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Resumen 

Introducción: Los materiales usados en endodoncia deben tener un alto grado de 
biocompatibilidad para evitar complicaciones en el tratamiento y daño a los tejidos periapicales. 
Uno de estos materiales son las medicaciones intraconducto. Objetivo: Comparar la 
citotoxicidad de dos medicaciones intraconducto, el UltraCalTM XS y el Bio-C®️ Temp. 
Materiales y Métodos: Para evaluar cambios morfológicos se usó microscopía del luz. La 
citotoxicidad se evaluó usando la técnica de sulforrodamina B en cultivos de fibroblastos de la 
línea celular L929. Los medios condicionados se obtuvieron de cada medicación en medio 
DMEM incubados por 1, 24, 46 y 72 horas. Resultados: El Bio-C®️ Temp y el UltraCalTM XS 
no alteran la sobrevida de los fibroblastos. El Bio-C® Temp promueve la proliferación de 
fibroblastos. La viabilidad celular de ambas medicaciones fue muy similar al control de medio 
de cultivo. Las alteraciones morfológicas se relacionan con proliferación celular y 
diferenciación, mas no de muerte celular. Conclusiones: El Bio-C®️ Temp y el UltraCalTM XS 
promueven la proliferación de fibroblastos. El UltraCal TM XS prumuerve la diferenciación de 
fibroblastos. Ambas medicaciones son materiales biocompatibles 
 
Palabras clave: medicación intraconducto, hidróxido de calcio, biocerámicos, citotoxicidad, 
sulforrodamina B, morfología celular. 
 
Abstract 

Introduction: Materials used in root canal treatments must have a high degree of 
biocompatibility. These treatments avoid complications and damage to periapical tissues. 
Intracanal medications are some of these materials. Objective: Compare the cytotoxicity of 
two intracanal medications, UltraCalTM XS and Bio-C®️ Temp. Materials and Methods: 
Morphological changes were evaluated using light microscopy. Cytotoxicity was evaluated 
using the sulforhodamine B technique in fibroblast cultures of the L929 cell line. Conditioned 
media from each medication in DMEM media was incubated for 1, 24, 46, and 72 hours. 
Results: Bio-C®️ Temp and UltraCalTM XS do not alter the survival of fibroblasts. Bio-C® 
Temp promotes the destruction of fibroblasts. The cell viability of both medications was very 
similar to the culture medium control. Morphological alterations are related to cell destruction 
and differentiation but not cell death. Conclusions: Bio-C®️ Temp and UltraCalTM XS promote 
the destruction of fibroblasts. The UltraCal TM XS tests for fibroblast differentiation. Both 
medications are biocompatible materials. 

Keywords: intracanal medication, calcium hydroxide, bioceramics, cytotoxicity, 
sulforhodamine B, cell morphology. 
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Introducción 

El tratamiento de endodoncia o de conductos es un procedimiento que se realiza 
para eliminar el tejido orgánico, la pulpa dental infectada y las bacterias del sistema 
de conductos radiculares. Este tratamiento requiere de una instrumentación 
mecánica asociada a una abundante irrigación antiséptica, que, después de secar 
el conducto, se obtura tridimensionalmente (1). El tratamiento de conductos se 
puede realizar en una sesión clínica (1–3). Sin embargo, cuando esto no es 
posible, ya que exista exudado o una lesión periapical con o sin sintomatología, se 
puede emplear una medicación intraconducto entre sesiones. Las medicaciones 
tienen el objetivo de complementar los efectos antibacterianos de la 
instrumentación mecánica y de la irrigación antiséptica (2,4–8), con el propósito de 
destruir los microorganismos restantes y prevenir una reinfección (1,9,10). La 
medicación requiere tiempo para que su efecto antibacteriano destruya a las 
bacterias ubicadas en complejidades anatómicas de los conductos radiculares lo 
que no puede lograrse en una sesión clínica (10). A pesar de la eficacia de las 
medicaciones intraconducto, su uso es un tema muy controversial en el área de 
endodoncia.  

El hidróxido de calcio (Ca(OH)2) es la medicación intraconducto más utilizada (9). 
Presenta un pH alcalino aproximadamente de 12.8 (11). En una disolución acuosa 
se disocia en iones calcio e hidroxilo, mismos que son responsables de muchas de 
sus propiedades biológicas, tales como su acción antimicrobiana, su capacidad de 
inactivar endotoxinas bacterianas y su promoción en la deposición de tejido 
mineralizado (9,11,12). A pesar de estas propiedades, el Ca(OH)2 no cuenta con 
características físicas satisfactorias como radiopacidad para visualizarse 
radiográficamente y una adecuada fluidez para facilitar su inserción dentro de los 
conductos radiculares, por estos motivos es necesaria la incorporación de un 
agente radiopacificador y un vehículo que mejore su inserción. Aunque el Ca(OH)2 
presenta una excelente biocompatibilidad, la adición de otras sustancias pueden 
afectar sus propiedades biológicas (5). Debido a su pH alto, el Ca(OH)2 es 
potencialmente tóxico y puede causar destrucción de tejidos blandos en dosis 
elevadas. Este problema puede provocar inflamación crónica y necrosis (2). 
Blomlof y colaboradores observaron que el Ca(OH)2 tiene un efecto perjudicial 
sobre los tejidos periodontales cuando se usa como medicación intraconducto, 
retrasando la cicatrización de los tejidos (12). Además, Breault y colaboradores 
demostraron que el uso de Ca(OH)2 promueve una inhibición en la adhesión de los 
fibroblastos gingivales humanos, por lo que propone que el Ca(OH)2 debería 
evitarse como medicación intraconducto (13). Contrariamente, Hammarstrom y 
colaboradores demostraron que el hidróxido de calcio no afectó la curación en 
dientes reimplantados de monos y perros (14). 

El UltraCalTM XS (Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, USA.) (15) es una 
medicación intraconducto a base de hidróxido de calcio al 35% con un pH de 12.5, 
con sulfato bárico y una matriz acuosa de metilcelulosa. Libera iones calcio e 
hidroxilo, posee actividad antimicrobiana, inactiva lipopolisacáridos bacterianos e 
induce mineralización (16). Existe poca evidencia de que el UltraCalTM XS no es 
tóxico. En un estudio in vitro se analizó el efecto directo del UltraCalTM XS, en 
células troncales de la papila apical y se observó que el material no presentó 
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efectos perjudiciales sobre las células en ninguna concentración analizada y, por el 
contrario, promovió la supervivencia celular (5). Resultados similares se 
encontraron en un estudio realizado en tejido subcutáneo de rata a los 30 días (17). 

Recientemente, los materiales biocerámicos también se usan como medicaciones 
intraconducto. Los biocerámicos son compuestos cerámicos que poseen alúmina, 
zirconia, vitrocerámica,  hidroxiapatita, fosfatos de calcio reabsorbibles, entre otros 
(18,19). En varios estudios se han mostrado propiedades de biocompatibilidad 
debido a su similitud con la hidroxiapatita, con actividad osteoconductora 
intrínseca, capacidad de inducir respuestas regenerativas en contacto con el hueso 
y estimular la regeneración de tejidos naturales y no son citotóxicos. Además, 
presentan estabilidad dimensional, sellado hermético, enlaces químicos con la 
estructura dental, buena radiopacidad y propiedades antibacterianas (18,19). Los 
biocerámicos se han utilizado en odontología en defectos óseos, obturación apical, 
sellado de  perforaciones, cementos en endodoncia y como auxiliares en la 
regeneración (20,21).  

El Bio-C® Temp (Angelus Indústria de Productos Odontológicos S/A, Londrina, PR, 
Brazil) (22) es una nueva pasta biocerámica indicada como medicación 
intraconducto en el tratamiento endodóncico de dientes con lesiones periapicales, 
retratamientos, perforaciones, reabsorciones externas e internas, rizogénesis 
incompleta y en pulpotomías (23). Presenta un pH alcalino y sus componentes son: 
silicato de calcio, aluminato de calcio, óxido de calcio y tungstato de calcio, en una 
mezcla de salicilato de éster glicol y polietilenglicol, óxido de titanio como 
radiopacificante y otros agentes suplementarios (23).  Existen pocos estudios in 
vitro donde se ha evaluado la viabilidad celular del Bio-C® Temp, utilizando 
diversos cultivos celulares y el ensayo de viabilidad por MTT (11,16,23,24). La 
viabilidad celular del Bio-C® Temp fue dependiente de la dosis y del tiempo de 
exposición. Es decir, a mayor concentración, mayor citotoxicidad y en todos los 
estudios presentó una viabilidad celular mayor al 60% cuando se encontraba en 
diluciones más altas (11,16,23,24). 

Idealmente, las medicaciones intraconducto deben poseer baja toxicidad y alta 
biocompatibilidad porque pueden atravesar fácilmente el ápice y entrar en contacto 
con los tejidos periapicales. En caso de toxicidad, pueden causar inflamación y 
retrasar la cicatrización del tejido (2). La biocompatibilidad se define como la 
capacidad de un material para funcionar en una aplicación específica en ausencia 
de reacciones alérgicas o inmunitarias del hospedero (18). Para conocer el grado 
de biocompatibilidad de materiales y dispositivos médicos se usa la norma ISO 
10993-5:2009 para su uso clínico (25). Esta norma se basa en la guía para 
evaluación biológica preclínica de materiales y dispositivos médicos (25). Por lo 
tanto, es fundamental evaluar la biocompatibilidad de estos productos (2,18,26).  

En este estudio, decidimos analizar la citotoxicidad del UltraCalTM XS y el Bio-C® 
Temp por medio de la técnica in vitro de sulforrodamina (anexo C de la norma ISO 
10993-5:2009) (25). La sulforrodamina B determina la densidad celular con base 
en la cantidad de proteína celular. 
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Materiales y Métodos 

1.- Materiales utilizados como medicación intraconducto.   

Las medicaciones intraconducto, UltraCalTM XS, pasta a base de hidróxido de 
calcio y Bio-C® Temp, pasta a base de silicatos cálcicos, fueron utilizadas para 
evaluar y comparar su citotoxicidad. Ambas medicaciones intraconducto se 
manejan en presentaciones de jeringas (Tabla 1). En una balanza analítica, se 
pesaron 0.125 gramos de cada medicación intraconducto que se utilizó, para cada 
elución de medio. El medio de cultivo DMEM fue utilizado como medio de elución y 
como control negativo y el Accocit (cisplatino) como control positivo de 
citotoxicidad.  
 
Tabla 1. Medicación intraconducto, composición y fabricante 

Medicación 

Intraconducto 
Composición Fabricante 

Bio-C® Temp 

El Bio-C® Temp es una pasta biocerámica usada como 
medicación intraconducto. Sus componentes son: 
silicato tricálcico, silicato dicálcico, aluminato tricálcico, 
óxido de calcio, tungstato de calcio, óxido de titanio, 
base resinosa y polietilenglicol. Presentación en jeringa 
lista para su uso. 

Angelus Industria de 
Productos 
Odontológicos S/A, 
Londrina, PR, Brazil. 

UltraCalTM XS 

UltraCalTM XS es una pasta usada como medicación 
intraconducto. Sus componentes son: hidróxido de 
calcio al 35%, sulfato bárico y una matriz acuosa de 
metilcelulosa. Es radiopaca y tiene un pH de 12.5. 
Presentación en jeringa lista para su uso 

Ultradent Products 
Inc., South Jordan, 
UT, USA 

DMEM 
Medio de cultivo. Suplementado con 10% de suero fetal 
bovino y 1.5 g/L de bicarbonato de sodio. 

GIBCO, Invitrogen, 
Grand Island, NY, 
USA 

Accocit 

Solución inyectable 50 mg/mL: Inhibe la síntesis del 
DNA produciendo enlaces cruzados dentro y entre las 
cadenas de DNA. La síntesis de proteínas y RNA es 
inhibida en menor grado 

ACCORD Farma, 
S.A. de C.V. 

 

2.- Preparación de las medicaciones. 

Las medicaciones intraconducto se prepararon con base en las instrucciones de 
cada fabricante. Ambas medicaciones se empacan listas para su uso. 
 
3.- Medios condicionados de los materiales. 

Los medios condicionados se obtuvieron siguiendo la norma ISO 10993-5:2009 
(Organización Internacional de Estandarización 2009). Breve descripción de la 
preparación de los medios: Las medicaciones fueron manejadas bajo condiciones 
estériles en una campana de flujo laminar, todos los materiales fueron esterilizados 
utilizando luz ultravioleta por 15 minutos. En tubos Eppendorf, se colocaron 0.125 g 
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de las medicaciones intraconducto en medio de cultivo DMEM y se colocaron en 
una incubadora (NuaireTM, Plymouth, USA) a 37°C con 5% CO2. Los medios de 
retiraron a los tiempos establecidos de 1, 24, 48 y 72 horas. Los medios 
condicionados se centrifugaron a 10,000 rpm durante dos minutos y el 
sobrenadante se usó inmediatamente. Los medios condicionados para el 
UltraCalTM XS y el Bio-C® Temp fueron recolectados a las 1, 24, 48 y 72 horas. El 
DMEM (control negativo) fue recolectado a las 24, 48 y 72 horas (Tabla 2). 

 Tabla 2. Medios condicionados 

Condición Tiempos 

Bio-C® Temp 1 h 24 h 48 h 72 h 

DMEM (Control para Bio-C® Temp) Medio fresco 24 h 48 h 72 h 

UltraCalTM XS 1 h 24 h 48 h 72 h 

DMEM (Control para UltraCalTM XS) Medio fresco 24 h 48 h 72 h 

 

4.- Línea celular 

En este ensayo se utilizaron fibroblastos de ratón de la línea celular L929 (ATCC: 
CCL-1). 

5.- Cultivo celular 

La proliferación celular se realizó bajo las condiciones estándares de cultivo (37ºC 

y 5% CO2) en la incubadora (INCC-UNIPREC-01) hasta que el cultivo celular 

alcanzó un 80-90% de confluencia en la superficie de cultivo. El medio de cultivo 

fue DMEM suplementado. 

6.- Ensayo de citotoxicidad 

En una placa de cultivo de 96 pozos (Corning Inc., Corning, NY), 20,000 
fibroblastos por pozo fueron sembrados de medio DMEM suplementado. Los 
cultivos se mantuvieron en un incubador durante 24 h a 37 °C, 95 % de humedad 
relativa y 5% de CO2. Este tiempo es el necesario para permitir que los fibroblastos 
se adhirieran a los pozos. Pasado este tiempo, se removieron 10 µL del medio de 
cultivo y se agregaron 10 μL del sobrenadante de los medios condicionados. 
(dilución 1:10 del sobrenadante de los medios condicionados) a cada pozo 
previamente etiquetado con las medicaiones y los tiempos correspondientes 
(Figura 1). Cada medicación y tiempo fue preparado por triplicado y realizado dos 
veces. Como control positivo de citotoxicidad se empleó Accocit en varias 
concentraciones desde 0.1 µg/mL hasta 100 µg/mL. Como control negativo se 
utilizó DMEM suplementado (Figura 1). Una vez adicionados los medios 
condicionados, la placa se incubó por 24 h. 
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  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A 
DMEM 

0h 
DMEM 

0h 
DMEM 

0h 

Accocit 
0.1 

μg/mL 

Accocit 
0.1 

μg/mL 

Accocit 
0.1 

μg/mL 

DMEM 
0h 

DMEM 
0h 

DMEM 
0h 

Accocit 
0.1 

μg/mL 

Accocit 
0.1 

μg/mL 

Accocit 
0.1 

μg/mL 

B 
DMEM 

24h 
DMEM 

24h 
DMEM 

24h 

Accocit 
1 

μg/mL 

Accocit 
1 

μg/mL 

Accocit 
1 

μg/mL 

DMEM 
24h 

DMEM 
24h 

DMEM 
24h 

Accocit 
1 

μg/mL 

Accocit 
1 

μg/mL 

Accocit 
1 

μg/mL 

C 
DMEM 

48h 
DMEM 

48h 
DMEM 

48h 

Accocit 
10 

μg/mL 

Accocit 
10 

μg/mL 

Accocit 
10 

μg/mL 

DMEM 
48h 

DMEM 
48h 

DMEM 
48h 

Accocit 
10 

μg/mL 

Accocit 
10 

μg/mL 

Accocit 
10 

μg/mL 

D 
DMEM 

72h 
DMEM 

72h 
DMEM 

72h 

Accocit 
100 

μg/mL 

Accocit 
100 

μg/mL 

Accocit 
100 

μg/mL 

DMEM 
72h 

DMEM 
72h 

DMEM 
72h 

Accocit 
100 

μg/mL 

Accocit 
100 

μg/mL 

Accocit 
100 

μg/mL 

E 
UltraCal 

XS 
1h 

UltraCal 
XS 
1h 

UltraCal 
XS 
1h 

Bio-C 
Temp 

1h 

Bio-C 
Temp 

1h 

Bio-C 
Temp 

1h 

UltraCal 
XS 
1h 

UltraCal 
XS 
1h 

UltraCal 
XS 
1h 

Bio-C 
Temp 

1h 

Bio-C 
Temp 

1h 

Bio-C 
Temp 

1h 

F 
UltraCal 

XS 
24h 

UltraCal 
XS 

24h 

UltraCal 
XS 

24h 

Bio-C 
Temp 
24h 

Bio-C 
Temp 
24h 

Bio-C 
Temp 
24h 

UltraCal 
XS 

24h 

UltraCal 
XS 

24h 

UltraCal 
XS 

24h 

Bio-C 
Temp 
24h 

Bio-C 
Temp 
24h 

Bio-C 
Temp 
24h 

G 
UltraCal 

XS 
48h 

UltraCal 
XS 

48h 

UltraCal 
XS 

48h 

Bio-C 
Temp 
48h 

Bio-C 
Temp 
48h 

Bio-C 
Temp 
48h 

UltraCal 
XS 

48h 

UltraCal 
XS 

48h 

UltraCal 
XS 

48h 

Bio-C 
Temp 
48h 

Bio-C 
Temp 
48h 

Bio-C 
Temp 
48h 

H 
UltraCal 

XS 
72h 

UltraCal 
XS 

72h 

UltraCal 
XS 

72h 

Bio-C 
Temp 
72h 

Bio-C 
Temp 
72h 

Bio-C 
Temp 
72h 

UltraCal 
XS 

72h 

UltraCal 
XS 

72h 

UltraCal 
XS 

72h 

Bio-C 
Temp 
72h 

Bio-C 
Temp 
72h 

Bio-C 
Temp 
72h 

 

Figura 1. Diseño de placa de 96 pozos para prueba de citotoxicidad. Representación de una 

placa de cultivo de 96 pozos. En cada coordenada de la placa se muestra la medicación, y los 

controles a las diferentes horas. 

 

7.- Morfología celular  

Después de permanecer con las medicaciones 24 h, la morfología celular se evaluó 
con un microscopio de luz IX70 Olympus (Center Valley, PA, USA) y fotografías en 
las diferentes condiciones fueron tomadas. La revisión microscópica de las 
monocapas celulares fue evaluada para determinar su grado de citotoxicidad.  

De acuerdo con la norma ISO 10933-5:2009 un producto es citotóxico si presenta 
una disminución de la viabilidad mayor al 30%. El grado de citotoxicidad se evalúa 
considerando el grado y la reactividad (Tabla 3). 
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Tabla 3. Grados de citotoxicidad y reactividad 

Grado Reactividad Condiciones del cultivo 

0 Ninguna 
Discretos gránulos intracitoplasmáticos, no hay lisis celular, no existe 

reducción del crecimiento celular. 

1 Insignificante 

No más del 20% de las células son redondas opacas, pérdida de 

anclaje y sin gránulos intracitoplasmáticos o cambios en la morfología. 

Ocasionalmente se presenta lisis celular y ligera inhibición del 

crecimiento celular. 

2 Leve 
No más del 50% de las células son redondas y no más del 50% de 

inhibición del crecimiento celular. 

3 Moderada 
No más del 70% de las células son redondas o están lisadas y no se 

observa más del 50% de inhibición del crecimiento celular. 

4 Severa Casi completa o completa destrucción de las células. 

 

8.- Ensayo de sulforrodamina  

El ensayo de sulforrodamina B se basa en la capacidad de la sulforrodamina para 
unirse a los componentes proteicos de las células. En este caso a las proteínas de 
los fibroblastos que siguen unidos a las placas de cultivo. La sulforrodamina es un 
colorante de aminoxanteno de color rosa brillante con dos grupos sulfónicos que se 
unen a residuos de aminoácidos básicos en condiciones ácidas y se disocian en 
condiciones básicas. Como la unión de sulforrodamina es estequiométrica, la 
cantidad de colorante extraído de las células teñidas es directamente proporcional 
a la masa celular. El colorante puede ser detectado a una longitud de onda de 570 
nm lo que permite que se pueda detectar en un lector de placas (27). 

Este procedimiento se realizó conforme a la norma de operación para la prueba de 
actividad citotóxica “PNOAC-UNAM-UNIPREC-01”. Después de determinar el 
grado de citotoxicidad en las observaciones al microscopio, se adicionaron 50 µL 
de la solución de sulforrodamina al 0.4% a cada uno de los pozos y la placa se 
incubó por 30 minutos a temperatura ambiente. Se retiró el exceso de colorante 
lavando la placa 5 veces con ácido acético al 1%. La placa se dejó secar por 24 h a 
temperatura ambiente. El colorante restante se solubilizó añadiendo Tris base 10 
mM (pH 10.5) dejando reposar por 5 minutos. La absorbancia se leyó en un lector 
de placas (LEIN-UNIPREC-01 o LECC-UNIPREC-01) a una longitud de onda de 
570 nm. 

 

9.- Estadística 

La comparación entre las diferentes condiciones de cada medicación y los 
controles se realizó haciendo un análisis de varianza ANOVA, con prueba posthoc 
de Tukey (KaleidaGraph Versión 4.5).  
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Resultados 
 
Morfología celular: Grado de citotoxicidad y reactividad 
 
Control negativo: El cultivo de los fibroblastos se realizó en medio DMEM que no es 
citotóxico 
 
Para evaluar el grado de citotoxicidad se usó la escala de la tabla 3. Los 
fibroblastos incubados sólo con medio de cultivo DMEM fueron usados como 
control negativo en cada tiempo. Los fibroblastos incubados en DMEM fresco, por 
24, 48 y 72 h no presentaron citotoxicidad. En este estado, las células tienen un 
grado 0 de citotoxicidad y reactividad ninguna (Figura 2). Los fibroblastos presentan 
una morfología triangular y mantienen una monocapa de células confluentes en 
todos los tiempos evaluados (Figura 2). La morfología de los fibroblastos no 
muestra ninguna alteración en ninguno de los tiempos (Figura 2). 
 

   
 
Figura 2. Morfología celular de fibroblastos de la linea celular L929 incubados medio de 
cultivo DMEM a las 24 h (a) y a las 72 h (b). 

 
Control positivo: El Accocit alteró la morfología celular en todas las concentraciones 
 

Los fibroblastos L929 incubados con Accocit en concentraciones desde 0.1 µg/mL 
hasta 100 µg/mL presentaron cambios en su morfología celular (Figura 3). Para 
evaluar el grado de citotoxicidad se usó la escala de la tabla 3. Con la 
concentración más baja de Accocit, la confluencia de la monocapa se perdió; 
aproximadamente el 20% se han despegado del pozo. Además, los fibroblatos 
aunque conservan su morfología, se ven opacos y con gránulos negros. Esto 
corespon a un grado 1 y reactividad insignificante (Figura 3). El grado y la 
severidad aumentan con la concentración de Accocit. En la concentración más alta, 
más del 70% de los fibroblastos muestran una morfología redonda y se observa 
más del 50% de inhibición del crecimiento celular, por lo que en estas condiciones, 
los fibrblastos presentan un grado 4 de citotoxicidad y reactividad severa (Figura 3). 
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Figura 3. Morfología celular de fibroblastos de la linea celular L929 incubados con Accocit en 

distinas concentraciones. 0.1 µg/mL (a) y 100 µg/mL (b). 
 
El UltraCalTM XS promueve la proliferación celular 
 
Los fibroblastos incubados con el medio condicionado de UltraCalTM XS 
presentaron cambios en la morfología en todos los tiempos. Desde la primera hora 
de incubación se observan mayor cantidad de espacios vaciós, y sobre la 
monocapa se aprecian fobloblastos redondos pero, a diferencia de con el Accotic, 
los fibroblastos no se ven opacos sino refringentes. Como el 40% de los 
fibroblastos tiene este aspecto (Figura 4). Este mismo comportamiento se observa 
para las 24 horas pero la cantidad de fibroblastos refringentes y redondos aumentó 
como al 80%. Dado que no cumplen con las caracteristicas de muerte celular sino 
con características de proliferación celular pues se observan reflingentes y no con 
gránulos intracitoplásmicos, los fibroblastos expuestos a UltraCalTM XS tienen un 
grado de citotoxicidad 0 y ninguna reactividad (Figura 4). El mismo comportamiento 
se muestra en los tiempos posteriores. 
 

El Bio-C® Temp promovió la diferenciación de los fibroblastos 
 
Los fibroblastos incubados con el medio condicionado de Bio-C® Temp cambiaron 
su forma de triángulos pequeños por una forma mas ahusada y extendida, típica de 
los fibroblastos diferenciados. Este cambio en morfología se observó en todas las 
condiciones. Además, la monocapa no se apecia confluente, se encontraron mayor 
cantidad de espacios vacíos entre los fibroblastos (Figura 5). De forma similar a los 
fibroblastos refringentes observados con UltraCalTM XS, muchos de los 
fibroblastos que yacen sobre los fibroblastos diferenciados, también presentaron 
forma circular que es el reflejo de proliferación celular, mas no de muerte. Los 
fibroblastos se observan reflingentes y no con gránulos intracitoplásmicos por lo 
que el grado de citotoxicidad es 0 y la reactividad es ninguna. 
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Figura 4. Morfología celular de fibroblastos de la linea celular L929 incubados medio 
condicionado de UltraCalTM XS a la hora (a), a las 24 h (b). 
 
 

 
 

Figura 5. Morfología celular de fibroblastos de la linea celular L929 incubados medio 
condicionado de Bio-C® Temp a la hora (a) y a las 24 h (b). 
 

Sobrevida medida con el método de sulforrodamina B 
 
Sobrevida observada sólo con medio DMEM 
 
Para evaluar la sobrevida celular se usó el método de sulforrodamina en el que se 
determina la cantidad de proteína de los cultivos después de adicionar los medios 
condicionados. El 100% de sobrevida se consideró con la absorbancia obtenida del 
medio de cultivo DMEM (control negativo) al tiempo de una hora (Figura 6). El 
porcentaje de sobrevida se determinó comparando la proliferación celular en los 
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pozos cultivados con los medios condicionados contra la proliferación celular del 
pozo con DMEM a una hora (Figura 6). No existe diferencia significativa entre 
ninguno de los tiempos de incubación con medio DMEM (Figura 6). 

 

 
 

Figura 6. Porcentaje de sobrevida de los fibroblastos L929 en condiciones control con sólo 
medio de cultivo DMEM después 24, 48 y 72h analizados con sulforradamina. Las barras 
indican el promedio de dos experimentos por triplicado ± SE. El valor de DMEM 1h es tomado como 
el 100% de sobrevida. 
 

El Accocit disminuyó la sobrevida de los fibroblastos de manera dosis dependiente 
 
El Accocit es un fármaco usado para tratamientos contra cáncer y en este trabajo 
fue usado como control positivo. Los fibroblastos fueron expuestos a 
concentraciones crecientes de Accocit. El porcentaje de sobrevida se reduce en las 
células de forma dosis dependiente. Siendo el porcentaje de sobrevida celular 
cerca del 40% en su concentración más alta (100 µg/mL; Figura 7). Al comparar el 
medio DMEM a 1h contra el Accocit se observó una disminución significativa del 
porcentaje de sobrevida en todas las concentraciones (Accocit 100 µg/mL, 10 
µg/mL y 1 µg/mL (p < .0001) y Accocit 0.01 µg/mL (p =0.0047); Figura 7). 
 
 
El UltraCalTM XS no altera la sobrevida de los fibroblastos L929. 
 
Al evaluar la sobrevida celular al ser expuestos los cultivos L929 al UltraCalTM XS, 
se observó una sobrevida mayor al 100% en todos los tiempos (1, 24, 48 y 72 
horas; Figura 8). Sin embargo, no existen diferencias significativas ni entre los 
tiempos de elución ni con el control de DMEM. 
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Figura 7. Porcentaje de sobrevida de los fibroblastos L929 después de la exposición al 
Accocit en distintas concentraciones, analizados con sulforrodamina. Las barras indican el 
promedio de dos experimentos por triplicado ± SE. Las barras negras indican el control positivo 
Accocit y la barra verde el valor de medio de cultivo DMEM a 1h, que es tomado como el 100% de 
sobrevida. * p = 0.0047 y ** p < .0001. 

 

 
 
Figura 8. Porcentaje de sobrevida celular de los fibroblastos L929 después de la exposición 
al medio condicionado de UltraCalTM XS a la hora, 24, 48 y 72 horas, analizados con 
sulforrodamina. Las barras indican el promedio de dos experimentos por triplicado ± SE. Las barras 
amarillas indican medio condicionado de UltraCalTM XS y la barra verde el valor de medio de cultivo 
DMEM a 1h que es tomado como el 100% de sobrevida. 
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El Bio-C® Temp no altera la sobrevida de los fibroblastos y promueve su 
proliferación. 
 
La sobrevida de los cultivos de fibroblastos L929, al ser expuestos al Bio-C® Temp 
en el tiempo de 1h fue mayor que la sobrevida de los fibroblastos cultivados solo 
con DMEM a 1h (p = 0.030; Figura 9). Sin embargo, la viabilidad presentada en los 
otros tiempos (24, 48 y 72h) fue muy cercana al 100%. (Figura 9). Por lo tanto, el 
efecto proliferativo del Bio-C® Temp sobre los fibroblastos L929 se presenta a la 
primera hora. 
 

 
 

Figura 9. Porcentaje de sobrevida celular de los fibroblastos L929 después de la exposición al 
medio condicionado de Bio-C® Temp a la hora, 24, 48 y 72 horas, analizados con sulforrodamina. 
Las barras indican el promedio de dos experimentos por triplicado ± SE. Las barras grises indican el 
medio condicionado de Bio-C® Temp y la barra verde, el valor de medio de cultivo DMEM a 1h, que 
es tomado como el 100% de sobrevida. * p = 0.030. 

 
Tanto el UltraCalTM XS como el Bio-C® Temp son biocompatibles y no afectan la 
sobrevida de los fibroblastos.  
 
Al comparar el porcentaje de sobrevida del UltraCalTM XS con el Bio-C® Temp no 
se encontraron diferencias estadíticamente significativas en ninguno de los tiempos 
analizados (Figura 10). 
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Figura 10. Porcentaje de sobrevida celular de los fibroblastos L929 después de la exposición al 

medio condicionado de UltraCalTM XS y Bio-C® Temp a la hora, 24, 48 y 72 horas, analizados con 

sulforrodamina. Las barras indican el promedio de dos experimentos por triplicado ± SE. Las barras 

grises indican medio condicionado de Bio-C® Temp, las barras amarillas indican medio 

condicionado de UltraCalTM XS y la barra verde, el valor de medio de cultivo DMEM a 1h, que es 
tomado como el 100% de sobrevida. 

 
Discusión 

En el presente estudio se evaluó la citotoxicidad del UltraCalTM XS y del Bio-C® 
Temp utilizando dos parámetros, la morfología celular y la sobrevida. El Bio-C® 
Temp es un nuevo material biocerámico compuesto por silicatos cálcicos y no hay 
estudios que analicen la morfología y la sobrevida evaluada con la técnica 
sulforrodamina en fibroblastos. 

Los fibroblastos de la línea celular L929 y la ténica de sulforrodamina fueron 
elegidos con base en la norma ISO 10993-5:2009. Los fibroblastos pues poseen 
una alta sensibilidad a los productos tóxicos (28). La sulforrodamina se une a los 
componentes proteicos de las células una vez que han sido fijadas con ácido 
tricloroacetico, se unen en condiciones ácidas y se disocia en condiciones 
basicas. Por lo que con esta técnica podemos sólo evaluar la cantidad de 
proteínas presentes en el cultivo. Otra técnica que permite evaluar la viabilidad 
celular es la técnica de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio) 
mejor conocida como MTT. La técnica de MTT se basa en la actividad metabólica 
mitocondrial para convertir el tetrazolio que es amarillo en formazán cuya 
coloración es púrpura. Por lo tanto si las células tienen actividad metabólica el 
resultado es que las células son viables (27). En el caso de la técnica de 
sulforrodamina no distingue entre células viables y muertas. Sabemos que esta 
diferencia no compromete la capacidad de la sulforrodamina para detectar los 
efectos de citotoxicidad de las medicaciones. Sin embargo, sería adecuado 
complementar los resultados de viabilidad observando la actividad metabólica con 
MTT. 
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Con base en la norma ISO 10993-5:2009 se deben preparar eluciones de los 
materiales de los cuales se desea conocer su citotoxicidad. Esto se debe a que al 
colocar las medicaciones intraconducto directamente sobre las células, las 
partículas de las medicaciones pueden interferir con la prueba o hacerla invalida 
(25). Por esta razón, de los medios condicionados, se obtuvieron diluciones 1:10 en 
los tiempos de una hora, 24, 48 y 72 h. En los medios condicionados se obtiene la 
liberación de compuestos lixívianos después de que los materiales empiezan su 
proceso fraguado. Si pensamos en el diente, al obturar el conducto con una 
medicación los componentes de éste se eluyen al entrar en contacto con el fluido 
proveniente de los tejidos periapicales. Estos componentes son progresivamente 
eliminados por los fluidos extracelulares, debido a esto, se utilizaron diferentes 
tiempos de elución (29).  

Los fibroblastos al ser incubados con el medio condicionado de UltraCalTM XS 
presentaron cambios en su morfología. Los fibroblastos perdieron la forma ahusada 
tomando una forma redondeada.  Este cambio de forma se observó en todos los 
tiempos analizados. Esto podría deberse a que los fibroblastos activaron su ciclo 
celular y se encontraban en una etapa de división. Cuando las células activan el 
ciclo celular y están por dividirse deben despegarse del sustrato, tomar una forma 
esférica, dividirse y luego volver a adherirse a la superficie (30). Al presentar un 
mayor número de fibroblastos en el cultivo es de esperar que el resultado de la 
prueba de sulforrodamina sea un mayor porcentaje de sobrevida celular, que se 
observó en todos los tiempos. Este resultado concuerda con otros trabajos donde 
se observó un incremento significativo en la viabilidad celular en cultivos de células 
mononucleares de sangre periférica humana, usando el ensayo de MTT y en 
cultivos de células troncales de la papila apical, usando el ensayo de luminiscencia 
de  CellTitler-Glo  (31,32). El UltraCalTM XS contiene Ca(OH)2. Algunos estudios se 
han enfocado en revisar la biocompatibilidad del Ca(OH)2. En uno de ellos se 
utilizaron implantes de tubos de polietileno con Ca(OH)2 colocados en tejido 
subcutáneo dorsal de ratas por 7 y 30 días, haciendo análisis morfológicos y 
morfométricos de los tejidos concluyeron que el Ca(OH)2 es biocompatible (5,33). 
También se usaron células similares a preosteoblastos y se determinó la 
citotoxicidad del Ca(OH)2 con medios condicionados a las 24, 48, 72 h y por 7 días, 
usando el ensayo de MTT (33). Estos reportes corroboran la biocompatibilidad del 
Ca(OH)2 tanto in vitro como in vivo. Nuestro estudio aporta que el UltraCalTM XS es 
biocompatible.  

Los fibroblastos L929 al ser incubados con el medio condicionado de Bio-C® Temp 
presentaron cambios en su morfología en todos de los tiempos. Algunos 
fibroblastos pasaron de una forma triangular compacta a una forma mas ahusada, 
típica de los fibroblastos diferenciados. Otros, mostraron una forma esférica, de 
células en división celular. Además, se encontraron mayor cantidad de espacios 
vacíos entre las células. Esto podría deberse a una mayor diferenciación y 
proliferación celular. Al presentar una morfología más ahusada y mayor 
proliferación fue de esperarse que en el ensayo de sulforrodamina el porcentaje de 
sobrevida aumentara. Nos sorprendió el hecho de que a la hora esta diferencia 
fuera significativa, lo que implicaría que los efectos proliferativos y de diferenciación 
son más prominentes en cuanto se aplica la medicación. Sin embargo, este 
resultado debe ser verificado aumentando el número de repeticiones de los 
experimentos. 
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En nuestros resultados obtuvimos que los fibroblastos al ser expuestos a medios 
condicionados del Bio-C® Temp presentan un porcentaje de sobrevida muy 
parecido al control de medio de cultivo DMEM, por lo que concluimos que es 
biocompatible. Pocas investigaciones in vitro han evaluado la citotoxicidad del Bio-
C® Temp y del UltraCalTM XS (11,16,23). O han evaluado solo al Bio-C® Temp 
junto con otros silicatos cálcicos utilizando la técnica MTT (24), encontrando 
resultados distintos a los obtenidos en este estudio con respecto al Bio-C® Temp. 
En un estudio realizado con células troncales de la papila apical estimuladas con 
lipopolisacáridos, se analizó la viabilidad celular del Bio-C® y UltraCalTM XS, 
usando como control medio de cultivo DMEM, en diluciones de 1:1 hasta 1:32 
durante 24 h. El Bio-C® Temp a menores diluciones (1:1 y 1:2) presentó una 
viabilidad celular disminuida en un 60%. Por otro lado el UltraCalTM XS en todas las 
diluciones presentó una viabilidad similar al DMEM (23). En estudio realizado con 
las mismas células y técnica, pero en distintas concentraciones analizando silicatos 
cálcicos, se encontró que el Bio-C® Temp fue el más citotóxico de los biocerámicos 
probados, presentando un porcentaje de viabilidad celular cerca del 50% en la 
dilución 1:1 (24). Estos resultados concuerdan con estudio realizado en células 
similares a odontoblastos (Saos-2), donde se analizó al UltraCalTM XS, Bio-C® 
Temp y DMEM, utilizando 100 mg de cada medicación y diluida en 1:2, 1:4 1:12 y 
1:24, después de 24 h. Los resutados mostraron que el Bio-C® Temp en la dilución 
de 1:2 presentó un porcentaje de viabilidad celular cerca del 40% y a mayores 
diluciones una viabilidad similar al UltraCalTM XS y al control (16). En estos estudios 
se esperaban un incremento en la viabilidad celular por parte del Bio-C® Temp 
debido a su composición, la cual incluye silicatos cálcicos, una posible hipótesis de 
la disminución en la viabilidad podría estar relacionada con la presencia en su 
composición del óxido de titanio como radiopacificador (23). Otras investigaciones 
han demostrado que el óxido de titanio induce apoptosis en diferentes tipos 
celulares incluyendo monocitos, fibroblastos de ratón, células troncales 
mesenquimales (16,31,34). Por lo que estos estudios asocian la citotoxicidad del 
Bio-C® Temp en mayores concentraciones a su componente radiopacificador, el 
óxido de titanio (16,23).  

Asimismo, un estudio realizado en células VERO analizó al UltraCalTM XS y al Bio-
C® Temp, utilizando 100 mg de cada medicación y diluida en concentraciones 
desde 50 mg/mL hasta 1.5625 mg/mL por 8 y 24 horas. En el tiempo de 100 mg/mL 
y 50 mg/mL tuvo un efecto moderadamente citotóxico con un porcentaje de 
viabilidad celular del 30-59%. A las 8 y 24 h en las concentraciones de 25 mg/mL y 
12.5 mg/mL presentó un efecto ligeramente citotóxico con 60-90% de viabilidad 
celular y a las 24 h a las concentraciones de 100 mg/mL, 50 mg/mL y 25 mg/mL, 
tuvo un efecto fuertemente citotóxico con una viabilidad menor al 30%. 
Encontrando que el Bio-C® Temp tuvo un efecto citotóxico dependiente de la dosis 
y el tiempo, es decir, a mayor concentraciones, mayor citotoxicidad y ligeramente 
citotóxico a menores concentraciones (11). Estos reportes muestran que existe 
toxicidad del Bio-C® Temp a diferentes concentraciones. Nuestro estudio aporta 
que el Bio-C® Temp en dilución 1:10 en diferentes tiempos de elución es 
biocompatible.  
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Conclusiones 

• El nuevo material biocerámico como medicación intraconducto, Bio-C®️ 
Temp, promueve la proliferación y diferenciación de fibroblastos 

• El UltraCalTM XS promueve la proliferación de fibroblastos 

• El Bio-C®️ Temp no altera la sobrevida de los fibroblastos L929 

• El UltraCalTM XS no altera la sobrevida de los fibroblastos L929 

• Tanto el Bio-C®️ Temp como el UltraCal TM XS son materiales biocompalibles 
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