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Resumen
Objetivo: Comparar la citotoxicidad del bioceramico con la de MTA, en cultivos celulares de fibroblastos a diferentes
periodos de tiempo (4, 24, 48, 72 horas y 1 semana). METODO: Estudio experimental in vitro, en cultivos celulares (linea
celular de fibroblastos de pulpa dental humana) estandarizados con ensayo de linealidad celular. Se emplearon placas de
96 pozos donde se sembraron 10.000 células por pozo y se permitio la adherencia por 24 horas, para posteriormente,
aplicar los materiales experimentales. Se evaluaron tres grupos (cinco repeticiones o pozos por tratamiento), grupo 1:
control cultivo sin ninglin material experimental, 2 grupo: cultivo expuestos al Bioceramico. 3 grupo: cultivo expuestos al
MTA. Se clasificaron las cinco placas de acuerdo con los tiempos de lectura: 4, 24, 48, 72 horas y una semana, en los
cuales se evalud el grado de citotoxicidad por medio del test de Resazurina (ensayo colorimétrico para la viabilidad celular y
la proliferacion). La lectura se realizo con el lector TECAN GENios. Finalmente se realizé un analisis estadistico para
comparar el grado de viabilidad celular, los resultados se sometieron a una Prueba de t student y analisis de varianza
completamente al azar con arreglo factorial (A x B) usando el Software SPSS 20. RESULTADOS: Al evaluar el grado de
citotoxicidad de los dos materiales bioceramico MTA se comprueba que no hay diferencias (p>0.05) en promedio entre los
dos materiales en los tiempos de evaluacion 4, 48, 72 horas y una semana post aplicacion al cultivo. A las 24 horas si se
presentaron diferencias significativas entre los materiales. Se presenté un cambio dependiente del tiempo, a las 72 horas la
viabilidad celular presento un aumento en los dos grupos experimentales. CONCLUSIONES: |a viabilidad celular de los dos
materiales evaluados tiene un comportamiento diferente a las 24 horas post aplicacion de los materiales. El tiempo tiene un
efecto directo sobre la proliferacion de los cultivos dado que a las 72 horas aumenta independientemente del material
evaluado
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ABSTRACT

Objective: Compare the cytotoxicity of Bioceramic with MTA in fibroblast cell cultures at different periods of time (4, 24, 48,
72 hours and 1 week). Method: An experimental study in vitro, in cell cultures (cell line fibroblasts of dental human pulp)
standardized with a cellular linearity assay. 96-well plates where 10,000 cells per well were seeded and was allowed
adherence per 24 hours for subsequent application of the experimental materials. Three groups were evaluated (five
repetitions or wells per treatment). Group 1: Control culture without any experimental material. Group 2: culture exposed to
Bioceramic. Group 3: culture exposed to MTA. Five plates were classified according to the reading times: 4, 24, 48, 72
hours and one week, in which the degree of cytotoxicity was assessed by the Resazurin test (colorimetric assay for cell
viability and proliferation). The reading was performed with the TECAN GENIOS plate reader. Finally, a statistical analysis
was performed to compare the degree of cell viability, the results were subjected to a t student test and completely
randomized to a factorial arrangement (A x B) using the software SPSS 20. Results: Evaluating the degree of cytotoxicity of
both materials, Bioceramics and MTA, it is found that there is no difference (p> 0.05) on average between the two materials
at the time of assessment; 4, 48, 72 hours and one week after application from material to the culture. But 24 hours later
significant differences between the materials were revealed. It occurred a change independent from time, at the 72 hours the
cellular viability showed an increase in both experimental groups. Conclusions: According to the data obtained in this study
cell viability both evaluated materials be have differently while 24 hours post application, also time has a direct effect on the
proliferation of cultures due to at 72 hours increases regardless from material evaluated

Keywords: Cytotoxicity, Bioceramic, Mineral Trioxide Aggregate, pulp fibroblasts.
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Introduccion

La pulpa dental forma parte del complejo
dentino pulpar, el cual tiene su origen
embriologico, en la papila dental (tejido
ectomesenquimatico). Esta compuesto por
matriz colagena, rica en proteinas, en la
cual existe un intercambio de nutrientes. En
la zona periférica de la pulpa se encuentra
una zona rica en células, que tienen la
caracteristica de diferenciarse, siguiente a
esta zona se encuentra una zona pobre de
células y en lo mas profundo se encuentra

la pulpa propiamente dicha. ("4

La pulpa esta formada por una variedad de
células, como los  odontoblastos,
fibroblastos y células del sistema inmune. Lo
odontoblastos son las células encargadas
de la formacién de la pulpa dental y de la
dentina, también tienen la funcién de
realizar la formacién de todos los tipos de
dentina durante los procesos de reparacion.
Los fibroblastos son las células encargadas
de la sintesis de las fibras colagenos,
reticulares, y  elasticas, y de los
carbohidratos complejos de las sustancias
fundamentales y capaces de producir todos
los componentes de la matriz extracelular,

por dultimo se encontré las células del

sistema inmune como Ilo son los
macrofagos,  linfocitos,  leucocitos vy
polimorfonucleares, las cuales actuaran en

los procesos inflamatorios. '

La pulpa dental al ser parte del complejo
dentino pulpar se puede ver afectada por
patologias externas tales como la caries, el
trauma dental o procesos de restauracion,
cuando esta se ve involucrada, la primera
patologia pulpar que se observa es la

pulpitis reversible. ('

La pulpitis reversible es un estado de la
pulpa dental donde se presenta una
inflamaciéon leve, en este estado la pulpa
puede recuperarse cuando la causa de la
patologia es eliminada con el tratamiento
adecuado. La caracteristica de esta
patologia es la presencia de un dolor leve o
severo, cuando se presenta un estimulo y
cesa cuando se retira el estimulo. El
tratamiento a realizar es una terapia pulpar
vital con el fin de mantener las funciones
normales de la pulpa y su vitalidad. Como
parte de las terapias pulpares vitales se
encuentra el recubrimiento pulpar directo,
las pulpotomias y el recubrimiento pulpar
indirecto, se realizan las dos primeras

terapias cuando existe una exposicion real



de la pulpar dental y la ultima cuando existe
una caries con gran compromiso de la

dentina.™*

La pulpotomia y el recubrimiento pulpar
directo, tienen como objetivo conservar la
vitalidad del tejido pulpar, prevenir el dolor y
la inflamacién. Al realizar este tipo de
procedimientos, se debe tener en cuenta
que existe un contacto directo con las
células vitales de la pulpa dental pre-
existente. Identificar cuales son los efectos
adversos generados por los materiales a
nivel celular, es de gran importancia vy
ayuda, ya que esto nos ayudara a identificar
que las terapias pulpares vitales mantengan
su objetivo, el cual es preservar la pulpa

dental. ©®

La realizacién de la terapia vital pulpar,
debe ser realizada con materiales
biocompatibles, que presenten
caracteristicas 6ptimas que proporcionen la
salud y tasas de éxito esperadas de la
terapia, tales caracteristicas son: ser
bactericida, promover la reparacién, baja
toxicidad, no generar pigmentacion,
promocionar la diferenciacion celular,

presentar buena manipulacion. ¢

Se han empleado diversos materiales para
realizar dichos tratamientos, tales como
hidroxido de calcio, formocresol, sulfato
férrico y el oxido de zinc eugenol, a los
cuales se les ha atribuido diversas ventajas

y desventajas. 9

Durante mucho tiempo el Gold estandar de
los materiales para la terapia vital pulpar,
fue el Hidréxido de calcio, el cual presenta
capacidades antimicrobianas y ayuda para
la formacién de dentina secundaria, forma
una capa de células mesenquimatosas
indiferenciadas y proliferacion de
fibroblastos que luego van a dar lugar a
diferenciacion celular tales como
odontoblastos donde estas dan formacién
de un proceso de calcificacion y se puede
observar un puente dentinario. Desventajas
del hidroxido de calcio es su reabsorcion. (1%
11)

La endodoncia ha evolucionado, con el fin
de lograr una mayor tasa de éxito, en los
tratamientos; el desarrollo de recientes
materiales tales como el Mineral Tridxido
Agregado (MTA) y los bioceramicos, los
cuales han sido estudiados y se ha
demostrado que son materiales

compatibles, que pueden ser usados en



diversos tratamientos de la practica
endodontica. Conocido lo anterior, resulta
relevante identificar las propiedades,
comportamiento, viabilidad y citotoxicidad de
estos materiales, al ser usados en los
tratamientos de terapia pulpar vital, ya que
en estos procedimientos se encuentra en
contacto directo con las células de la pulpa

dental. (1213

El objetivo del presente estudio fue
Comparar la citotoxicidad del bioceramico
con la de MTA, en cultivos celulares de
fibroblastos a diferentes periodos de tiempo

(4, 24, 48, 72 horas y 1 semana).

Materiales y métodos

Disefio de estudio: Experimental /In vitro
La unidad de observacién analizada en el
presente estudio fueron los fibroblastos del
tejido pulpar.

Las variables analizadas fueron:

Variables Dependiente: Citotoxicidad
Muerte celular

Variable Independiente: Tiempo

Cultivos celulares

Se realizaron las pruebas con linea celular
de fibroblastos de pulpa dental humana, del

centro de investigacion UIBO. (Figura 1.)

Figura 1. Observacion bajo &l microscopio para
verificar la adherencia de las células

2.7.2. Ensayo de Linealidad

Se realizd un ensayo de linealidad celular,
por medio del cual se conocié la densidad
celular ideal para realizar las pruebas de
citotoxicidad. Para ello se evaluaron
diferentes densidades desde 2.000 hasta
20.000 células por pozo, se evaluaron tres
tiempos (24, 48 y 72 horas) (Figura.2).
Después de este tiempo de incubacion las
células fueron sometidas a tincion con
resazurina 4.4 uM, y se procedié a realizar
la lectura en el equipo TECAN GENIOS a
una longitud de onda de excitacion de 535

nm y 595 nm de emision. (Figura 3.)
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Figura 2 Cultivos de fibroblastos pulpares
con dferente densidad celular, para
realizar el ensayo de linealidad
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Figura 3. Representacion grafica del ensayo de
linealidad para conocer la densidad celular ideal para
realizar las pruebas de citotoxicidad. 3A ensayo de
linealidad las 24 horas. 3B. ensayo de linealidad a las
48 horas. 3C ensayo de linealidad a las 72 horas

Preparacion del Bioceramico y Mineral

Triéxido Agregado

Los materiales Bioceramico y el Mineral

Triéxido Agregado se prepararon de

acuerdo con las instrucciones del fabricante

bajo condiciones de esterilidad. El

Bioceramico su presentacion comercial es

en jeringas que permite la dosificacion del

mismo, el Mineral Triéxido De Agregado

(MTA) se prepara mezclando el polvo con

agua estéril en una proporcién de 3:1, en
loseta estéril, con espatula de metal, luego
del espatulado por un minuto, fue suficiente
para hidratar todas las particulas del polvo y
darle al material una consistencia cremosa.
Este material tiene un tiempo de trabajo de
cuatro a cinco minutos. La mezcla se lleva
con un trasportador de metal hasta los
cultivos experimentales.

Tratamiento de las células

Las células fueron cultivadas en placas de
96 pozos a una densidad de 10.000 células
por pozo en 100 ml de medio de
crecimiento. Después de 24 horas de
incubacion, las células fueron sometidas a
dos tratamientos diferentes. Se
establecieron tres grupos experimentales:
grupo control (células sin estimulo), grupo
Mineral Trioxido Agregado, y grupo
Bioceramico. Se llevaron las células para el
ensayo de rezasurina, para realizar la
prueba de citotoxicidad del Bioceramico y
Mineral  Triéxido Agregado, en los

fibroblastos pulpares. (Figura 4.)



Figura 4. Cultivos de Fibrobl pulp a los dos matariales =
experimentales Mineral Trioxido Agregado y Bioceramico

Ensayo de citotoxicidad (Resazurina)

Los ensayos de citotoxicidad se realizaron
en placas de 96 pozos, en los cuales, se
encontraban las  células 10.000
células/pozo en un volumen de 100
pL/pozo, Se evaluaron tres grupos (cinco
repeticiones por tratamiento), grupo 1:
control  cultivo sin  ningin  material
experimental, grupo 2: cultivo expuestos al
MTA, grupo 3: cultivo expuestos al
Bioceramico. Se clasificaron las cinco
placas de acuerdo con los tiempos de
lectura: 4, 24, 48, 72 horas y una semana,
en los cuales se evalu6 el grado de
citotoxicidad por medio del test de
Resazurina (ensayo fluorométrico para la
viabilidad celular y la proliferacion). La
lectura se realizd con el lector TECAN

GENIOS (Figura 5.) a una longitud de onda

de excitacion de 535 nm y 595 nm de

emision.
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Figura 5, Lecturas en el ios de los cultivos

Método Estadistico:

Posterior a las observaciones en el
microscopio los resultados fueron sometidos
a una Prueba de t student y analisis de
varianza factorial (A x B), para lo cual se
utilizé el Software SPSS version 20. En
este estudio se consideré que existian
diferencias estadisticamente significativa
cuando p< 0.05. Nivel de confianza de

95%

Hipétesis Nula

No existen diferencias entre el
comportamiento, viabilidad y citotoxicidad

entre el Bioceramico y el MTA

Hipétesis Alternas

Existen diferencias entre el comportamiento,
viabilidad y citotoxicidad entre el

Bioceramico y el MTA



Resultados

Para este estudio y segun la metodologia
se efectué ensayo de citotoxicidad, con el
test de Resazurina, para lo cual se
realizaron tres cultivos, correspondiente a:
Control, MTA y Bioceramico, los cuales se
analizaron en cinco tiempos post exposicion:

Tiempo 1 a: 4 Horas

Tiempo 2: 24 horas

Tiempo 3: 48 horas

Tiempo 4: 72 horas

Tiempo 5: a la semana.
Para el tiempo 1 (4h), se obtuvieron
resultados de viabilidad celular del 55,8%
para el MTA y del 649% para el
Bioceramico, en comparacion con el control
que representa el 100%. Se comprueba la
igualdad estadistica en las varianzas con el
test levene trabajado con un p>a 0.05,
siendo los valores (p=0.299) y (p=0.304)
respectivamente, se observa que no existen
diferencias estadisticamente representativas
entre los dos materiales. (Figura.6).
Mediciones realizadas bajo observacion en
microscopio invertido  Zeiss  (Axiovert
40CFL) y el sofware Zen 2012; analizando
cambios morfolégicos en las células, asi

como espacios sin células (Figura.7)

Para el tiempo 2 (24h), la viabilidad celular
fue 75,6% para el MTA vy 48,3% para el
Bioceramico, comparado con el grupo
control de 100%, se evidencia igualdad de
varianzas con el test de Levene con p<
0.05, (p= 0.034) y (p=0.034) con un nivel de
confianza del 95%, evidenciando que
muestran diferencias en promedio entre los
dos materiales siendo mayor el tratado con
MTA. (Figura.6). Observacion de células
bajo el microscopio invertido (Figura.7)

Para el tiempo 3 (48h), la viabilidad celular
fue 90,2% para el MTA y 78,1% para el
Bioceramico, comparado con el grupo
control 100%. Se comprueba la igualdad de
varianzas con el test de Levene (p=0.507) y
(p=0.518). Donde no se demuestran
diferencias estadisticamente significativas
entre los dos materiales a las 48 horas post
aplicacion al cultivo. (Figura.6). se registra
fotografia bajo  microscopio invertido,
después de realizar la prueba de viabilidad
celular (Figura.8)

Para el tiempo 4 (72h) la viabilidad celular
fue 114,1% para el MTA y 101,4% para el
Bioceramico, comparado con el control. Se
comprueba la igualdad de varianzas con el

test de Levene (p= 0.519) y (p=0.531), se



evidencia que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre los dos
materiales a este periodo de tiempo.
(Figura.6). Fotografia bajo microscopio
invertido de los cultivos celulares. (Figura.8)

Para el tiempo 5, cultivos expuestos v,
leidos a la semana, la viabilidad celular fue
91,0% para el MTA y 64,4% para el
Bioceramico, comparado con el control
(100%). Se demuestra que no hay
diferencias estadisticamente significativas
en las varianzas con el test de Levene con
p>0.05, siendo los valores p: 0.140 y 0.141,
un nivel de confianza del 95%, (Figura.6).
Al evaluar el grado de citotoxicidad de los
dos materiales Bioceramico y MTA se
comprueba que no existen diferencias
estadisticamente significativas (p>0.05) en
promedio entre los dos materiales en los
tiempos de evaluacion 4 (p= 0.299-0.304)
48 (p= 0.507-0.518), 72 horas (p= 0.519-
0.531) y una semana (p= 0.140-0.147) post
aplicacién al cultivo, pero a las 24 horas (p=
0.034) si se presentaron diferencias

significativas entre los materiales.

0,0000-

Matenal Tiempo

Figura 6. * Letras diferentes indican significativas (p <0.05) con Anova
de una via.
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Figura 7. Fu bajo mi pio i ido Zeiss (axi 40CFL)
sofware Zen 2012. 3A. cultivo de fibroblastos pulpares observados bajo
magnificacién de 10X, 20X y 40X. 3B, cultivo de fibroblastos pulpares grupos
control, Mineral Trioxido Agregado y bioceramico observados a las 4 horas,
en una magnificacion de 10X Y 20X. 3C, cultivo de fibroblastos pulpares
grupos control, Mineral Triéxido Agregado y bioceramico observados a las 24
horas, en una magnificacién de 10X Y 20X
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Figura 8. Fotografia bajo microscopio invertido Zeiss (axiovert 40CFL) sofware Zen
2012 4A Ccultivo de fibroblastos pulpares grupos control, Mineral Triéxido Agregado y
bicceramico observados a las 48 horas, magnificacién de 10X Y 20X 4B, cultvo de
fibroblastos pulpares grupos control, Mineral Tridxido Agregado y bioceramico
observados a las 72 horas, en una magnificacién de 10X Y 20X. 4C, cultvo de
fibroblastos pulpares grupos control Mineral Tridxido Agregado y bioceramico
observados a una semana de exposicion, magnificacion de 10X Y 20X
Discusion
El presente estudio es un estudio piloto, por
lo tanto la evidencia cientifica referente a las
observaciones de los tiempos planteados,
es limitada, frente al estudio que se realizo.
El presente ensayo de citotoxicidad no
mostré ninguna diferencia significativa en

relacion al patrén de citotoxicidad entre MTA

y el Bioceramico para todos los tiempos

experimentales, (p>0.05) definido como
diferencia estadisticamente  significativa,
por tal razén la hipotesis nula es aceptada,

asi como las hipétesis alternas se rechazan.

En este tematica se pueden citar
investigaciones como la de Hirschman vy
colaboradores' quienes evaluaron la
viabilidad celular in vitro, de fibroblastos de
dermis humana con 4 materiales dentales
AMTA, ERRM, UBP, y Dycal, demostrando
que el ERRM era mas toxico que el AMTA a
las 48 horas, pero fue igual a los 5 dias y
menos toxico en 8 dias. En el presente
estudio el MTA y el Bioceramico, se
comportaron de maneras similares y a las
72 horas mostrando un aumento de la
viabilidad celular, respecto a los otros 4
tiempos, sin embargo no se considerd
estadisticamente significativa. '4

Ma y col'® observaron que la viabilidad
celular de fibroblastos se correlaciono
significativamente con el tipo de material, el
tiempo de fraguado, y tiempo de incubacién.
Se evidenci6 la viabilidad de fibroblastos
expuestos con ERRM masilla, ERRM pasta,
MTA e IRM y Cavit G, demostrando que las
células expuestas a ERRM masilla y MTA
presentaron  altos niveles de viabilidad
celular en todas las concentraciones,
mientras que las células expuestas a IRM y
Cavit G, mostraron las viabilidades mas

bajas. De esta manera, la viabilidad celular



con ERRM pasta, fue ligeramente inferior a
las altas concentraciones del ERRM masilla
y MTA, pero similar, en concentraciones de
extracto inferiores. °

Liu y colaboradores'® evaluaron el
efecto de Bioceramico en la proliferacién de
las células de la pulpa dental humana
(hDPCs).Evidenciando un optimo
crecimiento celular, incluso en el lugar en
contacto con Mineral Trioxido Agregado o
Bioceramico. El ensayo MTT se empled
para investigar la proliferacion de hDPCs. La
proliferacion de hDPCs en el grupo de MTA
mejoro en los dias 5 y 7, mientras que
Bioceramico aumentd el numero de células
en los dias 1 a 7. Bioceramico mejorando la
proliferacion significativamente de hDPCs
los dias 1 y 3 en comparacién con MTA.
Estos datos coinciden con los resultados
obtenidos en nuestro estudio donde se
evidencia que la viabilidad celular se
incrementé con el tiempo de exposicién, no
obstante a la semana comenzé a
disminuir.'®

De-Deus y colaboradores'” en el 2009
analizaron la citocompatibilidad de un
bioceramico con las células mesénquimales

primarias humanas, en un modelo in vitro

con raices de premolares, teniendo en
cuenta tres grupos MTA, Bioceramico y
control encontrando que la viabilidad celular
medida por los estandares XTT, NR, y
CVDE después de 24 horas en cultivo con
MTA o con Bioceramico no hubo ninguna
diferencia estadistica en cualquiera de los
tiempos experimentales 24, 48 y 72 horas.
El presente estudio arrojo resultados
similares donde a los diferentes tiempos
post exposicion, 4, 24, 48, 72 y una semana
entre los dos materiales estudiados no se
encuentra  diferencias  estadisticamente
significativas con respecto a la viabilidad
celular, cabe resaltar que a las 24 horas
donde se observé que existe diferencia
mayor que los demas tiempo sin embargo,
frente al p>0.05 definidko no se puede
considerar estadisticamente significativa,
siendo el Mineral Triéxido Agregado
presenta mayor viabilidad celular con

respecto al Bioceramico.

De-Deus y colaboradores™ en el 2012
evaluaron la citocompatibilidad del, Mineral
trioxido agregado y el Bioceramico en
osteoblastos donde se demostré que el
Mineral trioxido agregado mostré un patron

de citocompatibilidad muy similar al grupo



control negativo. Por otra parte, Mineral
triéxido agregado no tuvo ningun efecto en
funcion del tiempo, ya que la viabilidad
celular se mantuvo estable después de 48 h
post-exposicion. El Bioceramico mostré
resultados similares a Mineral tridxido
agregado y el grupo de control negativo a
las 24 h de la exposicion. Sin embargo,
Bioceramico disminuyé la viabilidad celular
significativamente mas que los otros dos
grupos después de 48 h de exposicion.
Respecto al presente estudio se observéd
que la viabilidad celular si tuvo cambios de
acuerdo al tiempo y siempre varié a medida
que aumentaban las horas después de la
exposicioén y que su punto mas alto fue a las

72 horas.®

Al evaluar el grado de citotoxicidad de
los dos materiales bioceramicos y MTA, se
comprueba que no hay diferencias en
promedio entre los dos materiales en los
tiempos de evaluacion 4, 48, 72 horas y
una semana post aplicacion al cultivo, pero
a las 24 horas si se presentaron diferencias
significativas entre los materiales. Con el
analisis de varianza y un nivel de confianza
del 95%, se encontré que no hay efecto de

los materiales en cambio hay efecto del

tiempo dado que a las 72h la viabilidad de
ambos materiales aumento.

Conclusiones

De acuerdo con los datos obtenidos en el
presente estudio la viabilidad celular con
los dos materiales evaluados tienen un
comportamiento diferente a las 24 horas
después de la aplicacion de los materiales,
ademas el tiempo tiene un efecto directo
sobre la proliferacion de los cultivos dado
que a las 72 horas aumenta sin importar el
material evaluado.

El Mineral Trioxido Agregado y Bioceramico
expuestos a cultivos de fibroblastos
pulpares son estadisticamente similares en
la no afectacién celular, ya que ninguno

mostro nivel de citotoxicidad

El bioceramico presenta una Optima
biocompatibilidad con los fibroblastos de
pulpa dental, después ser expuestos.
Asimismo, el ensayo in vitro de Resazurina
demostrd que el Mineral Tridxido Agregado
y el Bioceramico presentan viabilidad
celular similar. Y el bioceramico como el
Mineral Triéxido Agregado logra aumentar la
viabilidad celular a las 72 horas después de

su exposicion.



Recomendaciones

Teniendo en cuenta los resultados del
presente estudio se sugiere realizar
investigaciones adicionales, in vivo e in vitro,
relacionadas con el uso de bioceramico, con
el fin de conocer su comportamiento en
tejidos vitales. Lo anterior, permitira conocer
sus caracteristicas y posiblemente, validar
su pertinencia como material 6ptimo en

recubrimientos pulpares directos.
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