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EFECTO CITOTÓXICO IN VITRO DEL BIODENTINE, NEOMTA Y 

ENDOSEQUENCE BC RRM SOBRE FIBROBLASTOS GINGIVALES Y 

CEMENTOBLASTOS HUMANOS 

 

RESUMEN 

 

 

INTRODUCCIÓN: La citotoxicidad de un material de reparación que está en 

comunicación con la región perirradicular puede comprometer la viabilidad de las células, 

causando muerte celular. Actualmente se cuentan con diversos materiales reparadores 

hidráulicos de silicato que destacan por presentar características biocompatibles, sin 

embargo, a la actualidad no existe suficiente evidencia sobre el efecto tóxico que puede 

tener en diferentes componentes celulares. OBJETIVO: Evaluar el efecto citotóxico de 

los cementos reparadores Biodentine, Endosequence RRM y NeoMTA sobre fibroblastos 

gingivales y cementoblastos humanos in vitro. METODOLOGÍA: Se realizó un cultivo 

celular de fibroblastos gingivales y cementoblastos humanos, fueron expuestos a medios 

condicionados a varias concentraciones de cementos reparadores  (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16) 

para evaluar el efecto citotóxico mediante el ensayo de viabilidad celular MTT, 

microscopía de fluorescencia mediante ensayo Live/Dead y Genotoxicidad mediante 

Ensayo Cometa.  RESULTADOS:. Después de 24h de exposición, en el ensayo MTT, 

los resultados para Biodentine fueron 47.34% para fibroblastos y 50.02% para 

cementoblastos. Endosequence RRM 92.25% y 91.9%, NeoMTA 75.05%. Los resultados 

se confirmaron con imágenes obtenidas con microscopía de fluorescencia Live/Dead, 

Calceina M y ensayo cometa. CONCLUSIONES Biodentine resultó ser el más citotóxico 

en la investigación. Endosequence RRM resultó ser el menos citotóxico. Los ensayos de 

live/dead, Calceína M y genotoxicidad nos ayudaron a confirmar los resultados 

cuantitativos del Ensayo MTT. El mecanismo por el cual Biodentine y NeoMTA son 

citotóxicos es por el daño a la membrana celular. Endosequence RRM puede aplicarse al 

entorno clínico de manera más segura y predecible en comparación con Biodentine y 

NeoMTA 
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IN VITRO CYTOTOXIC EFFECT OF BIODENTINE, NEOMTA AND 

ENDOSEQUENCE BC RRM ON GINGIVAL FIBROBLASTS AND HUMAN 

CEMENTOBLASTS 
 

ABSTRACT 
 
INTRODUCTION: The cytotoxicity of a repair material that is in communication with 

the periradicular region can compromise the viability of the cells, causing cell death. 

Currently there are various hydraulic silicate repair materials that stand out for presenting 

biocompatible characteristics, however, at present there is not enough evidence about the 

toxic effect that it can have on different cellular components. OBJECTIVE: To evaluate 

the cytotoxic effect of Biodentine, Ecandoquence RRM and NeoMTA repair cements on 

human gingival fibroblasts and cementoblasts in vitro. METHODOLOGY: A cell culture 

of human gingival fibroblasts and cementoblasts was carried out, they were exposed to 

media conditioned to various concentrations of repair cements (1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16) to 

evaluate the cytotoxic effect by means of the test of MTT cell viability, fluorescence 

microscopy by Live / Dead assay and Genotoxicity by Comet Assay. RESULTS: After 

24h of exposure, in the MTT test, the results for Biodetine were 47.34% for fibroblasts 

and 50.02% for cementoblasts. Endoquence RRM 92.25% and 91.9%, NeoMTA 75.05%. 

Results were confirmed with images obtained with Live / Dead fluorescence microscopy, 

Calcein M and comet assay. CONCLUSIONS: Biodentine turned out to be the most 

cytotoxic in the investigation. Endoquence RRM was found to be the least cytotoxic. Live 

/ dead, Calcein M, and genotoxicity assays helped us to confirm the quantitative results of 

the MTT Assay. The mechanism by which Biodentine and NeoMTA are cytotoxic is by 

damage to the cell membrane. Endosquence RRM can be applied to the clinical setting in 

a safer and more predictable way compared to Biodentine and NeoMTA 
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1.- INTRODUCCIÓN 

  

En el área de la endodoncia, los materiales que son empleados para la reparación 

radicular deben poseer una baja citotoxicidad con los tejidos perirradiculares con los que 

estará en contacto, para así promover la proliferación celular y cicatrización adecuadas.  

Uno de los cementos reparadores más utilizados es el Biodentine y recientemente se han 

agregado otros hidráulicos de silicato como Endosequence y NeoMTA. 

 

La obturación completa del sistema de conductos radiculares después de la preparación 

quimomecánica es fundamental para el éxito del tratamiento endodóntico, así como para 

el sellado del ápice de la raíz, ya que muchos materiales exhiben un contacto limitado con 

tejidos vitales en la región apical. La citotoxicidad de un material de obturación radicular, 

cuando se utiliza en recubrimiento pulpar, reparación de perforaciones o como obturación 

retrógrada, puede influir en la viabilidad de las células perirradiculares y causar la muerte 

celular por apoptosis o necrosis. Se han desarrollado nuevos selladores endodónticos 

basados en silicato de calcio en base a sus excelentes propiedades biológicas y potencial 

bioactivo.   

 

Los biocerámicos se introdujeron por primera vez como un material de obturación 

retrógrada en la década de 1990, más tarde como sellador, material reparador y en 

revestimientos de conos de gutapercha. En general, estos materiales son biocompatibles, 

no tóxicos, no se encogen y son químicamente estables dentro del entorno biológico. 

Además, muestran buenas propiedades físico-químicas y biológicas. 

 

Biodentine es un cemento bioactivo a base de silicato de calcio bioactivo como un 

"sustituto de la dentina". Este material biológicamente activo ayuda a su penetración a 

través de los túbulos dentinarios abiertos para cristalizar el enclavamiento con la dentina 

y proporcionar propiedades mecánicas. Biodentine ha sido formulado utilizando 

tecnología de cemento basada en MTA y, por lo tanto; afirma mejoras de algunas de las 

propiedades, como las cualidades físicas y el manejo, incluida su otra amplia gama de 
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aplicaciones, como la reparación endodóntica y el recubrimiento pulpar en odontología 

restauradora. 

 

EndoSequence RRM es un material que se comercializa como un material de reparación 

de raíz que puede usarse para reparación de perforación, reparación de reabsorción, 

procedimientos de cierre del ápice, recubrimiento pulpar y obturación retrógrada durante 

los procedimientos quirúrgicos. Está disponible en consistencia de pasta o masilla, y el 

fabricante afirma que tiene potencial osteogénico. 

 

Recientemente, se han introducido nuevos materiales, entre ellos, NeoMTA, un silicato 

hidráulico tricálcico a base de óxido de tantalio como agente radiopacificante en lugar de 

óxido de bismuto, por lo tanto, evita la decoloración y puede mejorar el potencial de 

mineralización al inducir la diferenciación en células secretoras de minerales. 

 

Es importante estudiar la citotoxicidad de los materiales dentales que se emplean en el 

tratamiento odontológico. La obturación adecuada en el tratamiento endodóntico es 

fundamental para el éxito a largo plazo del procedimiento. En base a lo mencionado 

anteriormente se propone en este estudio evaluar la citotoxicidad de tres cementos 

reparadores Biodentine, EndoSequence RRM y NeoMTA. 

 

¿Tendrán Biodentine, EndoSequence RRM y NeoMTA efecto citotóxico sobre 

fibroblastos gingivales y cementoblastos humanos? 

No existe en la literatura una investigación completa sobre la citotoxicidad de estos 

diferentes cementos reparadores sobre fibroblastos gingivales y cementoblastos humanos 

con el uso de diferentes metodologías. 

 

El objetivo de este trabajo tiene como propósito evaluar la citotoxicidad del cemento 

reparador biocerámico Biodentine, EndoSequence RRM y NeoMTA sobre fibroblastos 

gingivales y cementoblastos humanos in vitro mediante el ensayo de viabilidad celular 

MTT, microscopía de fluorescencia mediante ensayo Live/Dead, Ensayo Calceína AM y 

Genotoxicidad mediante Ensayo Cometa.   
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Dentro de los resultados obtenidos en este estudio se encontró que el cemento Biodentine 

sorpresivamente resultó ser el más citotóxico. En cambio, el cemento Endosequence RRM 

resultó ser el menos citotóxico. Los ensayos de live/dead, Calceína M y genotoxicidad nos 

ayudaron a confirmar los resultados cuantitativos del Ensayo de viabilidad celular MTT. 

Basado en los resultados obtenidos de esta investigación Endosequence RRM pueden 

aplicarse al entorno clínico de manera más segura y predecible en comparación con 

Biodentine y NeoMTA 
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2.- HIPÓTESIS 

 

 El Biodentine, EndoSequence RRM y NeoMTA tendrán nula citotoxicidad in vitro 

sobre fibroblastos gingivales y cementoblastos humanos. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo General 

 

 Evaluar el efecto citotóxico in vitro del Biodentine, EndoSequence RRM y 

NeoMTA sobre fibroblastos gingivales y cementoblastos humanos. 

 

3.2 Objetivos específicos 

• Determinar el efecto citotóxico de Biodentine, EndoSequence RRM y NeoMTA sobre 

fibroblastos gingivales y cementoblastos humanos mediante el ensayo de viabilidad 

celular MTT.  

• Analizar la viabilidad y morfología celular de los fibroblastos gingivales y 

cementoblastos humanos post-exposición a Biodentine, EndoSequence RRM y 

NeoMTA por medio del Ensayo Live/dead y microscopía de fluorescencia. 

• Evaluar la permeabilidad de membrana mediante el ensayo de Calceína M y 

microscopía de fluorescencia 

• Evaluar la genotoxicidad del Biodentine, EndoSequence RRM y NeoMTA mediante 

el Ensayo Cometa y microscopía de fluorescencia. 
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4. ANTECEDENTES 

 

4.1 Materiales dentales 

 

En odontología se utiliza una amplia gama de materiales, incluidos materiales de 

obturación, materiales de restauración, medicamentos intraconducto, materiales 

protésicos, diferentes tipos de implantes, revestimientos e irrigantes.. El uso clínico 

satisfactorio de los materiales dentales se basa en sus propiedades fisicoquímicas, así 

como en su fiabilidad biológica y toxicológica (Shahi et al., 2019). 

 La colocación de estos materiales en la cavidad bucal durante un período prolongado 

puede producir reacciones no deseadas. La biocompatibilidad de un biomaterial utilizado 

para el reemplazo o empaste de tejido biológico, como los dientes, siempre han tenido una 

gran preocupación dentro de las disciplinas de atención de la salud de los pacientes (Shahi 

et al., 2019). En las últimas décadas, ha habido un aumento en la demanda de evaluación 

y control de la seguridad de los materiales dentales utilizados a diario en odontología. Se 

espera que los materiales dentales no causen daño o lesiones a las estructuras circundantes 

en la cavidad bucal (Mallineni et al., 2013). 

 

4.2 Biocompatibilidad y toxicidad en odontología 

Biocompatibilidad se define como la capacidad de existir en armonía con el ambiente 

biológico circundante (Academy of Prosthodontics, 2005). En otra definición se describe 

como la habilidad de un material o sustancia de actuar teniendo respuesta apropiada del 

huésped al aplicarse como era destinado (Peter et al., 2013). 

En general, se calcula basándose en la citotoxicidad localizada, la respuesta sistémica, la 

alergenicidad y la carcinogenicidad (Anusavice et al., 1996) y debe cumplir con los 

siguientes criterios: no ser dañino para la pulpa y los tejidos blandos, no contener 

sustancias tóxicas que se puedan difundir, liberar y absorber en el sistema circulatorio para 

causar respuesta tóxica sistémica, debe estar libre de agentes sensibilizantes que puedan 

llegar a causar respuestas alérgicas y no tener potencial carcinogénico.  



 
 

18 
 

Biomaterial se define como cualquier sustancia que se pueda usar por cualquier período 

de tiempo como parte de un sistema que trate, aumente o reemplace algún órgano, tejido 

o función del cuerpo (Academy of Prosthodontics, 2005). 

Los materiales utilizados en endodoncia deben ser preferiblemente biocompatibles. Esto 

es particularmente deseable cuando se colocan en contacto directo con el tejido vivo, como 

el recubrimiento de la pulpa, la reparación de perforaciones o cuando se usa como 

obturación retrógrada. 

Se ha presentado en la literatura una gran cantidad de casos relacionados con reacciones 

tisulares orales a biomateriales usados durante los procedimientos restauradores, 

sugeriéndose que algunos metales como el níquel o el cobre liberados de ciertas aleaciones 

podrían ser tóxicos debido a reacciones tisulares expresadas como inflamación gingival 

(Taylor et al., 1991). 

Para evaluar la biocompatibilidad de cualquier material de uso odontológico se utilizan 

pruebas que tienen como propósito eliminar cualquier producto o componente potencial 

de una sustancia que pueda causar lesión o daño a los tejidos orales o maxilofaciales 

(Anusavice et al., 1996). 

 Estas pruebas dividen los materiales en tres grupos: 

-Grupo I o de pruebas primarias: Consisten en evaluaciones de citotoxicidad y 

genotoxicidad, en las que los materiales se ponen en contacto con cultivos celulares para 

determinar el efecto en la viabilidad celular e en el material genético. 

-Grupo II o de pruebas secundarias: Evalúan la toxicidad sistémica, la dosis letal 50, el 

grado de irritación y sensibilización que incluyen las pruebas de inhalación y de 

implantación. 

-Grupo III o pruebas de uso preclínico: se hacen para medir el efecto de los materiales que 

estarán en contacto con dentina y pulpa.  

Los efectos adversos que pueden llegar a causar cualquier material sobre los tejidos 

incluyen citotoxicidad, teratogenicidad, carcinogenicidad, biodegradación, liberación de 

componentes, exposición y toxicidad, alergia e hipersensibilidad y alergia por contacto: 

La citotoxicidad es un mecanismo de toxicidad mediado inmunológicamente que produce 

muerte celular local ya sea por apoptosis o necrosis (Restrepo et al., 2010). 
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4.2.1 Citotoxicidad 

La viabilidad celular se define como el número de células sanas en una muestra, determina 

la cantidad de células que están vivas o muertas basándose en la muestra total de células, 

mientras que la proliferación celular es un indicador vital para comprender los 

mecanismos en acción de ciertos genes, proteínas y vías implicadas en la supervivencia o 

muerte celular después de la exposición a agentes tóxicos (Thermo Fisher Scientifc, 2017). 

La muerte celular, puede ser definida como la degeneración permanente de las funciones 

celulares vitales. El Comité de Nomenclatura de la muerte celular (NCCD) (Galluzzi et 

al., 2012) propuso tres criterios para identificar a las células muertas, y cuatro procesos 

celulares que son considerados puntos no reversibles de una célula moribunda. 

 

Tabla 1 Criterios establecidos por el Comité de Nomenclatura de la muerte celular para identificar una 

celula muerta y diferenciarla de una moribunda. 

 

La citotoxicidad se define como la capacidad de un material de impactar sobre la 

viabilidad celular. Por lo tanto, las pruebas de citotoxicidad son pruebas primarias de 

biocompatibilidad que determinan la lisis de células, la inhibición de crecimiento celular 

y otros efectos causados por sustancias (Peter et al., 2013). Un material se considera 

citotóxico si evita la adhesión celular, causa cambios morfológicos dramáticos, afecta 

negativamente la tasa de replicación o conduce a una reducción en la viabilidad celular 

(Hovarth et. al 1980). 

Los modelos animales se han utilizado con frecuencia para pruebas de citotoxicidad y 

toxicidad tisular de materiales. Sin embargo, varios métodos in vitro han remplazado los 

modelos animales (Shen et al., 2015). 
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La evaluación citotóxica es uno de los estudios in vitro utilizados más comúnmente para 

la determinación de biocompatibilidad de un material. Es un estudio simple, rápido y 

económico que proporciona valiosa información de los materiales que deben ser 

descartados o aquellos que deben ser sometidos a más estudio (Osorio et al., 1988). Se 

han empleado muchos métodos para determinar la citotoxicidad de los materiales dentales, 

Estos métodos consisten en observar la inhibición del crecimiento celular o registrar el 

daño o muerte celular (Leonardo et al., 2000). 

La citotoxicidad de un material de obturación radicular, cuando se utiliza en la reparación 

de perforaciones o como obturación retrógrada, puede influir en la viabilidad de las células 

perirradiculares y causar la muerte celular por apoptosis o necrosis (Gomes et al., 2011). 

Para promover la curación y la restauración de la función del diente, los materiales 

dentales deberían estimular la reparación o ser biológicamente neutros (Damas et al., 

2011). Por lo tanto, es importante evitar materiales dentales que sean tóxicos para los 

tejidos pulpar y periapical que puedan comprometer el resultado clínico (Bodrumlu, 

2008). 

 

4.2.2 Métodos para el estudio de la actividad citotóxica in vitro 

Existe una gran variedad de modelos biológicos que sirven para estudiar el efecto 

citotóxico de un determinado agente. Estos modelos pueden dividirse en dos: in vivo e in 

vitro. 

Los modelos in vitro son más apropiados cuando se quiere evaluar de manera general el 

efecto de un agente sobre células. Ya que estos modelos nos permiten observar los efectos 

a nivel celular del agente a evaluar sobre una variedad de cultivos celular (Martínez-Torres 

et al., 2016) 

 

 4.2.2.1 MTT 

Fue desarrollado por Mosmann en 1983 y modifcado en 1986 por Francois Denizot y Rita 

Lang (Mosmann, 1983; Denizot, 1986) y se basa en la reducción metabólica del bromuro 

de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) llevada a cabo por la enzima 

mitocondrial succinato-deshidrogenasa en formazán, que es un compuesto de color azul, 

permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. Este método 
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se utiliza para determinar el efecto citotóxico de un compuesto determinado sobre cultivos 

de células normales y osteoblastos (Monteiro-Riviere, 2009). La cantidad de células vivas 

es proporcional a la cantidad de formazán producido que resulta en su actividad 

metabólica (Arencibia, 2003) 

Los estudios toman como base la norma ISO 10993 que describe métodos de prueba para 

evaluar la citotoxicidad in vitro de dispositivos médicos donde se destaca la clasifcación 

de citotoxicidad con base a el porcentaje de viabilidad celular: 100-75%: No citotóxico, 

74-50%: Ligeramente citotóxico, 49-25%: Moderadamente citotóxicos, 24-0%: 

Extremadamente citotóxico (Young, 2005). 

 

4.2.2.2 Microscopía de fluorescencia 

La microscopía de fluorescencia es una herramienta utilizada en muchas áreas de la 

biología celular.  Hay una gran variedad de información que se puede obtener a partir de 

ensayos utilizando la microscopía de fluorescencia.  Casi todos los ensayos que pueden 

analizarse por citometría de flujo, pueden también observarse en un microscopio de 

fluorescencia. La diferencia radica en la información obtenida. La citometría de flujo da 

información cuantitativa de un cierto parámetro a observar, mientras que la microscopía 

de fluorescencia da sobre todo información cualitativa y permite observar las 

características morfológicas de las células analizadas (Martinez-Torres et al., 2016) 

 

4.2.2.3 Ensayo cometa 

Actualmente, una de las técnicas más utilizadas para evaluar quiebres en el ADN, es la 

electroforesis en gel de células individuales o Ensayo Cometa, desarrollado en 1978 como 

una metodología que permita estimar el daño en células individuales (Urrego et al., 2005). 

En esta técnica las células son embebidas en agarosa y son añadidas en láminas de 

microscopía para ser sometidas a una electroforesis neutral, tras la lisis en presencia de 

sales y detergentes. Las células con una elevada frecuencia de rupturas de doble cadena 

(RDC) mostraron una significativa migración del ADN hacia el ánodo. Ellos observaron 

que la cantidad de ADN que migraba hacia el ánodo incrementaba en las células irradiadas 

en una forma dosis dependiente. De esta forma Ostling y Johanson fueron capaces de 



 
 

22 
 

cuantificar la relación dosis/respuesta midiéndose la intensidad de la fluorescencia desde 

la cabeza del cometa hacía varias posiciones de la cola (Singh et al., 1988). 

 

Esta técnica es aplicada para determinar el grado de toxicidad de determinadas sustancias 

que causan daño al ADN ya que brinda información del mecanismo de daño, para lo cual 

se utilizan endonucleasas específicas que reconocen varios tipos de bases dañadas.  

También puede ser útil para probar si una sustancia tiene un efecto directo en la 

carcinogénesis por la adición de enzimas capaces de metabolizar el carcinógeno de forma 

indirecta hacia su forma activa. Por el contrario, el Cometa también puede utilizarse para 

determinar el carácter protector de una sustancia, por ejemplo, su capacidad antioxidante 

de reducir el efecto oxidativo generado por sustancia como el peróxido de hidrógeno 

(Rodríguez et al., 2016). 

 

4.3 Biocerámicos  

Los biocerámicos son materiales cerámicos diseñados específicamente para uso médico y 

dental. Durante las décadas de 1960 y 1970, estos materiales se desarrollaron para su uso 

en el cuerpo humano, como implantes quirúrgicos, reemplazo de articulaciones, placas 

óseas, órganos artificiales, cemento óseo, ligamentos y tendones artificiales, prótesis de 

vasos sanguíneos, válvulas cardíacas, dispositivos de reparación de la piel (tejido 

artificial), reemplazos cocleares, y lentes de contacto (Ree et al., 2014; Veljović et al., 

2012). 

 

4.3.1 Cementos biocerámicos 

Los biocerámicos se introdujeron por primera vez como un material de obturación 

retrógrada en la década de 1990, más tarde como sellador, material reparador y en 

revestimientos de conos de gutapercha (Haapasalo et al., 2015). 

 

Los diversos cementos biocerámicos son similares en composición (silicatos de calcio, 

óxido de circonio, óxido de tantalio y fosfato de calcio monobásico), con excelentes 

propiedades. Además de ser hidrófilos, también son insolubles, radiopacos y libres de 

aluminio. El tiempo de trabajo es superior a 30 min y el tiempo de mantenimiento es de 
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aproximadamente 4 h en condiciones normales, dependiendo de la cantidad de humedad 

disponible (Trope et al., 2015). 

Los cementos a base de silicato de calcio o biocerámicos, han recibido mayor atención en 

la literatura dental, en especial en endodoncia pues muestran propiedades físicas y 

biológicas favorables para procedimientos clínicos como la preservación de la vitalidad 

de la pulpa y las técnicas regenerativas, además tienen la capacidad de establecerse en 

presencia de sangre y otros fluidos biológicos y han demostrado una excelente 

biocompatibilidad (Parirokh et al., 2010). 

Algunas otras propiedades favorables de los biocerámicos en endodoncia son la liberación 

de Ca2 +, pH y radiopacidad (Candeiro et al., 2015).  La capacidad de sellado es excelente, 

ya que promueve un sellado hermético y satisfactorio, así como la capacidad de aumentar 

la resistencia de los dientes (Antunes et al., 2016). 

Estos materiales apoyan la reconstitución de una cubierta similar al cemento sobre las 

superficies radiculares, tienen baja solubilidad después del fraguado, pueden contribuir a 

la actividad antibacteriana y tienen la capacidad de inducir la formación de tejido 

mineralizado (Zhou et al., 2013; Silva et. al 2017). Desde su introducción han demostrado 

que producen excelentes respuestas biológicas (Eldeniz et al 2016).  

Representan un nuevo concepto en la obturación de los conductos radiculares y su 

interacción con los tejidos periapicales se considera importante (Costa et al 2016). 

Sin embargo, existen algunos inconvenientes asociados con el uso de los cementos 

biocerámicos, que incluyen un tiempo de fraguado prolongado, una manipulación difícil, 

una resistencia limitada a la irrigación antes del fraguado y la posibilidad de manchar la 

estructura dental (Wei et al., 2012). 

Estos materiales se recomiendan para el recubrimiento pulpar, pulpotomía, reparación de 

perforaciones y obturación de dientes inmaduros con ápices abiertos, así como para el 

sellado del conducto radicular de dientes maduros con ápices cerrados (Debelian et al., 

2016).  

Los biocerámicos tienen distintas propiedades como lo son que sean bioactivos, 

bioinertes, bioinductores y biodegradables (Wang et al., 2015). 
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Los materiales bioactivos son los que promueven la regeneración, ayudando a que se lleve 

a cabo la señalización celular y molecular, incorporando factores de crecimiento, lo cual 

regula la proliferación, migración, diferenciación, expresión de proteínas y la 

mineralización (Hench et al., 1998) 

 

Figura 1. Características de los materiales bioactivos 

4.3.2 Cementos reparadores 

Los cementos reparadores y los selladores presentan diferencias tanto en su composición, 

como en sus características e indicaciones para su uso en la práctica clínica (Özcan et al., 

2012); Los cementos reparadores pueden utilizarse para diferentes situaciones, tales como 

accidentes operatorios, tratamiento de ápice abierto, terapia pulpar vital, entre otros. 

Estos cementos reparadores se unen química y mecánicamente a la dentina y la sellan. Se 

han introducido pocos materiales que cumplan casi todas las características deseables de 

un material de reparación perfecto (Alsubait, 2017).  

El primer material utilizado para la terapia pulpar vital o tratamiento de ápice abierto fue 

el hidróxido de calcio. Este polvo posee propiedades importantes como un pH alcalino de 

12,4 que le confiere propiedades bactericidas. El hidróxido de calcio, produce una 

inflamación leve, lo cual provoca una necrosis superficial y la formación del puente 

dentinario cuando es colocado directamente sobre la pulpa (Yepes et al., 2013). 
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El agregado de trióxido mineral (MTA) fue el primer material biocerámico de este tipo 

patentado por Torabinejad en 1995. El MTA presenta propiedades de biocompatibilidad 

y bioactividad, lo cual posibilita su uso para realizar recubrimientos pulpares directos o 

apicoformación. Además, se ha demostrado que estimula la formación de dentina debido 

a su alcalinidad, biocompatibilidad y propiedades remineralizantes (Llanos, 2019). 

En el 2011 se desarrolló el Biodentine, un silicato de calcio que puede ser usado como 

sustituto de dentina. Debido a sus propiedades mecánicas mejoradas y a su rápido 

fraguado, en comparación a otros, este silicato puede ser utilizado como un material 

definitivo de sustitución de dentina tanto coronal como radicular (Llanos, 2019). 

 

4.3.2.1 Clasificación de los Biocerámicos reparadores 

De acuerdo a su presentación, los biocerámicos están disponibles en dos fases, que son 

los que deben de ser mezcladas, ya que su presentación es polvo - líquido o en una fase, 

que vienen en presentación premezclada, directa para aplicar. 

 

Tabla 2. Características de los cementos biocerámicos bifásicos  
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Tabla 3. Características de los cementos biocerámicos premezclados 

 

4.3.2.2 Indicaciones para la utilización de cementos reparadores 

 

4.3.2.2.1 Perforación 

Durante el tratamiento Endodóntico pueden suceder accidentes que pueden perjudicar el 

pronóstico del tratamiento, como es la perforación, la cual es una comunicación artificial 

entre el conducto radicular y los tejidos periodontales de la cavidad oral (Sahebi et al., 

2013). 

Las perforaciones del conducto radicular en endodoncia pueden ocurrir durante diferentes 

momentos del procedimiento, como lo es la preparación de la cavidad de acceso, 

instrumentación del conducto radicular y preparación del espacio para postes (Tomer, 

2016). 

Es importante proporcionar un sellado adecuado de inmediato para evitar una nueva 

contaminación del área. Clínicamente, se utiliza un cemento de reparación endodóntica 

para el sitio de perforación de inmediato para reducir la carga bacteriana y la irritación de 
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los tejidos periodontales, lo que ocurre debido a la utilización frecuente de irrigantes del 

conducto radicular (Al Qathami et al., 2004). 

 

4.3.2.2.2 Apexificación 

Con la introducción del MTA, los largos procedimientos de apexificación necesarios para 

crear una barrera en el extremo de la raíz se redujeron a una o dos sesiones clínicas donde 

se creó una barrera apical y el diente pudo restaurarse inmediatamente de manera normal. 

Las características principales de MTA que lo hacen adecuado para los procedimientos de 

apexificación es su naturaleza hidráulica y también las propiedades relacionadas con la 

formación y liberación de hidróxido de calcio (Camilleri, 2017). 

 

4.3.2.2.3 Cirugía apical 

En los procedimientos quirúrgicos la principal preocupación es la calidad de los materiales 

de obturación. Debería sellar eficazmente el área dañada y también presentar propiedades 

biocompatibles y osteogénicas. Aunque todos los materiales disponibles tienen un cierto 

grado de disolución que conduce a la microfiltración, hay un punto crítico más allá del 

cual el tratamiento conduce al fracaso (Camilleri et al., 2015). 

Diferentes materiales fueron utilizados en el pasado como la amalgama, cuyos principales 

inconvenientes incluyeron corrosión, cambios volumétricos y decoloración de las encías, 

fue reemplazada por materiales con mejores propiedades, como IRM, Super-EBA, resinas 

compuestas y cementos de ionómero de vidrio. Los efectos tóxicos, los problemas de 

manipulación y el efecto de la humedad llevaron a introducir al MTA y después otros 

biocerámicos (Demirkaya et al., 2016). 

 

4.3.3 MTA 

Uno de los materiales más revolucionarios introducidos en Endodoncia fue el Mineral 

Trióxido Agregado (MTA). Las investigaciones sobre la formulación de MTA 

permitieron a los investigadores revelar la composición y también algunos problemas 

clínicos relacionados con la aplicación clínica de este material,, lo que resultó en el 

desarrollo de una nueva generación de materiales de endodoncia, los cementos a base de 

silicato de calcio (Tanomaru-Filho et al., 2016). 
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El agregado de trióxido mineral (MTA) es un material de reparación compuesto 

principalmente de cemento de silicato de calcio, al cual se le ha agregado óxido de bismuto 

para efectos de radiopacidad. Se ha encontrado que la radiopacidad media para MTA es 

de 7,17 mm de espesor equivalente de aluminio. El MTA inicialmente era una mezcla 

mecánica de tres ingredientes en polvo: cemento portland (75%), óxido de bismuto (20%) 

y yeso (5%) (Ghilotti et al., 2020). Actualmente los principales componentes del MTA 

son: silicato tricálcico, silicato dicálcico y oxido de bismuto. Mientras que los 

componentes de la versión blanca, WMTA, son silicato tricálcico y óxido de bismuto 

(Corral et al., 2016). 

 

Las principales propiedades que tiene el MTA son su biocompatibilidad, favorecida por 

su citotoxicidad baja; así como la inducción de la proliferación y adhesión celular y 

expresión adecuada de citocinas inflamatorias durante su contacto con la pulpa e 

inflamación pulpar reducida luego de la fase aguda (Zafar et al., 2020). 

Tiene pH de 10.2 después de mezclarse, aumenta a 12.5 después de 3 horas, esto se 

atribuye a la liberación de iones de calcio del MTA y la formación de hidróxido de calcio 

(Wang, 2015). 

Se prepara mezclando con agua estéril en proporción 3:1. Si se coloca una torunda de 

algodón húmeda sobre el MTA por 24 horas puede incrementar la fuerza flexible (Wang, 

2015).  

El MTA induce resultados satisfactorios, incluso en los casos en que el material puede 

entrar en contacto con el tejido pulpar, los líquidos o la sangre (Cuadros et al., 2016; 

Kundzina et al., 2017).  

Sin embargo, el MTA tiene algunos inconvenientes, incluida la dificultad en el manejo y 

aplicación, debido a su consistencia granular (Rajasekharan et al., 2018); una posible 

decoloración dental y el largo tiempo de fraguado, el cual es de 140 min (Leiendecker et 

al., 2012).  

Desde la introducción del agregado de trióxido mineral (MTA) (Dentsply Tulsa Dental 

Specialties, Tulsa, OK) en el campo de los materiales de reparación de raíces 

(Torabinejad, 1993), los materiales a base de silicato de calcio han atraído una atención 
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considerable (Camilleri, 2011) debido a su sellado superior capacidad, biocompatibilidad, 

capacidades regenerativas y propiedades antibacterianas (El Sayed, 2012). 

Por lo tanto, se han utilizado ampliamente como materiales de reparación endodóntica y 

como sustitutos de la dentina (Sawyer, 2013). Se utiliza como material de obturación 

retrógrada, recubrimiento pulpar, pulpotomía, apicoformación, apicogénesis y reparación 

de perforaciones (Wang, 2015). 

 

Figura 2. Línea del tiempo del MTA 

4.3.4 Neo MTA 

Recientemente, se han introducido nuevos materiales, entre ellos, NeoMTA-Plus, un 

silicato hidráulico tricálcico a base de óxido de tantalio como agente radiopacificante en 

lugar de óxido de bismuto, por lo tanto, evita la decoloración bioactivos (Farrugia et al., 

2018; Pedano et al., 2018) y puede mejorar el potencial de mineralización al inducir la 

diferenciación en células secretoras de minerales (Tomas ‐ Catala et al., 2017, 2018).  

 

Este cemento está disponible en sistema polvo-gel, ha sido prescrito para terapias vitales 

dentales, como material de obturación retrógrada y material reparador en perforaciones 

laterales (Camilleri et al., 2016). El agente radiopacificante, que era óxido de bismuto en 

MTA Plus, fue reemplazado por óxido de tantalio. Además de no provocar decoloración, 

Cemento 
portland (Joseph 

Aspin, 1824)

Mineral trióxido 
agregado (MTA) 
(Torabinejad & 

Dean White, 
1993)

ProRoot 
(Dentsply, 1998)

ProRoot MTA 
White (Dentsply, 
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la adición de óxido de tantalio proporcionó radiopacidad y no ejerció ningún efecto sobre 

la hidratación (Camilleri et al., 2016). 

 

Además, se ha informado que NeoMTA-Plus tiene una capacidad para liberar calcio, 

prevenir fugas bacterianas, radiopacidad adecuada y una capacidad de sellado 

satisfactoria; se puede usar como sellador endodóntico o reparación de cemento (Quintana 

et al., 2018). NeoMTA ha demostrado una capacidad de sellado satisfactoria, resistencia 

a la filtración (Tran et al., 2016), radiopacidad adecuada y capacidad para liberar iones de 

calcio e hidroxilo (Siboni et al., 2017).  

 

Una caracterización química de NeoMTA Plus concluyó que este material es adecuado 

para ser utilizado en el tratamiento de dientes inmaduros porque producen hidróxido de 

calcio, que es necesario para inducir la formación del puente de dentina y la formación 

continua de la raíz (Tran et al., 2016). Además, se pueden usar como una alternativa a 

MTA, no producen decoloración, debido a la ausencia de óxido de bismuto (Camilleri, 

2015). 

 

4.3.5 Biodentine 

 

Figura 3. Presentación comercial de Biodentine 

Biodentine (Septodont, Saint-Maur-desfossés, Cedex, Francia) ha sido reconocido en la 

literatura como un biomaterial representante de los cementos a base de silicato tricálcico, 

actualmente utilizados en odontología (Giraud et al., 2019). 
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Biodentine fue uno de los primeros cementos de silicato de calcio que contiene silicato 

tricálcico puro introducido en el mercado. Ha demostrado un rendimiento similar al MTA 

con respecto a la inducción de la deposición de tejido duro y sin tener una respuesta 

inflamatoria y a la vez tiene la propiedad de inducir la capacidad de regeneración de la 

pulpa (Camilleri et al., 2015; Kaur et al., 2017). 

 

Biodentine ha sido formulado utilizando tecnología de cemento basada en MTA y, por lo 

tanto; afirma mejoras de algunas de las propiedades, como las cualidades físicas y el 

manejo, incluida su otra amplia gama de aplicaciones, (Kaur et al., 2017) 

La presentación de biodentine es en forma de una cápsula que contiene el polvo y un 

líquido contenido en una ampolla (Llanosm 2015). La composición del polvo es   el 

silicato tricálcico (80,1%), carbonato de calcio (14,9%), óxido de circonio (5%) y óxido 

de hierro, mientras que el líquido contiene cloruro de calcio que actúa como un acelerador 

(Narváez et al., 2015).  

Su mejor manipulación, es una de sus principales propiedades; además del tiempo de 

fraguado más rápido, mejor resistencia a la compresión, porosidad disminuida y síntesis 

temprana de dentina reparativa, en comparación al MTA. Asimismo, la acción 

antibacteriana de este biomaterial está determinada por los componentes de calcio, los 

cuales se convierten en soluciones acuosas de hidróxido de calcio (Laurent et al., 2008). 

Por su bioactividad, el biodentine se puede considerar como un material apropiado para 

la regeneración del complejo dentino pulpar en recubrimientos pulpares directos, pues no 

induce daño a las células pulpares; además, estimula la formación de dentina reparadora 

(Parinyaprom et al., 2018). 

El biodentine presenta un menor tiempo de fraguado, comparado con los silicatos de calcio 

tradicionales debido al tamaño más pequeño de las partículas del polvo. Esta condición 

permitiría una mayor área de reacción por la adición de la solución acuosa de cloruro de 

calcio que es un potente acelerador de la reacción en estos materiales. Con esto, el 

biodentine obtuvo una mejora en comparación con el MTA respecto al tiempo de fraguado 

(Narváez et al., 2015). 

Puede usarse tanto como material de restauración coronal para la reparación de 

perforaciones como como material de recubrimiento pulpar en contacto directo con la 
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pulpa (Laurent et al., 2008). Está diseñado para colocarse en contacto permanente y 

cercano con el tejido perirradicular y, por lo tanto, es importante evaluar sus posibles 

efectos citotóxicos en los fibroblastos gingivales humanos (Nagaraja et al., 2005). Se ha 

demostrado que el Biodentine libera más iones de calcio en solución que la MTA y se ha 

informado de su éxito cuando se usa como un tapón apical en los casos de apexificación 

(Vidal et al., 2016; Evren et al., 2016; Niranjan et al., 2016). 

 

4.3.6 Endosequence RRM  

 

Figura 4. Presentación comercial de Endosequence RRM 

Endosequence RRM es un cemento bioactivo premezclado listo para usar (Ma, 2011). 

Está compuesto por óxido de circonio, silicatos de calcio, óxido de tantalio, fosfato de 

calcio monobásico y agentes de relleno y espesantes (Parirokh, 2017). Se puede utilizar 

en muchos de los mismos procedimientos que el MTA pero con la ventaja de un tiempo 

de fraguado más corto de 20 minutos y mejores propiedades de manejo, además sin 

potencial de pigmentación (Kahli, 2015), igualmente que el MTA, Endosequence tiene un 

pH alcalino el cual es de 12 (Brasseler USA, Savannah, GA). 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 epóxica (AH Plus) 

(Zhou ,2013). 

El cemento EndoSequence BC RRM (Brasseler USA, Savannah, GA) es un material que 

se comercializa como un cemento de reparación radicular que puede usarse para reparar 

perforaciones, reabsorciones, procedimientos de cierre apical, recubrimiento pulpar y 
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obturación retrógrada durante los procedimientos quirúrgicos. Está disponible en 

consistencia de pasta o masilla, y el fabricante afirma que tiene potencial osteogénico 

(Brasseler USA, 2015). 

Algunos estudios han evaluado la citotoxicidad de este cemento, determinando que es baja 

(Alanezi, 2010) y que muestra una biocompatibilidad in vitro similar a la del MTA (Ma, 

2011). 

Además, otros estudios aseguran que EndoSequence BC RRM tiene efectos 

antimicrobianos (Lovato, 2011) y antifúngicos (Alsalleeh, 2014) parecidos a los de MTA. 

En un modelo animal de rata, ambos materiales indujeron reacciones inflamatorias 

después de la implantación en tejidos subcutáneos, pero EndoSequence BC RRM fue 

menos dañino que MTA (Khalil, 2015).  

El uso de EndoSequence BC RRM como material de retrobturación se ha vuelto más 

frecuente en los últimos años ya que cumple las características ideales según lo descrito 

por el Dr. Kim: tolerado por tejidos, muestra propiedades antimicrobianas, se adhiere al 

diente, dimensionalmente estable, fácil de manejar y usar, no corrosivo, no mancha el 

tejido ni el diente, resistente a la disolución, electroquímicamente inactivo, promueve la 

cementogénesis y es radiopaco (Kim, 2001).  

La colocación de este cemento como barrera apical está indicada para dientes con pulpas 

necróticas, ápices abiertos y paredes dentinarias radiculares delgadas (Trope, 2016). El 

objetivo es crear un tope apical como medio para contener el material de obturación. 

EndoSequence BC RRM es una opción posible sin potencial de tinción y un manejo más 

fácil; sin embargo, solo pocos estudios evidencian el uso de este cemento en reportes de 

casos y existen reportan el uso de otros biocerámicos como barreras apicales (Torabinejad, 

2018). 

En un estudio in vivo se compararon materiales para procedimientos de recubrimiento 

pulpar directo, MTA y EndoSequence BC RRM, se evaluó por la formación de puentes 

de dentina, en ambas no hubo la inflamación pulpar observada con Ca (OH) 2, pero no 

hubo decoloración observado con EndoSequence BC RRM (Shi, 2016).  

La Citotoxicidad de MTA y EndoSequence BC RRM es muy similar, comparada con el 

material Dycal® (Dentsply Sirona, York, PA) el cual ha demostrado tener efectos 

citotóxicos (Hirschman, 2012).  
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5. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 

 5. 1 Cultivo celular 

Los fibroblastos gingivales y cementoblastos humanos se cultivaron en medio esencial 

mínimo (MEM) suplementado con 10 % de suero bovino fetal, respectivamente (FBS , 

BioWest , Nuaillé , Francia ) a 37 ° C con 5% de CO2 , en placas de 96 pozos ( Thermo 

Fisher Scientific , MA , EE.UU. ) brevemente se realizó un lavado con EDTA 0.68 mM y 

después se agregó tripsina-EDTA durante 5 minutos en la incubadora a  37 ° C con 5% de 

CO2 posterior se realizó el  conteo de celular con un Hematocitómetro para calcular 1x10-

5  en placas de 96 para obtener una mono capa confluente aproximadamente 48 horas, se 

corroboró con microscopio invertido modelo Motic AE31 (Hernández-Delgadillo et al., 

2016). 

 

5.2 Preparación de los cementos  

Los cementos se prepararon según las instrucciones del fabricante como se describe a 

continuación. 

 

Figura 5. Resumen gráfico de metodologías 
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Biodentine: Se tomó una cápsula y se golpeó levemente en una superficie dura para 

descomprimir el polvo. Se abrió la cápsula y se colocó en el soporte blanco. Se separó una 

monodosis de líquido. Se vertieron 5 gotas de la monodosis en la cápsula.  Se cerró la 

cápsula. Se colocó la cápsula en un    amalgamador a una velocidad de unas 4000 a 4200 

oscilaciones/min.  Se mezcló durante 30 segundos. Se abrió la cápsula y verificó la 

consistencia del material. Se recuperó el material Biodentine con la espátula presente en 

la caja (Septodont).  

 

Endosequence RRM: Se retiró la tapa de la jeringa de la jeringa. Se fijó con seguridad 

una punta BC con un giro en el sentido de las agujas del reloj al centro de la jeringa. Se 

dispensó suavemente el material comprimiendo el émbolo de la jeringa (Brasseler).  

 

NeoMTA: Se dispensó 1 cucharada de NeoMTA Powder sobre una loseta de vidrio o una 

almohadilla no absorbente. Se dispensó una gota de NeoMTA Gel como una raya de 0.5-

0.75 de largo al lado del Polvo. Se agregó gradualmente el gel al polvo. Se incorporó el 

gel espatulando firmemente la mezcla de polvo / gel contra la loseta de vidrio mientras se 

mezcló para asegurar que todo el polvo se humedezca completamente con el gel hasta 

obtener una consistencia similar a la masilla (Nusmile).  

 

5.3 Obtención de medios condicionados 

Para los medios condicionados los cementos Biodentine, Endosequence RRM y NeoMTA 

se prepararon según las instrucciones de los fabricantes. Teniendo el cemento listo se 

incubó en 5ml de medio de cultivo celular durante 24 horas a 37°C en una atmósfera 

humidificada con 5% de CO2. Se utilizó medio de cultivo como control negativo, después 

de la incubación se colocaron em vortex durante 5 minutos (Teixeira et al., 2020). 

Estos medios condicionados subsecuentemente en las siguientes metodologías se le 

agregaron a una monocapa de fibroblastos gingivales o cementoblastos humanos a 

diferentes concentraciones:  1, es tal como lo preparamos para uso clínico, ½ es realizando 

la dilución al 50% y así sucesivamente se diluyó hasta llegar a la concentración 1/16. 
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5.4 Efecto del Biodentine, EndoSequence RRM y NeoMTA sobre fibroblastos 

gingivales y cementoblastos humanos por ensayo del MTT 

Se analizó la posible citotoxicidad de Biodentine, Endosequence RRM y NeoMTA sobre 

los cultivos de fibroblastos gingivales y cementoblastos humanos utilizando el ensayo de 

la viabilidad celular MTT [3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (Biotium, 

Hayward, CA) (Mosmann, 1983; Liu y cols, 1997). Se le colocaron 1x104 de células a 

cada pozo, se incubarán a 37ºC y 5% de CO2 durante 24h. Se colocaron los medios 

condicionados con cementos reparadores en una placa de 96 pozos en concentraciones de 

1, 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 en cada pozo correspondiente, dejándolos interactuar durante 24 

horas.  Se utilizó células libres de medio condicionado como control negativo. Después 

de la incubación, se añadieron 10 µl de MTT a cada pocillo y se incubaron a 37 ° C y 5% 

de CO2 por 2 horas en condiciones de oscuridad. Después de lo cual, el medio se retiró y 

100 µl de dimetilsulfóxido (DMSO) se añadió para disolver el producto formazan MTT 

reducido. El MTT reducido se cuantificó a 595 nm usando un lector de microplaca de 

absorbancia (Biotek, Winooski, VT) y el  DMSO se empleó como blanco. El ensayo se 

realizó por triplicado y la densidad óptica cuantificada se analizó mediante estadística 

descriptiva (Hernández-Delgadillo et al., 2016). 

 

5.5 Visualización de las células post exposición a cementos con microscopía de 

fluorescencia mediante el ensayo Live/Dead 

Después del tratamiento con Biodentine, EndoSequence RRM y NeoMTA durante 24 

horas, las células se lavaron tres veces con PBS y se tiñeron con 100 µL / pocillo de 

homodímero 1 de etidio (EthD-1) y Calceína AM (LIVE / DEAD. Viability / Cytotoxicity 

Kit, life technologies) durante 30 min. Los pocillos se fotografiaron utilizando 

microscopía de fluorescencia y se analizaron imágenes elegidas al azar para cada pocillo. 

 

5. 6 Ensayo Calceína M por microscopía de fluorescencia  

Para determinar si la membrana de la célula permanecía intacta o se degradaba post a la 

exposición con los diferentes cementos se realizó el Ensayo de Calceína M. Después de 

la exposición de las células a Biodentine, EndoSequence RRM y NeoMTA durante 24 

horas, las células se lavaron tres veces con PBS y se tiñeron con 100 µL / pocillo de 
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Calceína AM (LIVE / DEAD. Viability / Cytotoxicity Kit, life technologies) durante 30 

min. Los pocillos se fotografiaron utilizando microscopía de fluorescencia y se analizaron 

imágenes elegidas al azar para cada pocillo. 

 

5. 7 Genotoxicidad por ensayo cometa y microscopía de fluorescencia 

Para determinar el posible efecto genotóxico de los materiales de reparación de la 

raíz, se incubaron cementoblastos humanos y fibroblastos gingivales durante la noche a 

37 ° C / 5% de CO2 con medio acondicionado 1: 1 de Biodentine, Endosequence RRM y 

NeoMTA, clorhexidina 100 µM como control positivo o medio de cultivo como control 

de crecimiento. Después de la incubación, se determinó el daño celular con el kit de ensayo 

OxiSelect ™ Comet (Cell Biolabs, Inc, San Diego, CA, EE. UU.) De acuerdo con las 

instrucciones del fabricante. Brevemente, las células se recolectaron raspando y 

centrifugando (700 xg, 2 minutos) y se lavaron con PBS. Las suspensiones celulares se 

mezclaron con Comet Agarosa licuada en una proporción 1:10 (v / v) y se pipetearon en 

un OxiSelect Comet Slide (75 µL / pocillo). Después de un paso de inclusión de 15 

minutos (4 ° C, oscuro, posición horizontal), las células se lisaron (25 ml de tampón de 

lisis / portaobjetos, incubación de 30 minutos, 4 ° C, oscuro, posición horizontal) y se 

trataron con una solución alcalina ( 25 mL / portaobjetos, 30 minutos, 4 ° C, oscuro) para 

desnaturalizar el ADN. Finalmente, las muestras se someten a electroforesis en una 

cámara horizontal (300 mA durante 30 minutos) para separar el ADN intacto de los 

fragmentos dañados. A continuación, las muestras se lavan con agua estéril, se tratan con 

etanol frío al 70% durante 5 minutos, se secan al aire y se tiñen con el tinte de DAPI (100 

µL / pocillo), y se observan con un microscopio de epifluorescencia utilizando un filtro 

DAPI (Thornwood , Nueva York, EE. UU.). 

 

5.8 Análisis estadístico 

Se calcularon las absorbancias medias que contenían el mismo medio condicionado y su 

desviación estándar. Los valores de densidad óptica de los cultivos de prueba se 

expresaron como porcentaje de la densidad óptica obtenida para el medio de control. Se 

consideró que el valor de absorción obtenido con el control indicaba una viabilidad del 
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100%. Los datos proporcionados por el lector de ELISA se analizaron con estadística 

descriptiva (medias ± desviaciones estándar). 
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6. RESULTADOS 

 

 6.1 Viabilidad celular mediante ensayo MTT 

 
6.1.1 Efecto del Biodentine, Endosequence RRM y NeoMTA sobre fibroblastos gingivales 

humanos por ensayo del MTT 

 

Para evaluar la viabilidad celular de los cementos reparadores se realizó el Ensayo de 

viabilidad celular MTT sobre fibroblastos gingivales humanos a concentraciones de 1, 

1/2, 1/4, 1/8, 1/16. 

La figura 8 muestra el porcentaje de viabilidad de los fibroblastos gingivales humanos 

expuestos a los diferentes cementos reparadores en diferentes concentraciones.  A la 

mayor concentración Biodentine mostró la viabilidad celular más baja con un 47.34%, 

seguido de NeoMTA que obtuvo un 77%. Por su parte Endosequence RRM expresó la 

mayor viabilidad celular con un 92.25%. Conforme se va disminuyendo en 

concentraciones podemos observar que en los 3 grupos de cementos la viabilidad aumenta. 

En la menor concentración ya podemos observar viabilidades por encima del 90% en los 

3 grupos. Con estos datos se demuestra que a la mayor concentración de Biodentine, que 

es la que aplicamos en la clínica, la viabilidad celular está por debajo del 50% mostrando 

ser citotóxico. 

Figura 6. Porcentaje de Viabilidad Celular de fibroblastos después de la exposición de 24 horas 

de los medios condicionados con cementos reparadores. 
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6.1.2 Efecto del Biodentine, EndoSequence RRM y NeoMTA sobre cementoblastos humanos 

por ensayo del MTT 

 

Para evaluar la viabilidad celular de los cementos reparadores se realizó el Ensayo de 

viabilidad celular MTT sobre cementoblastos humanos a concentraciones de 1, 1/2, 1/4, 

1/8, 1/16. 

La figura 9 muestra el porcentaje de viabilidad de los cementoblastos humanos expuestos 

a los diferentes cementos reparadores en diferentes concentraciones. A la mayor 

concentración Biodentine mostró la viabilidad celular más baja con un 50.02%, seguido 

de NeoMTA que obtuvo un 75.05%. Por su parte Endosequence RRM expresó la mayor 

viabilidad celular con un 91.99%. Conforme se va disminuyendo en concentraciones 

podemos observar que en los 3 grupos de cementos la viabilidad aumenta. En la menor 

concentración ya podemos observar viabilidades por encima del 90% en los 3 grupos. Con 

estos datos se demuestra que a la mayor concentración de Biodentine, que es la que 

aplicamos clínicamente, la viabilidad celular está en un 50% mostrando ser citotóxico. 

 

 

Figura 7. Porcentaje de Viabilidad Celular de cementoblastos después de la exposición de 24 

horas de los medios condicionados con cementos reparadores. 
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6.2 Ensayo Live/Dead por microscopía de fluorescencia de los cementos Biodentine, 

Endosequence RRM y NeoMTA. 

 

 6.2.1 Ensayo Live/Dead por microscopía de fluorescencia sobre fibroblastos 

gingivales humanos.  

 

El efecto citotóxico se evaluó mediante el ensayo Live/Dead por microscopia de 

fluorescencia. Se expuso una monocapa de fibroblastos durante 24h a Biodentine, 

Endosequence RRM y NeoMTA a concentración 1 y 1/16. La primer columna muestra 

imágenes con presencia de células vivas teñidas de verde con Calceina M. La segunda 

columna muestra la presencia de células muertas teñidas de rojo, donde se indica la 

pérdida de la integridad de la membrana plasmática con el homodimero de etidio -1. 

Finalmente en la tercer columna se muestra la superposición de las imágenes previas. La 

presencia de color rojo o amarillo corresponde a muerte celular, en cambio la tinción verde 

significará la presencia de células vivas. 

 

El cemento Biodentine a su mayor concentración presenta más celulas muertas, 

confirmando el resultado que se obtuvo en el MTT donde hubo un porcentaje del 47% de 

viabilidad celular. En la concentración menor de 1/16 se observa mayor cantidad de 

células vivas, correlacionado igualmente a los resultados del Ensayo de MTT con un 

porcentaje de 96.9%.  Por su parte en el cemento Endosequence RRM se observan células 

vivas en gran cantidad tanto a su mayor como a su menor concentración, con una gran 

similitud al grupo control, confirmando los altos porcentajes obtenidos en el Ensayo MTT 

92.25% a concetración 1 y 99.8% a concentración de 1/16.  

En el cemento NeoMTA se observan  las imagenes de las células teñidas de verde en su 

mayoría, confirmando el resultado del Ensayo MTT el cual fue del 77% a su mayor 

concentración. La cantidad de células vivas aumenta en la imagen a menor concentración, 

las cuales se relacionan con el ensayo MTT donde se obtuvo porcentaje de 99.75%. 

Con los resultados anteriores se puede resaltar que el cemento Biodentine obtuvo la mayor 

intensidad fluorescente con el homodimero de etidio 1-, definendolo como el cemento con 

mayor toxicidad, segudido de NeoMTA y finalmente Endosequence RRM, con el que se 
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obtuvieron imágenes con mayor intensidad fluorescente con Calceína M, determinando 

menor toxicidad.  
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Figura 8 Ensayo Live/Dead por microscopía de fluorescencia sobre fibroblastos gingivales 
humanos a 24h de exposición a Biodentine, Endosequence RRM y NeoMTA a concentración 1 y 
1/16. En la primera columna se observan células vivas teñidas de verde con Calceína M. En la 
segunda columna se observan células muertas teñidas de rojo con el Homodimero de etidio -1. 
La tercera columna muestra la superposición de las imágenes previas. 
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 6.2.2 Ensayo Live/Dead por microscopía de fluorescencia sobre cementoblastos 

humanos. 

 

El efecto citotóxico se evaluó mediante el ensayo Live/Dead por microscopia de 

fluorescencia. Se expuso una monocapa de fibroblastos durante 24h a Biodentine, 

Endosequence RRM y NeoMTA a concentración 1 y 1/16. La primer columna muestra 

imágenes con presencia de células vivas teñidas de verde con Calceina M. La segunda 

columna muestra la presencia de células muertas teñidas de rojo, donde se indica la 

pérdida de la integridad de la membrana plasmática con el homodimero de etidio -1. 

Finalmente en la tercer columna se muestra la superposición de las imágenes previas. La 

presencia de color rojo o amarillo corresponde a muerte celular, en cambio la tinción verde 

significará la presencia de células vivas. 

 

El cemento Biodentine a su mayor concentración presenta más celulas muertas, 

confirmando el resultado que se obtuvo en el MTT donde hubo un porcentaje del 50.02% 

de viabilidad celular. En la concentración menor de 1/16 se observa mayor cantidad de 

células vivas, correlacionado igualmente a los resultados del Ensayo de MTT con un 

porcentaje de 94.33%.  Por su parte en el cemento Endosequence RRM se observan células 

vivas en gran cantidad tanto a su mayor como a su menor concentración, con una gran 

similitud al grupo control, confirmando los altos porcentajes obtenidos en el Ensayo MTT 

91.99%  a concetración 1 y 94.33%  a concentración de 1/16.  

En el cemento NeoMTA se observan  las imagenes de las células teñidas de verde en su 

mayoría, confirmando el resultado del Ensayo MTT el cual fue del 75.03 % a su mayor 

concentración. La cantidad de células vivas aumenta en la imagen a menor concentración, 

las cuales se relacionan con el ensayo MTT donde se obtuvo porcentaje de 98.99%. 

Con los resultados anteriores se puede resaltar que el cemento Biodentine obtuvo la mayor 

intensidad fluorescente con el homodimero de etidio 1-, definendolo como el cemento con 

mayor toxicidad, segudido de NeoMTA y finalmente Endosequence RRM, con el que se 

obtuvieron imágenes con mayor intensidad fluorescente con Calceína M, determinando 

menor toxicidad.  
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Figura 9. Ensayo Live/Dead por microscopía de fluorescencia sobre cementoblastos humanos a 
24h de exposición a Biodentine, Endosequence RRM y NeoMTA a concentración 1 y 1/16. En la 
primera columna se observan células vivas teñidas de verde con Calceína M. En la segunda 
columna se observan células muertas teñidas de rojo con el Homodimero de etidio -1. La tercera 
columna muestra la superposición de las imágenes previas. 
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6.3 Ensayo Calceína M por microscopía de fluorescencia de los cementos Biodentine, 

Endosequence RRM y NeoMTA 

  

6.3.1 Ensayo Calceína M por microscopía de fluorescencia sobre fibroblastos 

gingivales humanos de los cementos Biodentine, Endosequence RRM y NeoMTA 

 

Se realizó el ensayo de Calceína M para evaluar si la membrana de las células 

permanecía intacta o se degradaba después de la exposición con los diferentes cementos. 

En el grupo control se puede ver la morfología normal que presentan los fibroblastos, éste 

nos servirá de referencia para la comparación con los cementos 

En el caso de Biodentine podemos observar que se altera la membrana plasmática, esto se 

refleja en la alteración la morfología de las células. 

En la imagen obtenida para Endosequence RRM podemos observar la morfología celular 

muy similar a la del grupo control, en la cual no hubo alteración de la membrana. 

Finalmente, en la imagen obtenida en NeoMTA se puede observar un cambio en la 

morfología celular con alteración de la membrana plasmática. 

Con los resultados de este estudio se puede concluir que uno de los mecanismos de acción 

de citotoxicidad de los cementos Biodentine y NeoMTA es dañar la membrana celular de 

los fibroblastos gingivales humanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.  Ensayo Calceína M por microscopía de fluorescencia sobre fibroblastos gingivales humanos de los 
cementos Biodentine, Endosequence RRM y NeoMTA  
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6.3.2 Ensayo Calceína M por microscopía de fluorescencia sobre fibroblastos 

gingivales humanos de los cementos Biodentine, Endosequence RRM y NeoMTA 

 

Se realizó el ensayo de Calceína M para evaluar si la membrana de las células 

permanecía intacta o se degradaba después de la exposición con los diferentes cementos. 

En el grupo control se puede observar la morfología normal que presentan los 

cementoblastos, sirviendo de referencia para la comparación con las imágenes de los 

demás cementos. En la imagen obtenida para Biodentine podemos observar una alteración 

de la membrana plasmática y esto se refleja en la modificación de la morfología de las 

células. 

En la imagen obtenida para Endosequence RRM podemos observar la morfología 

celular muy similar a la del grupo control, en la cual no hubo alteración de la membrana 

por lo que permaneció intacta ante la exposición al cemento. Finalmente, en la imagen 

obtenida en NeoMTA se puede observar un cambio en la morfología celular con alteración 

de la membrana plasmática. 

Con los resultados obtenidos de este estudio podemos concluir que uno de los 

mecanismos de acción de citotoxicidad de los cementos Biodentine y NeoMTA es dañar 

la membrana celular de los cementoblastos humanos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11.  Ensayo Calceína M por microscopía de fluorescencia sobre cementoblastos humanos de los cementos Biodentine, 
Endosequence RRM y NeoMTA 
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6.4 Genotoxicidad por microscopía de fluorescencia mediante ensayo cometa de los 

cementos Biodentine, Endosequence RRM y NeoMTA. 

 

6.4.1 Genotoxicidad por microscopía de fluorescencia mediante ensayo 

cometa sobre fibroblastos gingivales humanos 

El posible daño al ADN celular por los diferentes cementos reparadores fue determinado 

con el ensayo Cometa por microscopía de fluorescencia.  

En el control negativo se observa la integridad normal de los núcleos de los fibroblastos, 

circulares, bien definidos. Esto sirve de referencia para la comparación con los grupos de 

cementos. Por otro lado, en el grupo control positivo se utilizó la clorhexidina, en donde 

se observa en la desintegración del núcleo representado como una estela de un cometa. 

Se pudo observar que a 24h tras la exposición de la monocapa de fibroblastos a 

Biodentine, Endosequence RRM y NeoMTA ninguno de los grupos presentó la estela 

clásica de un cometa en comparación con el control positivo (Clorhexidina).  

Estos resultados sugieren la ausencia de efectos tóxicos a nivel ADN, por lo cual se 

descarta que este sea mecanismo de acción en nuestras condiciones experimentales. 

 

 

 
 

 

 

Figura 12.  Genotoxicidad por microscopía de fluorescencia mediante ensayo cometa sobre fibroblastos gingivales 
humanos (i) Control negativo, (ii) Clorhexidina, (iii) Biodentine, (iv) Endosequence RRM y (v) NeoMTA a concentración 1. 
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6.4.1 Genotoxicidad por microscopía de fluorescencia mediante ensayo 

cometa sobre cementoblastos humanos 

El posible daño al ADN celular por los diferentes cementos reparadores fue determinado 

con el ensayo Cometa por microscopía de fluorescencia.  

En el control negativo se observa la integridad normal de los núcleos de los fibroblastos, 

circulares, bien definidos. Esto sirve de referencia para la comparación con los grupos de 

cementos. Por otro lado, en el grupo control positivo se utilizó la clorhexidina, en donde 

se observa en la desintegración del núcleo representado como una estela de un cometa. 

Se pudo observar que a 24h tras la exposición de la monocapa de cementoblastos a 

Biodentine, Endosequence RRM y NeoMTA ninguno de los grupos presentó la estela 

clásica de un cometa en comparación con el control positivo (Clorhexidina).  

Estos resultados sugieren la ausencia de efectos tóxicos a nivel ADN, por lo cual se 

descarta que este sea mecanismo de acción en nuestras condiciones experimentales. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13.  Genotoxicidad por microscopía de fluorescencia mediante ensayo cometa sobre fibroblastos cementoblastos 
humanos (i) Control negativo, (ii) Clorhexidina, (iii) Biodentine, (iv) Endosequence RRM y (v) NeoMTA a concentración 1. 
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7. DISCUSIÓN 

 

 

En el área de la endodoncia, los materiales que son empleados para la reparación radicular 

deben poseer una baja citotoxicidad con los tejidos perirradiculares con los que estará en 

contacto, para así promover la proliferación celular y cicatrización adecuadas.  

Uno de los cementos reparadores más utilizados es el Biodentine y recientemente se han 

agregado otros hidráulicos de silicato como Endosequence y NeoMTA. 

Estudios previos sobre Biodentine han obtenido resultados en los que se menciona que la 

citotoxicidad que produce es mínima o nula (Tang et al., 2019) donde obtuvo porcentaje 

del 97% de viabilidad celular sobre fibroblastos pulpares.  

En el caso de Endosequence, en la mayoría de los estudios, se han obtenido resultados 

favorables como, López-García y cols en el 2020  realizaron un estudio MTT sobre células 

madre de ligamento periodontal, donde los resultados de la viabilidad celular fueron 

similares o en ciertas concentraciones superiores a los del grupo control confirmando su 

gran citocompatibilidad. 

Para NeoMTA actualmente existen pocos estudios que evalúen su citotoxicidad, Pinheiro 

y cols en el 2018 realizaron MTT e inmunocitofluorescencia sobre hDPSCs donde sus 

resultados sugieren una biocompatibilidad satisfactoria. 

En el presente estudio además de utilizar el Ensayo MTT se buscó complementar los datos 

cuantitativos con datos cualitativos que nos permitan observar el efecto que tienen los 

cementos sobre las células a estudiar. Por lo tanto se complementó con las metodologías 

del Ensayo Live/dead, Calceína M y genotoxicidad por Ensayo Cometa. 

Los resultados obtenidos de nuestro estudio respecto a la toxicidad de los cementos 

coinciden con los reportados previamente por Youseff en el 2019. La diferencia es que en 

su estudio se utilizó células madre del ligamento periodontal, mientras que en el presente 

se utilizaron dos grupos celulares distintos, fibroblastos gingivales y cementoblastos 

humanos. Los resultados coinciden demostrando que Biodentine es el cemento con mayor 

citotoxicidad con un porcentaje menor al 50% en comparación del grupo control. 

Abuarqoub y cols. en su estudio concluyen que Biodentine obtuvo menor citotoxicidad 

sobre células de ligamento periodontal a bajas concentraciones. Mientras que una alta 

concentración dio como resultado un aumento en los porcentajes de muerte celular 
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(Abuarqoub et al., 2020). Estos resultados igualmente son similares a los de nuestro 

estudio, donde a concentraciones altas Biodentine es citotóxico, pero conforme baja la 

concentración la viabilidad aumenta. 

En contraste con la presente investigación, en un estudio del año 2020, el cemento 

Biodentine mostró una mayor viabilidad sobre hPDLSCs comparada con las células del 

grupo control a las 24 h mediante ensayo MTT(Ghilotti et al., 2020). En ese estudio solo 

realizaron el ensayo MTT como evaluador de la citotoxicidad, a comparación del nuestro 

donde se hicieron diferentes metodologías para tener resultados más completos. 

En el estudio realizado por Damas et al., 2011, evaluaron la citotoxicidad de MTA y 

Biodentine, declarando que no había una diferencia significativa entre las viabilidades 

celulares de los fibroblastos expuestos a los materiales. 

Para el cemento Endosequence, existe un estudio donde menciona que tiene un nivel de 

citotoxicidad bajo con un 94% de viabilidad sobre fibroblastos humanos dérmicos 

mediante ensayo MTT  (Damas et al., 2011).  Resultados que coinciden con nuestro 

estudio, donde Endosequence demostró tener bajo nivel de toxicidad en todas sus 

concentraciones y en los dos grupos celulares. 

En un estudio del año 2017, NeoMTA sin diluir mostró un aumento significativo en la 

viabilidad celular mayor que el en el control mediante ensayo MTT sobre hDPSCs 

(Tomás-Catalá et al., 2017). Resultado que contrasta con nuestro estudio, pues a la 

concentración mayor, que es como el fabricante recomienda, el cemento NeoMTA 

muestra una disminución de la viabilidad celular alrededor del 70% para los dos grupos 

celulares. 

La baja citotoxicidad es deseada en la aplicación clínica pues además de obtener un sellado 

mecánico con los cementos reparadores en endodoncia, es primordial obtener un sellado 

biológico donde la respuesta periápice-sellador garantice una reparación fisiológica de la 

zona (Silva et.al., 2014). Las células más implicadas en esta zona son las del ligamento 

periodontal (Rodríguez Lozano et al., 2012). Por lo que se escogieron los dos grupos 

celulares de fibroblastos gingivales y cementoblastos humanos para tener una 

aproximación a los tejidos celulares con los que estará en contacto el cemento 

clínicamente,  tal y como lo hicieron en el estudio de Samyuktha et al., 2014. 
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Se evaluó la viabilidad celular de cementoblastos y fibroblastos gingivales humanos 

después de la exposición a los cementos reparadores Endosequence RRM, Biodentine y 

Neo MTA, la prueba se realizó mediante el ensayo MTT en el presente estudio, con un 

procedimiento similar al de Damas et al., en el 2011.   

Nuestros resultados evidencian que el cemento reparador Endosequence RRM induce 

menos citotoxicidad que el resto de los cementos reparadores estudiados, mostrando 

resultados similares al de Samyuktha et al., 2014 en donde Endosequence mostró una 

mayor viabilidad celular que MTA y Biodentine.  
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8. CONCLUSIONES 

 

El cemento reparador Biodentine sorpresivamente resultó ser el más citotóxico en la 

presente investigación. En cambio, el cemento Endosequence RRM resultó ser el menos 

citotóxico. Los ensayos de live/dead, Calceína M y genotoxicidad nos ayudaron a 

confirmar los resultados cuantitativos del Ensayo de viabilidad celular MTT. El 

mecanismo por el cual Biodentine y NeoMTA son citotóxicos es por el daño a la 

membrana celular. En conclusión, basado en los resultados obtenidos de esta investigación 

Endosequence RRM pueden aplicarse al entorno clínico de manera más segura y 

predecible en comparación con Biodentine y NeoMTA  
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