

articulos publicados en la literatura cientifica.

Ma y cols. (2011) compararon la respuesta citotoxica del Endosequence Root
Repair Material Putty (ERRM Putty), Pasta (ERRM Pasta) comparado con el
Proroot MTA, sobre fibroblastos humanos gingivales, incubados a 1, 3y 7 dias
con extractos de varias concentraciones de los materiales, antes y tras 7 dias de
fraguado. También se realizd un ensayo de adhesion, en el que se utilizaron
las muestras de los materiales fraguados durante 7 dias. Con el material en
fresco, a las 24 h ningun material, a ninguna concentracion, obtuvo los valores
de viabilidad celular del grupo control. En nuestro estudio no valoramos el
material antes de su fraguado completo, pudiendo ser la liberacidon de hidréxido
de calcio durante el fraguado el causante de la disminucion de la viabilidad
celular. Hasta las 72 h todos los grupos de material sin fraguar tuvieron los
valores del grupo control. A los 7 dias la viabilidad celular fue nuevamente
inferior al control. En el material fraguado durante 7 dias, todas las muestras
fueron similares al grupo control a las 24 h. A las 72h todos los grupos
mostraron valores superiores al grupo control. Estos tiempos son coincidentes
con nuestro estudio, donde el TotalFill aumento hasta el tercer dia, siempre
obteniendo valores superiores al grupo control. El TotalFill y los ERRM, son
productos de la misma casa comercial con composiciones similares, los cementos
de reparacion tienen 6xido de tantalio como Unico material diferencial. Desde el
punto de vista clinico la diferencia fundamental es su estado, mientras que los
cementos reparadores son pastas, de diferente densidad, el cemento sellador se
presenta como un liquido viscoso. A los 7 dias de cultivo todos los grupos
mostraron unos valores de viabilidad significativamente inferiores al grupo
control. En nuestro estudio no disponemos datos a 7 dias debido al disefo del
mismo. En el ensayo de adhesion, tras 2 dias existi6 una expansién y adhesion
de los fibroblastos gingivales sobre la superficie de las muestras. Después de 7
dias de incubacion, habia un mayor nimero de células unidas que en contacto
entre si por sus procesos y forman una capa de matriz en la superficie de ERRM

Putty, ERRM Paste y el MTA. En nuestros datos, los valores de adhesién que
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presentaron las células en los grupos del TotalFill fueron superiores al grupo
control. Y en este casi si se aprecid un ligero aumento en la diferencias con el

control con una mayor concentracion.

Bryan y cols. (2010) evaluaron la citotoxicidad y el potencial osteogénico de un
cemento experimental basado en silicato calcico, AH Plus y un cemento de oxido
de cinc con eugenol, en células preodontoblasticas de ratén. El primer valor se
tomo a las 72 h, que se considerd6 semana 0, luego se realizaron mediciones
durante 5 semanas. Se evaluaron diluciones de 1:10, 1:100 y 1:1000. A las 72 h
la citotoxicidad del cemento en experimental y el grupo del AH Plus fue severa,
disminuyendo progresivamente. En los resultados de la primera y segunda
semana el cemento de silicato calcico presentd una citotoxicidad leve, y tras ese
tiempo de evaluacidon hasta la quinta semana no presento citotoxicidad. El dato
inicial no coincide con nuestro estudio, en el que los resultados de viabilidad
celular en las primeras horas fueron superiores al grupo control vy se
mantuvieron hasta las 72 h tiempo mas largo de evaluacién en nuestro estudio.
El AH Plus a las 72 h también presentd una citotoxicidad severa, que disminuyo
con el tiempo. EL AH Plus a 72 h obtuvo resultados similares en nuestro
estudio, en el que obtuvo un valor, que segun los parametros de este estudio se
consideraria de citotoxicidad (<30% del grupo control). AH Plus en la primera
semana presentd unos valores de citotoxicidad moderada, a partir de ahi iguala
los valores del cemento experimental. A pesar de no disponer de datos a mas
tiempo en nuestros estudio no se ve la linea de progresion de disminucion de la
citotoxicidad, sino se puede observar lo contrario en el corto plazo de tiempo
evaluado.

Ambos materiales a partir de la tercera semana fueron considerados no toxicos.
La actividad de la fosfatasa alcalina, marcador de la formacion ésea, en el grupo
del AH Plus fue similar a la del grupo control y superior al grupo del cemento
experimental.

En la evaluacion de las diluciones se obtuvo una relacion de toxicidad

dependiente de la concentracién en las muestras.
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AH Plus ha necesita mas de 2 semanas para no ser citotdxico. Hasta la
existencia de los selladores de silicato calcico la citotoxicidad de los selladores
presentaban una accién citotoxica dependiente de la concentracion. Los mejores
resultados los presentaban las mayores diluciones. Esta horma no se cumple en
el TotalFill.

Wu y cols. (2015) analizaron la adhesion por densidad optica y la actividad
mitocondrial a las 12, 24 and 48 h del MTA en odontoblastos humanos.

Se observé una actividad metabdlica similar en las muestras de MTA y el grupo
control. No existieron diferencias entre los resultados de las muestras sin fraguar
y las fraguadas. La adhesion célular con el MTA fue ligeramente superior al
grupo control. Existid un aumento de los valores de densidad oOptica con el paso
del tiempo de incubacidn, tanto en los cementos frescos como en los fraguados.
Estos datos concuerdan por los obtenidos por los grupos de TotalFill, que
presentd unos valores de adhesién superiores la grupo control. Sin embargo, el
otro sellador, Fillapex (biosilicato), presentd unos valores de adhesion muy

bajos.

De-Deus y cols. (2012) estudiaron la respuesta citotéxica de dos cementos
reparadores en base de silicato calcico iRoot BP Plus, MTA de Angelus y un
sellador de 6xido de cinc con eugenol, usados para el sellado de apices abiertos
con células osteoblasticas. Los dientes se obturaron y se colocaron directamente
en el medio de cultivo siendo evaluados a las 24 y 48 h.

El MTA presentd a las 24 h unos resultados muy similares a los del grupo
control. Estos datos se mantuvieron a las 48h. El iRoot BP Plus mostré un mayor
crecimiento celular que el grupo control, pero sin diferencias significativas.
Mientras que a las 48 h se observd una disminucion significativa de la viabilidad
celular con respecto a los otros dos grupos, llegando a observase un 30%
menos que el grupo control. El iRoot BP es un cemento con una base similar al
TotalFill BC Sealer, pero en su version cemento reparador. En nuestro estudio a
las 24 h los datos también son superiores al grupo control, aunque si que

presentan diferencias significativas con el grupo control. A las 48 h, a diferencia

105



de la reduccién de la viabilidad celular obtenida en ese estudio, los valores
obtenidos por el TotalFill son similares a los del grupo control. Las diferencia en
las lineas celulares puede ser una de las diferencias con nuestros resultados.
Otro dato a tener en cuanta es que el material fue puesto en contacto justo tras
la obturacién, sin que el material estuviera fraguado. La morfologia general y la
distribucion de las células después de la exposicion a los extractos materiales no
presentaron alteraciones después del tratamiento con BP iRoot Plus o extractos
ProRoot MTA.

Otro de los cementos reparadores de silicato calcico, con mdltiples usos en
Odontologia, es Biodentine (Septodont, Saint Maur Des Fosses, Francia). Zanini
y cols. (2012) utilizaron células pulpares de roedores para valorar su citotoxicidad
en diluciones de varias concentraciones, para determinar el efecto de la dosis en
la viabilidad celular. Tras 4 dias de cultivo celular se midié la viabilidad celular
mediante un ensayo de colorimetria (MTS) a 2, 3 y 5 dias. El MTS presento
primero un efecto inhibitorio durante dos dias, sin que los valores alcanzaran el
80% del grupo control. Esta disminucién inicial no se observa en nuestros
resultados. Puede ser causada por la liberacién de hidroxido de calcio por el
cemento que induce un incremento en el pH. Tras esto, al tercer dia presentd
una estimulacién en los parametros de evaluacion del crecimiento celular, con
valores minimamente superiores al grupo control. Al quinto dia presentd

mejores resultados, con diferencias significativas, con respecto al grupo control.

En otro estudio, ademas del Biodentine se evalud la citotoxicidad de varios
cementos reparadores en base a biosilicatos, el Calcium Enriched Mixture (CEM
cement, BioniqueDent, Tehran, Iran) and Tech Biosealer Endo (Isasan SRL,
Revello Porro, Italia). Se compararon con el ProRoot MTA (Dentsply, Tulsa,
EEUU) manteniendo estos tras la mezcla a 37° con 95% humedad y 5% CO,,
24h, 7 y 28 dias. Tras estos tiempos se realizd con la incubacién de 24h y 48h de
monocitos humanos.

No existié diferencia entre los materiales en la viabilidad células a las 24 h. Sin

embargo, a las 48 h, los monocitos cultivados en presencia de ProRoot MTA y
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Biodentine presentaron un porcentaje significativamente mayor de viabilidad que
los grupos de Tech Biosealer y CEM cement.

En ambos tiempos de cultivo (24 h y 48 h) aumentd la viabilidad de los
monocitos segun el tiempo que haya estado el material mantenido desde la
mezcla hasta su contacto con las células. A los 28 dias los grupos tuvieron los
mejores resultados. Todos los materiales bioceramicos mostraron niveles de
biocompatibilidad aceptables. En los resultados de nuestro estudio los niveles de
citotoxicidad obtenidos por el MTA Fillapex fueron significativamente altos. Esto
hace que no cumpla la caracteristica de biocompatibilidad de los otros cementos

a base a silicato calcico (Khedmat y cols, 2014).

Willershausen y cols. (2013) evaluaron la influencia de cuatro cementos
reparadores, MTA Angelus, White MTA Angelus, ProRoot MTA y EndoSequence
Root Repair Material, en dos lineas célulares diferentes, fibroblastos del
ligamento periodontal y osteblastos humanos. Tras el fraguado se incubaron
durante 6 h, 24 h, 72 h y 96 h. Se calculd el porcentaje de células viables
considerando el grupo control como el 100% de la viabilidad celular.

En los grupos de los cementos la proliferacion de fibroblastos del ligamento
periodontal fue menor a la del grupo control. Todos los grupos obtuvieron
valores similares. A las 96 horas todos los grupos presentaron una baja
citotoxicidad.

En cambio, en cuanto a la proliferacién de los osteoblastos, el EndoSequence
Root Repair Material obtuvo unos resultados muy similares al grupo control,
siendo estos superiores a los otros grupos. Los niveles de proliferacion celular de
los grupos de estudio fue muy similar cuantitativamente en las dos lineas
celulares. El nivel de crecimiento en el grupo control fue mayor en el grupo de
los fibroblastos del ligamento periodontal comparado con el grupo control de los
osteoblastos. Esto puede conllevar diferencia si los resultados de citotoxicidad

los analizamos porcentualmente, dando el cien por cien al grupo control.
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Ciasca y cols. (2012) utilizaron odontoblastos humanos para comparar los
cementos reparadores EndoSequence Root Repair Material, ERRM fluido y
ProRoot MTA, y se uso AH Plus como control positivo.

En la primera fase, en la que se evalud el contacto directo de las células tras 48
h, el MTA, y ambas presentaciones de ERRM no afectaron el crecimiento ni a la
morfologia celular. EL AH Plus, causd el desprendimiento de las células,
derivando en una masiva muerte celular. La presencia de AH Plus produjo una
zona clara rodeando el material en donde no se pudieron observar células. En
este estudio no se describe si se permitié el fraguado completo de estos.

En una segunda fase se estudid la expresion de citoquinas por PCR. El orden de
la presencia de citoquinas menor a las 24 h fue: MTA, ERRM y ERRM fluido, sin
que existieran diferencias significativas. A las 48h se redujo la expresion de
citoquinas en todas las muestras. Esto nos permite concluir que estos cementos
pierden citotoxicidad con el tiempo. Los resultados también indican que el Endo

Sequence Root Repair Material presenta una biocompatibilidad similar al MTA.

Zhu y cols. (2014) realizaron un estudio en el que se evalud la adhesion,
migracion y fijaciéon de células madre pulpares con biosilicatos, BioAggregate
(Innovative Bioceramix, Vancouver, BC, Canada) y el ProRoot MTA (Dentsply,
Tulsa, OK)

Para la valoracion de la viabilidad celular se utilizaron elusiones en varias
concentraciones (sin diluir, 1:2, 1:4), con medidas a 24 h, 48 h y 72 h. Se midié
la densidad dptica de las células por ensayo de inmunoabsorcion..

El BioAggregate presento mejores resultados que el grupo control y que el MTA.
Los resultados presentados por el TotalFill BC Sealer son similares a los
presentados por el BioAggregate. En cambio el MTA Fillapex presenta unos
resultados muy inferiores tanto a el grupo control como los otros selladores.

El ensayo de adhesion celular se realizd utilizando colageno de tipo I y una
medicion a 24hs. Todos los grupos tuvieron valores muy similares al grupo
control. El BioAggregate sin diluir fue el Unico valor mayores con respecto al
grupo control, os grupos tuvieron valores muy similares. Este dato coincide con

los resultados del TotalFill en la misma concentracion y tiempo. A las 24 hs el
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MTA Fillapex presentd unos resultados significativamente inferiores a los del
grupo control.

Coincidiendo con nuestra metodologia, la evaluacion de la migracion celular se
realizd mediante un ensayo de “curacién de herida” a las 24 h. En nuestro
estudio se realizaron mediciones a las 24 y a las 48 h. Zhu y cols. (2014)
encontraron que los selladores estudiados promueven la migracion HDPC de una
manera dependiente de la concentracion, resultado que coincide con nuestros
resultados en el caso del TotalFill. En caso del MTA Fillapex no existid migracién.
Para este estudio las células utilizadas fueron células madre pulpares, debido a
que los cementos reparadores, que entre sus indicaciones presentan su uso
como recubrimiento pulpar directo; podrian tener que estar en contacto con el
tejido pulpar expuesto y con las células madre que puedan existir en él. En
nuestro estudio utilizamos células madre del ligamento periodontal, debido a que
son las células que pueden verse afectadas con el contacto con los selladores
radiculares.

La fijacién célular y la morfologia de las células fijadas se observd con
microscopia electronica de barrido (MEB). Se observaron un elevado nimero de
células de morfologia alargadas sobre los discos de BioAggregate y MTA.
También se observaron numerosas extensiones citoplasmaticas delgadas que se
proyectaban desde la célula a la superficie circundante o células adyacentes.

En nuestro estudio, el nimero de células fijadas sobre el Fillapex fue muy
reducido, mientras que las fijadas en los discos de TotalFill presentaban una
morfologia fibroblastica, bien adheridas y en elevado nimero.

La adhesion celular y la migracion estan estrechamente coordinados y procesos
criticos para la reparacién de tejidos en una variedad de condiciones fisioldgicas
y patoldgicas.

Mukhtar-Fayyad (2011) realizd un estudio donde evalud la citotoxicidad del
BioAggregate y iRoot mediante MTT, usando 5 diluciones (sin diluir, 1:2, 1:10,
1:50, y 1:100) que se expusieron las células 24, 72h y 7 dias.

Los resultados obtenidos por las muestras a altas concentraciones (sin diluir, y la
1:2 y 1:10) fueron significativamente mas bajas que el grupo control. Con las

concentraciones de 1:50 y 1:100 los resultados fueron muy cercanos al grupo
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control. El iRoot obtuvo valores indicativos de ligera toxicidad, mientras que el
BioAggregate se pudo considerar moderadamente citotdxico.

Este estudio coincide en dos de los tiempo (24 y 72 h) y 2 concentraciones (sin
diluir y 1:2) con nuestro estudio.

En los resultados obtenidos en nuestro estudio de los valores de viabilidad
celular, para todas las concentraciones y tiempos coincidentes, los datos del
TotaFill fueron muy superiores a los descritos para el iRoot y para al
BioAggegate, siendo superiores también al grupo control. Una de las posible
explicaciones de esta variacion en los resultados es que el tiempo de fraguado
del estudio fue el que recomienda el fabricante, que segun algunos estudios es
demasiado corto para el fraguado completo del material (Loushine y cols., 2011).
En este estudio no se especifican las condiciones de humedad mantenidas
durante el fraguado. El fraguado de los selladores en base a silicatos necesita
humedad, con lo que una posible ausencia de humedad puede tener influencia
en los resultados. Con lo que podemos estar analizando datos de un material sin
un fraguado completo.

Los valores que obtiene Mukhtar-Fayyadson en su estudio son porcentuales con
respecto a el grupo control. Otra de las posibles razones de la diferencia de
resultados puede ser que, al analizar diferencias porcentuales con el grupo
control, no se analizan datos cuantitativos del crecimiento celular, con lo que no
podemos realizar una comparacidon cuantitativa del las células con nuestro
estudio. El valor porcentual, ademas, dependera del tipo y potencial de
crecimiento de las células utilizadas.

En este estudio el efecto citotoxico fue dependiente de la concentraciéon del
extracto en la elusion, sin que el tiempo fuera un parametro influyente. En
nuestro estudio el TotalFill tuvo una mayor proliferacién porcentual comparativa
con el grupo control a las 24 h en todas las concentraciones. Y a partir de ese
momento, las diferencias a favor del grupo del TotalFill con respecto al grupo
control disminuyen.

El MTA Fillapex presentd valores mucho mas bajos que los obtenidos por los dos
selladores analizados en el estudio en los tiempo y diluciones coincidentes. En

nuestro estudio el sellador que presenta una reduccidn importante de la
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viabilidad celular, segun el avance de las medidas de tiempo con respecto al
grupo control, es el AH Plus. También existe una relacion importante con la

concentracion.

Zhang y cols. (2010) evaluaron la citotoxicidad del iRoot SP, comparandolo con
otro sellador de resina epdxica, el AH Plus y con un cemento reparador, el MTA,
en fibroblastos de ratdn. Se utilizd un ensayo de difusion de filtro y un ensayo
de MTT. En el primero se realizo la evaluacion del material justo tras la mezcla y
tras permitir el fraguado durante 24 h, mientras que para el segundo solo se
evaluaron las muestras fraguadas. El iRoot se considerd ligeramente citotdxico.
En nuestro estudio no se valoré el material antes de su fraguado. Tras el
fraguado, al igual que en nuestro estudio, el sellador se pudo considerar no
citotoxico. La citotoxicidad inicial del iRoot se puede deber a que la superficie
tiene un pH alcalino debido a que durante su fraguado se produce hidroxido de
calcio (Zhang, 2009).

El AH plus presento valores moderada y ligeramente citotdxicos, antes y después
del fraguado, respectivamente, presentando diferencias significativas con el
grupo control y el grupo del iRoot. En este estudio presenta unos valores de
citotoxicidad similares. Esto podria deberse al contacto con pequefas cantidades
de formaldehido o por la liberacidon de amina y componentes de la resina epoxica
del sellador (Azar, 2000).

Zhou y cols. (2015) evaluaron los mismos selladores que utilizamos en nuestro
estudio en fibroblastos humanos. Se realizd la evaluacion tras la mezcla y tras el
fraguado del material (triple del tiempo que recomienda el fabricante). El medio
de cultivo de puso en contacto durante 24 h, considerado tiempo 0, y se
obtuvieron resultados cada siete dias, hasta las 4 semanas. Las Diluciones
utilizadas fueron 1:2, 1:8, 1:32 y 1:128.

En el estudio de citotoxicidad Fillapex sin fraguar no permitié viabilidad celular en
la concentracion mas alta (1:2) y el resto de diluciones no presentaron
diferencias con el grupo control. Con el material fraguado, no permitié la

viabilidad celular en la concentracion 1:2, dato que coincide con nuestros
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resultados. En las dos elusiones de menor concentracion no presentd diferencias
con el grupo control, presentando una relacion de toxicidad dependiente de la
concentracion.

AH Plus presentd una alta citotoxicidad sin fraguar en altas concentraciones y
similar al control en baja concentracion. Con material fraguado solo mostrd
citotoxicidad en la concentracién mas alta (1:2), el resto de los grupos fueron
similares al grupo control. Estos datos no coinciden con los obtenidos en
nuestros resultados. Los resultados fueron, dependientes tanto del tiempo como
de la dosis. Estos datos no coinciden con los obtenidos en nuestros resultados,
ya que no dependieron de la concentracion de la misma manera.

El BC Sealer presentod unos resultados iguales a los del grupo control, en todas
las concentraciones y tiempos, fraguado como sin fraguar. Resultado que
coincide con el obtenido en nuestro estudio, lo que indica su citocompatibilidad.
La adhesién se evalud @ 24y 72 h, y a los 7 dias. Los dos primeros tiempos
coinciden con nuestro estudio. Existid6 una adhesidon y propagacion de células
sembradas en AH Plus y BC Sealer a lo largo de la superficie del material, ambas
con tipica morfologia de fibroblastos, tras una noche. El nimero de células
adheridas se incrementd con el tiempo. Tras siete dias, las superficies de ambos
grupos estaba totalmente recubierta de células, con una mayor de densidad de
fibroblastos en el AH Plus. En nuestro estudio comparamos la adhesion celular
con el grupo control, obteniendo mejores resultados con el TotaFill BC Sealer,
pero sin diferencias con el AH Plus; el crecimiento celular también aumentd con
el tiempo en ambos grupos. Para MTA Fillapex las células no presentaban la
morfologia tipica, eran redondas y débilmente unidas a la superficie del material
en todos los tiempo observados. No se aprecid proliferacién celular, como en

nuestro estudio.

Chang y cols. (2014) compararon la citotoxicidad, la respuesta inflamatoria, el
efecto osteogénico y el mecanismo de sefalizacion de estas actividades
bioldgicas, de cuatro selladores radiculares Sealapex, Apatite Root Seales (RS;

Dentsply Sankin, Tokyo, Japan), MTA Fillapex y iRoot SP.
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Tras la obtencidn de resultados de viabilidad celular a 3, 7 y 14 dias, ninguno de
los selladores probados tuvo un efecto citotdxico sobre células del ligamento
periodontal, segun lo determinado por el ensayo MTT. Los datos en relacion al
BC Sealer son similares a nuestros resultados. Los datos obtenidos en el caso del
Fillapex a las 72h, no coinciden, siendo muy inferiores en nuestro estudio. La
discrepancia en los resultados puede deberse probablemente a los diferencias
tipos de células, condiciones y medios experimentales.

A través de la medicidn de las actividad de la fosfatasa alcalina, se encontré que
el MTA Fillapex, ARS, y iRoot SP promueven la diferenciacion osteoblastica de
PDLCs en un mayor grado que Sealapex. Evaluando los mediadores de la
inflamacién, se observd que Sealapex presentaba valores de expresion mayores

que el resto de selladores. Ninguno produjo una respuesta inflamatoria severa.

Guven y cols. (2013) realizaron un estudio en el que compararon la citotoxicidad
a través de MTT y un ensayo de adhesion celular, de los cementos selladores
iRoot, MTA Fillapex y AH Plus con células madre germinales de dientes humanos.
Los periodos de evaluacion del material ya fraguado fueron de 24y 72 h,y 7 y
14 dias. Los dos primeros tiempos son coincidentes con los de nuestro estudio,
sin embargo en este estudio se prolonga las obtencién de resultados, los cuales
indicaron que el MTA Fillapex tuvo una citotoxicidad significativamente mayor
que el grupo control. El iRoot obtuvo resultados similares al grupo control. EI AH
Plus mostrd niveles similares al grupo control y al iRoot en la primera (24 h) y
Ultima (14 dias) medicion, obteniendo valores significativamente mas bajos a las
72 h y a los 7 dias En nuestro estudio el Totalfill también tuvo resultados mas
bajos de citotoxicidad que el grupo control. Este aumento en la viabilidad celular
a mayor tiempo no lo podemos evaluar por la ausencia de datos en nuestro
estudio.

Los mayores niveles de adhesion en todos los tiempo los obtuvo el iRoot,
siendo similares a los del grupo control. En nuestro estudio los mayores
resultados también fueron obtenidos por el grupo del TotalFill BC Sealer, con

valores superiores a los del grupo control. Igual que en nuestro estudio, tras el
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valor a las 24 horas, MTA Fillapex produjo un elevado efecto citotdxico,
reduciendo el nimero de células adheridas a la superficie.

En el grupo del AH Plus, durante el primer dia, existié una baja adherencia de
células que aumentd con el paso del tiempo. En nuestros datos la adherencia
también van disminuyendo, tanto en el grupo control como en el TotalFill con el

aumento del tiempo.

Zoufan vy cols. (2011), evaluaron cuatro selladores EndoSequence BC sealers ,
AH Plus, GuttaFlo y Tubli-Seal, tras la mezcla y fraguados (3 dias), utilizando
fibroblastos de ratdn. Se utilizaron tres concentraciones. Se cultivaron las células
24 y 72 horas con cada elusion.

El AH Plus en fresco, fue el que mostré una mayor citotoxicidad. Con los
selladores fraguados, el AH plus fue mas citotoxico a las 24 h con una sola
disolucion, mientras que a las 72 h fue con las dos.

La alta toxicidad del AH Plus tras su mezcla se podria deber a la liberacién inicial
de formaldheido y por el componente de resina epdxicas.

En los grupos del BC Sealer, los porcentajes de viabilidad celular estuvieron entre
el 90 y el 100% en todos las elusiones. Estos datos, aunque confieren unos
valores de no citotoxicidad, son inferiores a los obtenidos en nuestro estudio.
Los valores siempre fueron superiores a los del grupo control.

En la pruebas realizadas con los selladores fraguados la diferencia en la
concentracion de células influye en los resultados.

Cuando BC Sealer fue dejado en la mesa de trabajo a temperatura ambiente no
fragud, incluso después de 2 meses. Cuando el BC se colocd en una incubadora
de células durante 24 h liberd un liquido de color claro, pudiendo ser agua

resultante de la reaccion de fraguado.

Loushine y cols. (2011) realizaron un estudio de citotoxicidad in vitro con
osteoblastos de ratén, comparando la respuesta de tres selladores (BC Sealer,
AH Plus y Pulp Canal Sealer EW). La evaluacion se hizo a las 24 h tras la mezcla
del sellado y durante 5 semanas, realizando una valoracion porcentual con

respecto al grupo control. Todas las muestras presentaron una severa
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citotoxicidad a las 24 h. El AH Plus disminuyd la citotoxicidad de manera gradual
durante las 6 semanas, pudiendo considerarse no citotdxico a partir de la tercera
semana. Sin embargo, el Endosequence BC Sealer mantuvo la citotoxicidad hasta
la quinta semana, llegando solo a partir de la sexta semana a considerarse
moderadamente toxico. Este estudio reporta valores con una gran diferencia a
los obtenidos en nuestro estudio, siendo los mas bajos de la literatura evaluada.
El exceso de humedad en los conductos también puede alterar el fraguado.

La diferencia en los resultados puede estar relacionada con la diferente linea
celular utilizada para el estudio, asi como la forma en la que fueron expuestas las
células a los extractos analizados.

Antes de su fraguado final, los selladores tiene la posibilidad potencial de liberar
productos citotdxicos, causando una irritacion tisular y ralentizando o evitando la
curacion. El exceso de humedad en los conductos también puede alterar el
fraguado. Por lo que en el articulo de Loushine y cols. (2011) concluye que
existe una correlacion entre el tiempo de fraguado del cemento y su nivel de
toxicidad.

Se pudo observar un fluido en las muestras de EndoSequence BC Sealer cuando
este fragua en una camara de humedad relativa del 100%, igual que se observd
en el estudio de Zoufan y cols. (2011). En nuestro estudio, observamos tanto en
Totalfill como en Fillapex diferentes fluidos tras el fraguado. En relacién al MTA
Fillapex observamos una solucion de tipo resinosa que continuamente estaba
presente en el medio de cultivo mientras que en Totalfill un pequefio exudado
claro que se elimind antes de anadir medio de cultivo y que no volvid a aparecer

durante todo el experimento.

Bin y cols. (2012) realizaron un estudio en el que se evalué el MTA Fillapex,
comparandolo con el WMTA (MTA blanco) y con el AH Plus. Se usaron extractos
a varias concentraciones, analizando las muestras tras las 24 h, 48 hy 72 h de
fraguado, todos con un tiempo de contacto con las células de 24 h. En este
estudio, el MTA Fillapex fue el sellador mas citotoxico, dato que concuerda con
nuestros resultados. EI MTA Fillapex presentd una alta citotoxicidad en los

grupos de altas concentraciones (1:1, 1:2, y 1:4). En los grupos de menores
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concentraciones los resultados mejoran. EL AH Plus en altas concentraciones
presentaba unos altos niveles de citotoxicidad. En nuestro estudio también
presentan diferencias con el grupo control. En nuestro estudio los valores
iniciales de crecimiento celular son mayores, y luego se enlentece el crecimiento.
La diferencia en la primera muestra horaria podria deberse a que se cultivan las

células con el sellador recién mezclado, sin que exista un tiempo de fraguado.

El MTA Fillapex se compar6 en un estudio de evaluacién de la citotoxicidad de
selladores en fibroblastos con el AH Plus, Epiphany, Endomethasone N, EndoReZ,
Pulp Canal Sealer eWT, RoekoSeal y Sealapex a través de un ensayo por MTT.
Se evaludé inmediatamente tras la mezcla y durante obteniendo resultados
semanalmente durante 5 semanas. Al igual que en otros estudios, se valord la
citotoxicidad de manera porcentual con respecto al grupo control.

El Fillapex obtuvo los peores valores de todos los selladores comparados,
presentando una citotoxicidad severa hasta la tercera semana, a partir de la cual
no superd los valores de citotoxicidad moderada, con diferencia significativas a
las 5 semanas con todos los selladores. Ninguno de los otros selladores presentd
citotoxicidad tras 5 semanas. Los malos resultados del Fillapex coinciden con
nuestros resultados, aunque en nuestro estudio no existe una mejora de
resultados con el paso del tiempo. El periodo que evaluamos fue
considerablemente menor. El AH Plus presento valores de citotoxicidad moderada
tras la mezcla, leve a los 7 dias; el resto de valores estaban dentro del rango de
no citotdxicos. En los tiempos analizados en nuestro estudio, mas cortos, no
apreciamos la tendencia de mejora en los valores de viabilidad celular que

existen en este estudio con el paso del tiempo (Silva y cols., 2013a).

En otro estudio del mismo grupo (Silva y cols., 2013b) se evaluaron las
propiedades citotdxicas del MTA Fillapex y el AH Plus a través de un estudio por
MTT. Las mediciones fueron realizadas tras la mezcla del material y una por
semana durante 4 semanas sucesivas, usando muestras sin diluir.

Los resultados obtenidos por el MTA Fillapex indican que fue severamente

citotdxico durante todo el periodo experimental y fue significativamente mas
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citotdxico que AH Plus. Estos resultados coinciden con los datos de nuestro
estudio. EI AH Plus obtuvo un resultado moderadamente tdxico en fresco,
medianamente toxico la primera semana y no fue citotdxico tras dos semanas. El
aumento de la viabilidad celular que se presenta en este estudio, hasta llegar a
los niveles del grupo control, no se aprecia en las primeras 72 h, tiempo mas

largo de nuestro estudio.

Se realizd un estudio de citotoxicidad de un nuevo sellador de conducto BioRoot
RCS (biosilicato), comparandolo con el Pulp Canal Sealer, un sellador de éxido de
cinc con eugenol. Se realizd un estudio de contacto directo, contacto indirecto y
un estudio de proliferacion célular. Este trabajo muestra que el cemento de
silicato tricalcico (BioRoot RCS) es menos tdxico para las células PDL que el Pulp
Canal Sealer. El extracto de BioRoot RCS presentd una disminucién significativa

en la viabilidad celular tras 2 dias de contacto. (Camps y cols. 2015).

Zmener y cols. (2012), en un estudio de implantaciéon subcutanea, compararon la
citotoxicidad de Fillapex y el cemento de Grossman (control positivo).

Tras 10 dias existia presencia de tejido conectivo fibroso, que fue aumentando
en grosor tras 30 y 90 dias con un infiltrado inflamatorio severo. A los 90 dias
las ocho muestras del Fillapex continuaban presentando una reaccidon severa,
mientras que 7 de las 8 muestras del cemento de Grossman habian reducido su
inflamacién presentando una reaccidon moderada, presentando diferencias
significativas.

Es posible que las resinas no polimerizados tras la degradacidon por accion
enzimatica produzcan subproductos toxicos causante de las reacciones
inflamatorias severas.

Concluyeron que Fillapex cuando se implanta en tejidos subcutaneos en ratas

mantiene su toxicidad incluso después de 90 dias.
La respuesta tisular del tejido conectivo subcutaneo del MTA Fillapex fue

comprada con el MTA y el Selapex en ratas (Gomes-Filho y cols. 2012), desde 7

hasta 90 dias, valorando el grado de inflamacién y la presencia de necrosis. A los
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7 dias todas las muestras presentaban inflamacion, que se fue reduciendo con el
tiempo. A partir de los 15 dias los grupos del MTA Fillapex y el MTA presentaron
valores de inflamacion leve, sin diferencia significativa entre ellos. Tampoco
presentaron presencia de necrosis en ningun caso. Solo el grupo del Selapex
presentaba valores de inflamacién intensa que se redujo a los 30 dias.
Concluyendo que, en el modelo de rata, el MTA Fillapex produjo reacciones
tisulares similares al MTA. Estos resultados no coinciden con el resto de estudios
de implantacion subcutanea y con los resultados de los estudios in vitro como el

nuestro.

Gomes-Filho y cols. (2013) compararon el resultado histologico de selladores
(Sealapex, Endo-CPM y MTA Fillapex). Todas las muestras presentaron areas de
resorcion en el cemento radicular en diferentes areas. En estas habia tanto zonas
activas como inactivas. Presentaron un infiltrado inflamatorio intenso en el area
periapical.

Con el MTA Fillapex en 1 caso sucedi6 el cierre biolégico de apice mientras que
9 presentaron una ausencia completa o parcial de respuesta. Tanto la extension
como la intensidad del proceso inflamatorio se valoré en un grado 4 sobre 4
puntos. Los resultados del resto de los selladores fueron muy similares.
Concluyeron que el MTA Fillapex obtuvo resultados similares a los obtenidos con
Sealapex y Endo-CPM, con respecto a los diferentes criterios histopatoldgicos

analizados.

Marques y cols. (2013) analizaron la reaccion inflamatoria en tejido subcutaneo
en ratas comparando el MTA Fillapex con un cemento de dxido de cinc con
eugenol a 7 y 15 dias. La evaluacion histolégica mostré que ambos materiales
causaron una intensa/moderada reaccion inflamatoria a los 7 dias que disminuy6
con el tiempo. Mientras que a los 15 dias presentaban un grado de inflamacion
moderado, con la existencia de muchas fibras de colageno indicando la curacién
del tejido. El grupo del MTA Fillapex obtuvo los mejores resultados. Los cementos

de oxido de cinc con eugenol causaron un infiltrado inflamatorio severo.
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Bdsio vy cols. (2014) también compararon la respuesta tisular en tejido
conectivo subcutaneo de ratas. Los materiales fueron dos cementos selladores de
conductos radiculares iRoot SP, Fillapex y dos cementos reparadores
Bioaggregate y White MTA. Se evalud el grado de inflamacién, la presencia o
no de la macréfagosn células gigantes multinucleadas y tejido necrotico, en
periodos de 7, 15, 30 y 90 dias. Los cementos reparadores tuvieron los mejores
resultados, con respuestas similares respecto a los del grupo control. Esta
diferencia fue significativa con respecto a los dos cementos selladores hasta los
15 dias. A partir de los 30 dias la diferencias fueron significativas solo con el
grupo del Fillapex. Los materiales fueron biocompatibles, excepto MTA Fillapex,
que siguid siendo tdéxico para el tejido subcutaneo, incluso después de 90 dias.
Los resultados obtenidos en este estudio estan en la linea de los resultados in

vitro obtenidos en nuestra investigacion.

En otro estudio de implantacion subcutanea se realizd una comparacion entre
dos cementos reparadores bioceramicos, el MTA y el Endosequence Bioceramic
Root Repair (EBRR) Material a 7 y 30 dias.

Los dos grupos presentaron una capsula de tejido fibroso, que aumentd su
grosor con el paso del tiempo, significativamente mayor que la del grupo control.
Tanto el MTA como el EBRR produjeron una reaccion inflamatoria
significativamente mayor que los observados en el grupo control. Esta reaccion
de moderada a severa a los 7 dias, fue disminuyendo significativamente hasta
los 30 dias. Comparando los dos grupos, ERRM produjo efectos

significativamente menos perjudiciales que MTA (Khalil y Abunasef, 2015).

Las células madre son células indiferenciadas que tiene capacidad para
autorrenovarse y diferenciarse a multiples estirpes celulares (Weissman, 2000;
Moraleda, 2004,) y su estudio ha avanzado mucho en las Ultimas décadas. El
uso de diferentes lineas celulares de células madre dentales para la realizacién
de pruebas citotdxicas con selladores abre una nueva linea de estudio en la

biocompatibilidad de los cemento endoddncicos.
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No hemos encontrado ningun estudio en el que se evalle la citotoxicidad de los

cementos selladores en las células madre del ligamento periodontal.

D’Anto y cols. (2010) estudiaron la capacidad dos cementos de silicato calcico, el
MTA y el cemento Portland, para inducir proliferacion, adhesién y migracion de
las células madre de médula 6sea humana (hMSCs). La viabilidad y proliferacion
celular se analizd tras un periodo de incubacién de 1 hasta 28 dias. En las
muestras del MTA se observd una reduccién significativa en la adhesion celular
con respecto al grupo control. En el grupo del cemento Portland se vieron células
de forma circular, de las cuales muy pocas estaban vivas.

Durante los 7 primeros dias no existio diferencia en la proliferacion celular en los
grupos del MTA con respecto al grupo control. A partir del dia 14 el MTA tuvo
una mayor proliferacion celular con diferencias significativas con respecto al
grupo control. El cemento Portland tuvo unos resultados menores en todos los
casos, con diferencias significativas a partir del tercer dia.

La migracidon de células madre de médula 6sea humana fue significativamente
mayor en comparacion con el grupo control negativo y el grupo de cemento
Portland. Sin embargo, la capacidad migratoria de las células madre de médula
6sea fue mas marcada en el grupo de control positivo que en el grupo MTA. El
cemento Portland obtuvo resultados similares a los observados en el grupo de
control negativo. En este estudio se presenta la primera evidencia in vitro de un
efecto de migracion de células madre mesenquimales por el MTA. En nuestro
estudio los dos cementos selladores de silicato calcico producen un efecto
totalmente diferente en cuanto a la migracion celular. El Fillapex, en las
concentraciones utilizadas, no permite practicamente la viabilidad celular, con lo
que los valores de migracion son nulos. El TotalFill presenta valores superiores al
grupo control, induciendo una mayor migracion celular a las 24 h. A las 48 h, en
el ensayo de “curacion de herida”, hay un cierre completo en ambos grupos. Por
lo que su capacidad de induccidn a la migracidn celular es al menos la misma que

el grupo control.
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En otro estudio (Schneider 2014) en el que se evalla la proliferacion y la
migracion celular, se utilizaron células madre de la papila apical con MTA blanco
(WMTA). Al igual que en nuestro estudio, se realizd la caracterizacién
inmunofenotipica de las células. Esto es imprescindible para asegurar el tipo de
células con el que se esta realizando el ensayo.

Se evalud el MTA tras 1 h y 24 h de fraguado. Ambos produjeron una induccién
en la migracion celular temprana y a corto plazo. Desde al primera hasta la sexta
hora produjo una induccién a la migracidon significativamente superior al grupo
control. Este efecto se redujo gradualmente hasta las 48h. A las 72 h hubo otro
pequefo aumento en la induccién de la migracion.

Las células fueron expuestas a los grupos durante una hora, tras lo que se valoro
la proliferacion celular. Los grupos de MTA presentaron un aumento significativo
a las 24 h de la proliferacién celular con respecto al grupo control. Nuestros
datos coinciden con el grupo del TotalFill. A los 5 dias solo el MTA fraguado
durante 24 h presentd diferencias significativas. Eso se puede deber a que las
diferentes liberaciones de calcio segun el fraguado del material. El calcio podria
inducir una reaccion téxica e inflamatoria (Gandolfi y cols. 2010). A los 7 dias el

grupo control presentd mejores resultados que los grupos del MTA.
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IV. CONCLUSIONES
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Tras el analisis de los resultados obtenidos en las condiciones de este estudio, y
respondiendo a los objetivos planteados, se puede concluir que cada material
tiene un comportamiento diferente, con las siguientes caracteristicas:

TotalFill mejora la proliferacién de las células madre del ligamento periodontal.
AH Plus presenta unos valores de proliferacion celular disminuidos. MTA Fillapex
disminuye considerablemente la proliferacion de las células madre del ligamento
periodontal

TotalFill no produce apoptosis de las células madre del ligamento periodontal,
mientras que MTA Fillapex la aumenta y AH Plus no produjo un aumento de la
apoptosis célular.

La migracién celular se incremento con TotalFill, se redujo con AH Plus y fue
inexistente con MTA Fillapex en las células madre del ligamento periodontal.

La adhesion celular mejord con TotalFill y disminuyé con AH Plus y MTA Fillapex.
La disminucion en este grupo fue mayor que la ofrecida por AH Plus.

La morfologia de las células sembradas sobre AH Plus y TotalFill fue correcta.
MTA Fillapex presentd una fijacion celular muy limitada.

La hipotesis nula se cumple parcialmente. Se puede establecer que TotalFill no
presenta citotoxicidad, mientras que tanto MTA Fillapex como AH Plus
presentan citotoxicidad en las células madre del ligamento periodontal.
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