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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

CIV: Cemento de lonomero de vidrio.

GIC: Glass ionomer cement

ADA: Asociacion Dental Americana

ANSI/ADA: Instituto Estadounidense de estandares De la Asociacion Dental
Norteamericana

PVC: Policloruro de Vinilo

ISO: Organizacién Internacional para la Estandarizacion.

MTA: Mineral trioxidoagregado

DMEM: Medio de Eagle Modificado de Dubelcco

FBS: Suero Bovino Fetal

AB: Alamar Blue

MTT: Reduccién metabdlica del Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5
difeniltetrazol.

MPa: Mega pascales

P/L: polvo liquido



RESUMEN

Objetivo: Evaluar la respuesta biologica que presentan fibroblastos gingivales en
contacto con el cemento de ionémero de vidrio (CIV) experimental y sus extractos
en medio de cultivo comparandolo con un CIV comercial (Mirafill ®). Materiales y
Métodos: Se efectud un estudio experimental y descriptivo, utilizando muestras de
CIV experimental y comercial. Todas las muestras se prepararon bajo condiciones
controladas (23°£1°C y 50+5% humedad relativa). De acuerdo a la con la Norma
No. 96 de la ADA se llevo a cabo la evaluacion fisica y posteriormente la
evaluacion bioloégica que consisti6 en hacer ensayos de contacto directo e
indirecto apoyados con el uso de Microscopia Optica y Microscopia Electronica de
Barrido. Se uso el marcador Alamar Blue, que permite cuantificar la viabilidad
celular in vitro. Se colocaron en contacto directo las muestras de Alimina (Control
negativo), Poli Cloruro de Vinilo (PVC) como control positivo, CIV experimental y
comercial junto con Alamar Blue en cultivos fibroblastos gingivales durante 12, 24,
36, 48 y 72 horas obteniendo absorbancias que se traducen en actividad
metabdlica. Para evaluar el contacto indirecto, se colocaron Medio de cultivo
(Control negativo), cloro (control positivo) y diluciones que van de 0.1% a 100% de
extractos de ambos CIV en cultivos celulares y las mediciones se realizaron a las
24 horas. Resultados: El CIV experimental obtuvo en la prueba de tiempo de
fraguado 4.19 minutos, en resistencia a la compresion 83.5 MPa, espesor de
pelicula 20 um y erosion acida 0.0087 mm/h. Por otro lado, en ensayo de contacto
directo, se considera que la Alumina favorece el 100% de actividad metabdlica
celular, bajo estas condiciones podemos determinar que el PVC presentd 25% de
actividad celular, en contraste con el 81% de actividad metabdlica que se observo
en cultivos con CIV experimental con una perdida del 19%, del metabolismo
celular mientras que en el en CIV comercial se determiné 87% del metabolismo
celular y una pérdida de menos del 13% no mostrando diferencias significativas
entre ambos cementos. En contacto indirecto los cultivos con medio de cultivo hay
mayor cantidad de células viables, en contraste los cultivos con cloro mostraron
muerte celular considerable, mientras que al comparar cultivos con CIV
experimental y comercial se observo una mayor supervivencia celular en el CIV
comercial mostrando diferencias significativas entre ambos cementos.
Conclusiones: EI CIV experimental cumple con los requisitos de la Norma No. 96
de la ADA. Por otro lado, los ensayos de citotoxicidad de contacto indirecto,
mostraron que ambos iondémeros ocasionaron una disminucion en la actividad
metabdlica que los ensayos de contacto directo, especialmente el CIV
experimental, lo que implica que los elementos que liberan los CIV tienen un
mayor efecto citotdxico en la viabilidad celular.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the biological response of gingival fibroblasts which were in
contact with the glass ionomer cement (GIC), evaluating cell viability in direct and
indirect contact essays. Materials and Methods: We have performed an
experimental and descriptive study, using samples of experimental and commercial
GIC. All samples were prepared under controlled conditions (23 °+ 1 ° C and 50
5% relative humidity). According to the ADA Regulation No. 96, took out the
physical evaluation and further assessment was to make biological tests supported
direct and indirect contact with the use of optical microscopy and SEM. Placed in
direct contact Alumina samples (negative control), PVC (positive control),
experimental and commercial GIC with cultured gingival fibroblasts for 12, 24, 36,
48 and 72 hours obtaining absorbance that result in metabolic activity (measured
with Alamar Blue).Indirect contact experiments were performed, using extracts
from both culture medium GIC dilutions (commercial and experimental), ranging
from 0.1% to 100%, placing them in cell cultures and the absorbance was
measured at 24 hours. Results: GIC experimental obtained 4.19 minutes setting
time, 83.5 MPa in compressive strength, 20 um of film thickness and acid erosion
0.0087 mm / h. In addition Alumina was considered as 100% of cellular metabolic
activity, which let us to determine that PVC presented at 25% of cell activity while
the metabolic activity in culture cells with GIC experimental was 81% and 87% GIC
commercial with a loss 19 and 13% of cellular metabolism respectively showing no
significant differences between the two. In indirect contact, cell culture with medium
there is the greatest proportion of viable cells, in contrast with chlorine cultures
showed considerable cell death, while comparing cell cultures with GIC
experimental and commercial, the increased cell survival observed in the GIC
commercial showing significant differences between the cements. Conclusions:
The experimental CIV meets the requirements of Regulation No. 96 of the ADA.
The extracts of both ionomers showed a significant damage on metabolic activity
compared to direct contact experiment, especially the experimental GIC, which
implies that the elements that release of GIC have presented a greater cytotoxic
effect on cell viability.



I. ANTECEDENTES.
1.1 Biomateriales.

Durante el ultimo tercio del siglo XX, los biomateriales eran esencialmente
materiales industriales seleccionados con el criterio de que fueran capaces de
cumplir ciertos requisitos de aceptabilidad biolégica. Sin embargo, hoy en dia
muchos biomateriales son disefiados, sintetizados y procesados con el Unico fin

de tener una aplicacién en el campo médico *.

En la segunda reunion de consenso sobre definiciones en el campo de
Biomateriales en 1992, un biomaterial se defini6 como "un material destinado a
hacer una interfase con sistemas biol6gicos para evaluar, tratar, aumentar o

reemplazar algun tejido, 6rgano o funcion del cuerpo” 2.

Para que un material sea aceptado en su aplicacion como biomaterial tiene
que superar toda una serie de ensayos, rigidamente controlados, que exigen el
cumplimiento de normas muy estrictas relacionadas con el caracter no téxico, no
carcinogénico, biocompatible y no generador de efectos adversos en el organismo.
Por ello, cuando se analizan las posibilidades de utilizar un producto como
biomaterial, hay que tener en cuenta tres conceptos clave: biocompatibilidad,
biofuncionalidad y biodegradacion 2.

1.2 Biocompatibilidad.

La biocompatibilidad pareceria ser un tema de poca importancia dentro del
campo de la odontologia, pero en realidad es vital tener un amplio conocimiento
sobre la complejidad y naturaleza de éste tdpico, ya que afecta directa e
indirectamente aspectos éticos, legales, sociales y técnicos de la practica
odontologica, principalmente en el campo de la rehabilitacion, en donde las
terapias dependen en gran parte de los biomateriales dentales *.



La biocompatibilidad se define como la capacidad de un material de generar
una respuesta biologica apropiada al ser aplicado sobre un tejido (ya que no existe
un material inerte), dependiendo de la funcion fisica y de la respuesta biolégica
que deseamos de un material. Esta definiciobn implica la interaccion entre un

huésped, el material y la funcién esperada del material .

Asimismo, cualquier disefio debe presentar buenas caracteristicas
biofuncionales, pues debe ofrecer la suficiente estabilidad e integridad para
mantener condiciones éptimas, para favorecer el proceso de regeneracion. Por
altimo, la biodegradacion considera la descomposicién del material (con ruptura de
los enlaces, lo cual puede causar su modificacion e incluso su destruccién), en un

medio tan agresivo como lo es el organismo humano *.

La biocompatibilidad es un proceso dinamico y continuo ya que la respuesta
del cuerpo a los materiales dentales cambia con el paso del tiempo. Al mismo
tiempo todos los materiales en contacto con el medio interno sufren cambios, ya
sea por procesos de corrosion, degradacion 6 fatiga, entre otros. Para explicar lo
anterior se puede tomar como ejemplo un implante dental osteointegrado, que con
el paso del tiempo puede llegar a fracasar, lo cual puede estar asociado a mala
higiene, enfermedades sistémicas o una sobrecarga oclusal, entre otros muchos

factores 2.

Estudios comparativos han demostrado que algunos materiales, tales como
la amalgama y el Mineral Trioxido Agregado (MTA), pueden presentar mayor
citotoxicidad cuando estan recién preparados y que algunos otros pueden serlo al
paso del tiempo. Como ejemplo de esto tenemos a la amalgama la cual presenta
una mayor toxicidad recién elaborada, mientras que el menos citotéxico bajo esta
condicion es el MTA.. Sin embargo, al evaluar estos mismos materiales después
de 24 horas, observamos que la amalgama disminuye su citotoxicidad y el MTA la

aumenta °.



1.2.1 Pruebas de Biocompatibilidad para Materiales dentales

Anteriormente, los “nuevos” materiales eran simplemente evaluados en
humanos para observar su biocompatibilidad. Desde hace muchos afios esto ha
ido cambiando, en la actualidad los nuevos materiales deben pasar por varias
pruebas antes de ser utilizados en humanos. Estas pruebas se clasifican en: In
Vitro, In vivo y Pruebas de uso. Actualmente, los investigadores en el &rea
reconocen que la manera mas eficiente, econdmica y relevante para evaluar la
biocompatibilidad de los materiales es realizando estudios que combinen los tres

grandes grupos °.

Tabla 1. Pruebas de Biocompatibilidad. (Agregar como pie de pagina)

PRUEBAS IN VIVO EN
PRUEBAS IN VITRO ANIMALES PRUEBAS DE USO
e Citotoxicidad:
1. Ndmero y crecimiento celular.
2. Permeabilidad de la membrana celular.
3. Biosintesis enzimatica: MTT, AB e |rritacion de
4. Pruebas indirectas (uso de barreras). mucosas E imal
5. Pruebas de barrera dentinal. e Sensibilidad * n animales
cutanea e En humanos
e Mutagénesis e Implantacion
e Carcinogénesis:

Fuente: Villegas M. Angela. Tests of biocompatibility for dental materials. Review of the
literature. Rev. Estomat. 2008; 16(2):38-44

Tanto en el campo de la medicina como en el de la odontologia, el objetivo
es proteger la integridad, la funcionalidad y actualmente la estética del paciente u
organo dentario. En ambos casos esto solo se logra con el empleo de materiales

que sean biocompatibles *.




Es por ello, que a continuacién se describiran los diferentes procedimientos,
métodos y técnicas de investigacién de la biocompatibilidad de los materiales de
uso odontoldgico, de acuerdo con los protocolos descritos en las normas I1SO

10993 (Organizacion Internacional para la Estandarizacion).

1.2.1.1 Pruebas In vitro.

Se llevan acabo en tubos de ensayo o en placas de cultivo, fuera de un
organismo vivo. Son ensayos muy diversos, pero en general se realizan colocando
el material en contacto directo ya sea con poblaciones celulares o con bacterias.
Estos pueden medir entre otras cosas: el grado de citotoxicidad o crecimiento
celular, algunas funciones metabdlicas de la célula, el efecto del material sobre el

material genético de la célula (mutagénesis) ’, etc.

Los cultivos celulares mas usados en estudios in vitro sobre la citotoxicidad
de cementos selladores son: fibroblastos humanos, fibroblastos de ratén, células
epiteliales. Estas células son escogidas ya que son faciles de conseguir, se

cultivan con facilidad y son consistentes en cuanto a su calidad & *°.

El Instituto Americano Nacional de Estandarizacion (ANSI), La Asociacion
Dental Americana (ADA), La Organizacién Internacional de Estandarizacion (ISO)
y La Federacion Dental Internacional (FDI, han publicado lineamientos para la
evaluacion de materiales que fomentan el uso de métodos in vitro. Estos
lineamientos pueden ser utilizados como pruebas filtro, minimizando asi la
necesidad de pruebas in vivo. Sin embargo los protocolos de citotoxicidad
especifican la necesidad de utilizar ambos métodos por la diferencia de respuestas

que puede haber entre ellas™”.

Dentro de las ventajas que ofrecen estas pruebas es que son rapidas,

faciles de realizar y menos costosas en comparacion a los ensayos in vivo. Estos



permiten el tamizaje a gran escala, ya que se logra obtener un excelente control
experimental y ademas son altamente reproducibles. La desventaja principal es
que la relevancia clinica es cuestionable, debido a que solo evaltan una condicién
en cada tipo de experimento, siendo muy diferentes a las condiciones del medio
en el cual se encuentran dentro del organismo. Uno de los factores mas
cuestionables, es que no hay presencia de una respuesta inflamatoria o alguno de
los multiples mecanismos de proteccion por parte de los tejidos, por lo cual este

tipo de ensayos solo se considera como un acercamiento al problema °.
1.2.1.1.1 Ensayos de Citotoxicidad.

La evaluacion de la citoxicidad de un material en cultivos celulares es uno
de los estudios in vitro usados mas comunmente para determinar la
biocompatibilidad del material. Es un estudio que proporciona una valiosa
informacion de los materiales que deben ser descartados o aquellos que pueden

ser sometidos a mas estudios °.

Los resultados de las pruebas de citotoxicidad in vitro pueden no
correlacionarse con datos in vivo. Sin embargo, si un material de estudio
consistentemente induce reacciones citotoxicas fuertes en pruebas de cultivos
celulares, es muy probable que también ejerza efectos citotdéxicos sobre tejidos
vivos. La reduccion en el nimero de pruebas en animales y su costo produce un

beneficio adicional 213,

Estos ensayos evaluan el efecto de los materiales sobre diferentes
poblaciones celulares midiendo el nimero o crecimiento celular luego de la
exposicion a los materiales. Ademas estas pruebas determinan dafios a nivel de la

membrana celular, biosintesis o actividad enziméatica 6



La evaluacién citotdxica tiene la ventaja de ser una manera rapida y
econdémica de filtrar un gran ndmero de materiales antes de su evaluacion in
vivo®®,

Villegas M. °

sefiala que la orientacibn general para las pruebas de
biocompatibilidad in vitro se presenta en la norma ISO 10993 vy citotoxicidad en los
apartados 5y 12. Asi mismo la norma ISO 7405 indica técnicas complementarias

para la evaluacion de materiales dentales.

1.2.1.1.1.1 Numero y crecimiento celular.

Para evaluar el crecimiento o el nimero celular, una de las técnicas mas
empleadas es el contacto directo en el cual se coloca el material a evaluar
directamente en contacto con un cultivo celular; si el material no es citotoxico, las
células permanecen en contacto con el material y continlan creciendo
normalmente, por otra parte si el material es citotdxico, el crecimiento celular se
detiene y empieza haber muerte celular. Por otro lado, la densidad celular es otro
factor importante, la cual puede ser descrita de forma: cualitativa, semi-cualitativa,
0 cuantitativamente. Es importante siempre tener un punto de referencia tanto
positivo como negativo de acuerdo al tipo de ensayo. En los experimentos de
citotoxicidad, pueden emplearse una gran variedad de materiales como referencia,
como ejemplos tenemos al el teflon o alimina que son comUnmente utilizados
como control negativo por ser un materiales estables e inertes y por otra parte el
Cloruro de polivinilo plastificado es utilizado como control positivo ya que es un

material altamente citotéxico ® .
1.2.1.1.1.2 Permeabilidad de la membrana.
Existen otro grupo de pruebas que miden la citotoxicidad de un material y

consiste en evaluar los cambios de la permeabilidad de membrana celular. Esto se

realiza observando la facilidad con que un colorante pueda atravesar la membrana



celular, estas pruebas se basan en el principio de que la pérdida de la
permeabilidad de la membrana es equivalente a un dafio celular severo o a la
muerte celular. La gran ventaja de estas pruebas es que identifican tanto células
vivas como muertas, esto es importante debido a que las células pueden estar

fisicamente presentes pero muertas ®’.
Existen dos tipos de tinciones utilizados para realizar estos ensayos:

Colorantes vitales: estos son transportados activamente al interior de la
célula y queda retenido cuando la célula esta viva y el material no ha generado un
efecto citotoxico sobre esta. Por otra parte, si el material es citotoxico, el colorante
sale del interior de la célula, indicando asi muerte celular. Dentro del los colorantes
vitales utilizados se encuentran la Naranja de Acridina, Na51CRO4 (51Cr) y el
Rojo neutro (RN) & 2

Colorantes no vitales: estos no son transportados activamente al interior de
una célula viva, por otra parte si un material es citotéxico, genera dafios a nivel de
la membrana celular, ocasionando asi que el colorante sea transportado al interior

de la célula indicando muerte celular por ejemplo azul de tripan & *2.

1.2.1.1.1.3 Biosintesis enzimética.

Algunas pruebas in Vitro utilizan la biosintesis enzimatica de las células
para evaluar la respuesta citotoxica. Pruebas que miden la sintesis de DNA o la
sintesis protéica son un ejemplo de este tipo de pruebas, estas se llevan acabo
agregando precursores de radioisétopos marcados (3H-timidina o 3H-leucina) al
cultivo celular, de este modo los que son incorporados al DNA o proteina, son
cuantificados. De esta forma se determina la influencia del material sobre la

sintesis de proteinas en un cultivo celular & 7.



El ensayo con MTT es otra prueba enzimatica comunmente utilizada para
medir la citotoxicidad de los materiales, tiene como propdsito medir la actividad de
la deshidrogenasa celular. Es una prueba simple debido a que no requiere de
radioisotopos, es rapida y precisa ya que permite cuantificar exactamente el

nimero de células viables **.

MTT se basa en producir formazan a partir de la escision de la sal de
tetrazolio por las mitocondrias funcionales. La técnica de la prueba de MTT hace
necesario matar a las células, por lo que no es sencillo dar un seguimiento de la

viabilidad de los cultivos celulares *°.

Se han empleado diferentes métodos para determinar la citotoxicidad de los
materiales dentales. Estos métodos consisten en observar la inhibicion del

crecimiento celular o registrar el dafio o muerte celular.

El Alamar Blue (AB) es un medio de contraste soluble en agua que ha sido
previamente utilizado para cuantificar la viabilidad in vitro de diferentes células.
Cuando se afiade a los cultivos celulares, la forma oxidada de la AB entra en el
citosol y se convierte en su forma reducida (por actividad de la enzima
mitocondrial) al aceptar electrones del NADPH, FADH, FMNH, NADH, asi como de
los citocromos. Esta reaccion redox es acompafiado por un cambio en la color del
medio de cultivo de color afiil a fluorescentes rosa, que puede ser facilmente

medido por colorimetria o lectura fluorométrica **

Debido al hecho de que es muy estable y no toxico, lo cual permite el
monitoreo continuo de los cultivos celulares a través del tiempo. Por esta razon,
esta prueba ha sido considerada superior a las pruebas clasicas de viabilidad
celular como la prueba de MTT. Por otro lado la desventaja del AB es el
establecimiento del tiempo de su biotransformacion ya que varia dependiendo del

tipo de célula que se emplea *°.



1.3. CEMENTO DE IONOMERO DE VIDRIO.

1.3.1 Definicion.

También llamado polialquelonato de vidrio es un cemento de base acuosa
que presenta una reaccion acido — base cuando se mezclan sus componentes. El
término iondmero proviene de la union de los términos i6n y polimero debido a que
el liquido es una solucion acuosa de acido ionizado y puede considerarse que
contiene el i6n de un polimero, la estructura del polvo que se combina con el
liquido y forma una estructura ceramica amorfa conocida como vidrio, esta

estructura vitrea puede ser transparente o trasltcida 8,

En un principio, el cemento pretendia ser un material para restauracion
estética en dientes anteriores pero debido a su adhesién a la estructura dentaria y
su potencial para la prevencion de caries, su utilizacion se extendid como agente
cementante, adhesivo ortoddncico, sellador de surcos y fisuras, recubrimiento y

base cavitarios, reconstruccién de mufiones y restauraciones intermedias *°.

Su modulo elastico y coeficiente de expansion térmica son muy similares a

los de la dentina y tiene menos contraccion que los materiales compuestos.

1.3.2 Composicion.

La mayor parte de los cementos se suministran en forma de dos
componentes polvo y liquido. El liquido suele ser una sustancia acida donante de
protones y el polvo es de naturaleza basica, consistente tanto en vidrios como en
particulas de oxido metalico. Dependiendo del tamafio de particula y la relacion
entre polvo — liquido (P/L), cuando se mezclan los componentes se alcanza una
consistencia fluida o espesa, que endurece (fragua) en un tiempo razonable. La
reaccion entre polvo — liqguido es esencialmente una reaccion acido — base.

Después del fraguado estos cementos adquieren una resistencia adecuada como



para que puedan ser empleados como base, restauracién permanente o temporal,
y como un agente cementante. El tipo de aplicacion del cemento depende de su
consistencia, que oscila desde una viscosidad baja a una muy alta y que depende

en gran parte de la distribucién del tamarfio de las particulas y la relacion P/L *°.

Liquido. Usualmente es poliacido acrilico al 50% puede contener polimeros
o copolimeros de &cido itacénico y maleico'’. El acido itaconico reduce la
viscosidad del liquido poliacrilico, mientras que el acido tartarico mejora el tiempo

de trabajo permitiendo una mejor manipulacion %°.
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Figura 1. Estructura de varios tipos de acidos que componen a los CIV

Polvo: Constituido por silice, alimina, fluoruro de calcio, fluorita, y en menor
cantidad encontramos, fosfato de aluminio, fluoruro de aluminio, y fluoruro de
sodio, asi como otras sustancias opacadoras. Estos componentes se funden o
sinterizan entre 1100 - 1500°C obteniéndose un vidrio que se tritura hasta
conseguir cristales muy pequefios. Este material es capaz de liberar gran cantidad
de iones calcio, y aluminio, al ser atacado por el acido. La presencia de flaor,
facilita el manejo del material, al retardar la gelacién, pues reacciona mas rapido
que los iones mas pesados. Si estos iones reaccionaran mas rapido que los iones
mas pesados, la gelacion seria rapidisima y el material seria una pasta

inmanejable %.
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Tabla 2. Componentes de Polvo y liquido del CIV convencional

Polvo Liquido
SiI0;-29% Acido Poliacrilico 47 5%
AbO3— 16.6% Acido Itaconico
CaF,— 34.3% Acido Tartarico

Agua

AlF pequefias
NaF; cantidades
AIPO4

Agua. Es un componente esencial de la férmula. Su funcién es proporcionar

el medio en que se realizan los intercambios ionicos. La falta o exceso produce

alteraciones estructurales con tendencia al resquebrajamiento al desecarse. %°.

1.3.3 Reaccién de fraguado.

Los cementos de lonémero de vidrio (CIV) convencionales llevan acabo una

reaccion acido — base cuando entran en contacto los cristales de vidrio y el &cido

poliacrilico. Al unir el polvo y el liquido, el acido ataca al complejo de vidrio,

liberando Al** Ca*? y Na* en forma i6nica al igual que fluoruros. Posteriormente

se forman polisales de calcio y aluminio mismas que forman la matriz de gel que

envuelve a los ntcleos de vidrio que no han reaccionado %°.

La mezcla endurecida esta constituida por:

¢ Nucleos del complejo de vidrio que no reacciona con el acido.

e Una matriz de gel que envuelve dichos nucleos

e Una matriz amorfa hidratada de Ca*? y Al**

Aqui el agua sirve tanto como medio reactivo y como componente esencial

del gel salino requerido para la hidratacion de los complejos metal — carboxilato

formados %2.
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1.3.4 Caracteristicas del CIV convencional.

Tabla 3. Caracteristicas del CIV Comercial

Adhesion fisica y quimica a tejidos dentarios

Adhesion a algunas aleaciones como (Ni — Cr, Ag — Pd)
Biocompatibilidad

Baja reaccion exotérmica

Liberacion de fluoruros y otros iones

Propiedades aislantes térmicas y eléctricas
Sensibilidad en fases tempranas del fraguado

Dificil pulido
Limitaciones estéticas

3-5,9-12,18,20

1.3.4.1 Mecanismos de Adhesion.

Los mecanismos por los que el ionébmero de vidrio se adhiere a la estructura
dentaria aun no se han identificado en su totalidad. Sin embargo, no parece haber
dudas en que, el mecanismo primario interviene la quelacién de los grupos
carboxilos de los poliacidos con el calcio de la apatita del esmalte y la dentina. El
mecanismo de adhesion del iondmero de vidrio es comparable al cemento de
policarboxilato de zinc. La fuerza adhesiva al esmalte es siempre mayor a la
dentina debido al mayor contenido inorganico del primero y a la homogeneidad

desde un punto de vista morfolégico **°

| i ?Hz CH; xtl'.:H2
-G Ca,
07 o _HO'/ ~o 2C f[:;_\‘
70 ©" oM HO" O
D\\G’OH HU"\C{LD PPN 9|

El:H CH, ﬂ'*:.; Superhicie densana
2 CH:

Figura 2. Mecanismo de adhesion de policarboxilato de zinc
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1.3.4.2 Propiedades Bioldgicas.

El CIV libera cantidades de fluoruros comparables a las que se desprenden
inicialmente de los cementos de silicato, y se mantienen durante un tiempo
prolongado. Aun no se han definido la cantidad minima de fluoruro liberado, asi
como la posterior absorcion por el esmalte, necesaria para que produzca inhibicion
de la caries. Se han realizado diferentes estudios clinicos para valorar el empleo
del CIV en restauraciones o como sellador de fosetas; los resultados han
mostrado que hay una alta incidencia de caries secundarias en el grupo control
estudiado. Expertos afirman que la frecuencia de caries secundarias en dientes
restaurados con CIV en comparacion con dientes posteriores restaurados con
resinas compuestas es menor, mientras que otros autores reportan un mayor
namero de casos. Aun asi existen estudios que demuestran que la liberacion de

fluoruro del CIV inhibe la progresion de la caries secundaria "% 2°,

Los estudios histologicos realizados para valorar la biocompatibilidad de
CIV han mostrado que son relativamente biocompatibles. Se ha demostrado que
la reaccion pulpar al cemento es mayor comparada con la observada con el Oxido
de zinc y eugenol (ZOE) pero menor que los cementos de fostafo de zinc *°. El CIV
empleado como agente cementante presenta una proporcion P/L menor, esta
proporcién hace que le pH se mantenga mas bajo durante un tiempo mayor'’. Con
cualquier CIV, especialmente en las preparaciones cavitarias profundas (a menos
de 0,5 mm de la pulpa), es deseable colocar una capa delgada de un

recubrimiento cavitario protector como el Hidréxido de calcio Ca(OH), ** %°.
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1.3.4.3 Propiedades Fisicas.

Tabla 4. Propiedades relativas de las restauraciones de cemento de ionémero de vidrio

Resistencia Resistencia

ala diametralala Dureza Solubilidad
compresion compresion Knoop (Pruebas Anticariogénico/
(MPa) (MPa) {KHN) ANSI/ADA) respuesta pulpar
Cemento dex i
silicato 180 35 70 0,7 Sifgrave
lonomero de*
vidrio 150 6,6 48 04 Sil leve
(restaurador)
Cermet 150 6.7 39 - Si/ leve
lonémero - .
hibrido 105 20 40 Sil leve

*American National Standar/American Dental Association Specification No. 96 for Dental Water Based Cements
Water Based Cements >

La dureza del ionbmero aumenta con el tiempo, la reaccién exotérmica es
baja, la contraccién al fraguar es escasa Yy la estabilidad dimensional se alcanza
en un ambiente humedo. Hay una interaccion quimica entre la matriz y el relleno
asi como poca sensibilidad al desbalance hidrico en las primeras fases del
fraguado, por lo que los excesos o defectos de agua no son recomendables en

estas fases %> %,

Una de las caracteristicas mas sobresalientes es su capacidad de adherirse
a la fase mineral del esmalte o la dentina, lo cual puede deberse a una unién
irreversible de los iones de poliacrilato a la superficie de la hidroxiapatita. En dicha
superficie desplazan a los iones fosfato, de manera que en la superficie tisular hay
policarboxilato incluido y en la superficie de cemento hay iones calcio y fosfato
desplazados del diente. Para una buena adhesion es necesario que el material
abarque la superficie dentaria en forma suficiente y esto depende de la cantidad
de grupos carboxilicos, por esta razon el cemento debe aplicarse sobre la
estructura dentaria antes de que la reaccion de fraguado haya progresado mucho,

esto es, mientras existen suficientes grupos COOH disponibles. Cualquier demora
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en la colocacion del cemento reducira la posibilidad de hidratar la superficie, y por

consiguiente disminuira su adhesién % %,

Un concepto ligado especificamente a estos materiales y en relacion a su
capacidad adhesiva, es el acondicionamiento de la superficie a la que se va a
adherir. Antes de colocar un cemento ionémero sobre una cavidad, debe
eliminarse los contaminantes de su superficie a fin de permitir el intercambio idnico
del cemento con la estructura dentaria. Wilson y McClean estan a favor por el
acido poliacrilico a una concentracion de 30 a 35 %, durante 10 seg, la cual
contribuye a crear una interfase de union entre el cemento y el diente. Ademas,

produce una desmineralizacién ligera y elimina los restos superficiales. 2.

1.3.4.4 Liberaciéon de iones.

La liberacion del flior en su entorno inmediato esta bien documentada; se
produce al sufrir el material un ataque acido y es detectable durante un periodo
largo de tiempo. Se ha descrito que la capa intermedia entre el cemento y la
dentina, formada por carbonatoapatita fluorada, es de alta resistencia y escasa
solubilidad, resultando en una barrera a la disolucién de la dentina o el esmalte por
el acido lactico, pudiendo asi explicarse la accién cariostatica de este material *°.

La capacidad de adhesion y de liberacion del flior ha permitido su amplia
utilizaciéon como base, sellador, material para mufiones o cavidades clase Il o V,
tratamientos endodoéncicos, cemento de restauraciones rigidas o adhesion de
bandas ortodoncicas. Entre sus inconvenientes podemos mencionar que:
presentan tendencia al agrietamiento al desecarse pues debido a la lentitud de
completar el proceso de fraguado, son muy sensibles al desbalance hidrico en las
primeras fases, lo que quiere decir que no deben desecarse ni humedecerse en
las primeras horas. El efecto no es el mismo al secarlos en exceso que al mojarlos

ya que el agrietamiento de los ionomeros puede explicarse, por el stress interno
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de contraccion que se produce en el seno de un material que debe fraguar

adherido a paredes rigidas (las de la cavidad) * .

Como se menciono anteriormente la capacidad de los cementos de
iondmero de vidrio para liberar fluoruro ha sido muy significativo en su uso en la
odontologia. Muchas investigaciones de la liberacion del i6n fluoruro se han
llevado a cabo tanto in vivo como in vitro, usando una amplia variedad de
cementos. Sin embargo, el fluoruro no es sélo el ion que es liberado del cemento.
Muchos de los vidrios utilizados contienen otros iones monovalentes, como el
sodio, ademés de iones bivalentes como el calcio y el ion trivalente que es el

aluminio. 2°- %,

1.3.5 Clasificacion del CIV por la Asociacion Dental Americana.

En 1966 se establecio el consejo sobre materiales y dispositivos dentales de
la ADA (actualmente Consejo de Asuntos Cientificos), este asumié las
responsabilidades sobre la creacién de normas e inicio los procedimientos de
certificacion de los productos que cumplian con los requisitos de dichas

especificaciones 2% %°.

Estas especificaciones son normas mediante las cuales se pueden medir la
calidad y las propiedades de determinados materiales dentales. Ademas,
identifican los requisitos que deben de cumplir las propiedades fisicas y quimicas
de un material para certificar que su uso sea satisfactorio cuando se utilice por el
técnico del laboratorio dental o el dentista (cumpliendo siempre con las
especificaciones). Para lo anterior los productos dentales se someten a pruebas
para cumplir con los requisitos de especificacion. Cuando se clasifica un producto
como aceptado, el fabricante esta autorizado a incluir en su etiqueta el rotulo de

“aceptado por la ADA” %°.
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Tabla 5. Requeridos en Cementos de Base Acuosa, No. 96 de la ADA 2

Espesor Tiempo Resistencia | Erosion Contenido | Contenido
de de ala Acida Opacidad de de
Tipo Quimico Aplicacion Pelicula | Fraguado | Compresion Cam Arsénico Plomo
= minutos min. .
pm min MPa mm'h min - mEx ma'kg mo'kg
1=
Fosfato de £n Cementante 25 25 a K] 01 - - 2 100
Policarboxliato | oomentante 25 25 8 - 20 - 2 100
de Zinc
Polialquenclato Cementante 25 25 a TO 0.05 - - 2 100
de vidrio
Fosfato de Zn Base f Liner - B o 01 - - 2 100
Policarboxilato | pace / Liner - 70 20 - 100
de Zinc )
Polialquenclato Base f Liner - 2 TO 0.05 - - 100
de vidno
Silicato Restaurador - 2 170 0.05 0.35 055 100
Silicofosfale | pestaurador . 170 D05 | 035 0.0 100
Polialquenolato
de vidrio Restaurador - 6 130 0.05 0.35 090 2 100

La especificacion No. 96 de la Asociacion dental americana es la que regula

todos los cementos de base acuosa y dentro de ellos clasifica al CIV de acuerdo a

SuU uso en:

e Agente cementante

e Bases y forros cavitarios

e Material restaurativo

1.3.5.1 Agente Cementante.

19, 29

El CIV como agente cementante permite la union de proétesis u otros

dispositivos con el diente. Entre ellos existen las restauraciones de metal, metal —

ceramicas y ceramicas; dispositivos ortodoncicos, pins y pernos utilizados para la

retencion de las restauraciones. Este cemento debe ser moldeable que selle el

espacio y que una dos componentes entre si %°.
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Las propiedades de los cementos varian de uno de otro. Por ellos la elecciéon del
cemento se realiza en gran medida por las demandas biologicas y funcionales de
una situacion clinica en concreto. Si se requiere un aprovechamiento 6ptimo, a la
hora de elegir un cemento para una funcion especifica se deben tener en cuenta
las propiedades biolégicas y fisicas, asi como las caracteristicas de la
manipulacion como: tiempo de trabajo, tiempo de fraguado, consistencia y

facilidad de remover el exceso de material. 1>%°

1.3.5.2 Bases y forros cavitarios.

Agentes para proteccién pulpar. Debido a que las restauraciones
metalicas son excelentes conductoras térmicas y eléctricas, pueden provocar
hipersensibilidad cuando se toman comidas o bebidas frias y/o calientes. Otros
materiales restauradores, como los cementos con presencia de acido fosférico, las
resinas compuestas de obturacion directa y en algunos casos los CIV pueden
provocar irritacion quimica. También la filtracion en la interfase producida por la
contraccion del endurecimiento de la amalgama o de la polimerizacién de las

resinas compuestas puede provocar irritacion pulpar "%

Los recubrimientos cavitarios y las bases se han empleado en estas
restauraciones para evitar estos tipos de agresion. Sirven ademas como barrera
contra sustancias irritantes liberadas por los materiales restauradores y como
agentes selladores contra la filtracion en la interfase y por lo tanto, contra la
invasién bacteriana asociada, por lo que el CIV también pude servir para prevenir

la caries *°%°

Recubrimientos cavitarios. El propdsito inicial de los primeros
recubrimientos cavitarios era aprovechar el efecto benéfico del hidroxido de calcio
para acelerar la formacion de dentina reparadora. Actualmente el CIV se puede
usar también como recubrimiento o recubrimiento/base, colocandose en una capa

fina en el piso de la cavidad dentaria. La funcion de estos ha sido ampliada para
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poder servir como adhesivos en la interfase diente — restauracion y como sellador
dentario de la entrada de los microorganismos e irritantes en el transcurso de los

procedimientos restauradores *°%°.

Base de cemento. Las bases se aplican en capas mas gruesas (<0,75 mm)
bajo las restauraciones para proteger la pulpa contra las agresiones térmicas, el
galvanismo y las agresiones quimicas, dependiendo de los materiales
restauradores que se empleen. Ademas el material debe ser lo suficientemente
fuerte como para soportar las fuerzas de condensacion durante la colocacién de la
restauracion y ser resistente a las fracturas que pueden ser provocadas por las

fuerzas masticatorias que se transmiten a través de la restauracion *°%°.

1.3.5.3 Material Restaurativo.

. El uso de este tipo de iondmero ha demostrado una alta durabilidad en la
restauracion de molares temporales con lesiones cariosas clase | y clase II. La
mezcla de cemento restaurador se aplica con un instrumento (espatula) o puede
ser inyectado directamente dentro de la preparacion. Las cavidades se deben
sobre obturar ligeramente con el cemento. Tras su colocacién, la superficie se
debe cubrir con una matriz de plastico para proteger el fraguado del cemento, de
una perdida o ganancia de agua en los primeros momentos. Se debe dejar esta
matriz colocada al menos durante 5 minutos, (aunque este tiempo puede variar
dependiendo del tiempo de fraguado de los diferentes productos). Una vez que se
ha retirado la matriz, la superficie se debe proteger inmediatamente mientras

retiramos el exceso de material de los margenes mediante el recortado. %°.
1.4 Biocompatibilidad in vitro del cemento de iondmero de vidrio.
Desde su aparicion en el mercado, hace mas de 30 afios, los aspectos de

biocompatibilidad del CIV han sido intensamente estudiados. En general, la

citotoxicidad de los ionomeros convencionales, ha mostrado ser minima en
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estudios previos *. Por otro lado, los ionomeros modificados con resina han

resultado ser citotéxicos y genotéxicos .

Estudios realizados para evaluar la respuesta pulpar frente a cementos
convencionales han mostrado resultados muy diversos. Por un lado existen
evidencias de que el CIV convencional es biocompatible con el complejo dentino-
pulpar, lo que significa que es bien tolerado y produce pocos dafios al tejido pulpar
por las siguientes razones: a) Los acidos poliacrilicos son mucho mas débiles que
el &cido fosférico, es decir, que los iones COOH son menos téxicos que los iones
H del acido fosférico. b) El acido poliacrilico tiene mayor peso molecular, lo que

limita su difusion en el interior de los tibulos dentinarios .

Otros estudios sobre citotoxicidad en células pulpares en ensayos de MTT
han demostrado que la concentracion de iones liberados, como: Sr? +, AP +y F

son demasiado bajas para tener un efecto citotéxico .

El CIV ha sido usado desde 1970 y desde entonces varias de sus
propiedades han sido investigadas. Existe evidencia de que los CIV ejercen
propiedades antibacterianas que se relacionan con la liberacion de fluoruro, sin

embargo aln estos mecanismos no estan del todo claros *°.

Todos los biomateriales liberan componentes dentro del cuerpo y la gran
mayoria de respuestas bioldgicas son probablemente medidas por esa liberacion
de componentes. Tal es el caso de los materiales cementantes, estos pueden
aproximarse al periodonto en interfase de cemento, por lo tanto los efectos del

material en células dentro de ese tejido son relevantes .

Lo mismo pasa para materiales dentales implicados intracoronalmente, la
presencia de dentina es critica para la respuesta bioldgica vista en la pulpa
cuando un material es puesto en la dentina. Algunos materiales restaurativos

contienen componentes que pueden liberarse antes y en algunos casos despueés
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del fraguado y que resultan citotoxicos, cuando son colocados en contacto

cercano con células %,

Cualquier cosa que tenga contacto con dentina puede ser llevada dentro de
la pulpa a través del “fluido dentinario” (sirviendo como un medio de transmision
de agentes a la pulpa), desencadenando algun tipo de respuesta. La velocidad de
permeacion de sustancias a través de la dentina depende del tamafio molecular
del producto o de sus componentes. El area de superficie disponible para su
difusion depende de la permeabilidad de los tabulos dentarios y del espesor de la

dentina remanente .

Sin embargo, la dentina puede ademas diluir y absorber componentes de
un material antes de que llegue a la pulpa y tedricamente atenuar reacciones
biolégicas adversas del material. Un espesor moderado de dentina (Imm o0 mas)
puede proteger a las células pulpares in vivo de componentes quimicos de tales
materiales. En entorno experimental el espesor de dentina de 500 pum previene
una mayor difusion. Como conclusion, se dice que las caracteristicas de

permeabilidad aumentan con incremento de espesor de dentina *°

Los tres componentes del CIV que pueden provocar reacciones adversas son:
1. El material en si.
2. Metales los cuales han sido afiadidos a la formulacién original.

3. Acidos poliacrilicos.
Cada una de ellas, en teoria, puede provocar una respuesta indeseable o un

efecto sinérgico *.

A continuacidon se enlistan 6 caracteristicas del CIV relacionadas con su

Biocompatibilidad %’
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La degradacion de productos liberados que se encuentra relacionado con

el fraguado y las condiciones del mismo, como son el pH y la humedad.

. Condiciones de fraguado, que consisten en tiempo entre el mezclado y la

prueba, asi como la humedad relativa, que confiere un papel decisivo para

determinar la citotoxicidad.

. Componentes de CIV convencionales y sus aplicaciones en diferentes

situaciones.

Propiedades antibacterianas: que se le atribuye al CIV y se encuentran
vinculadas principalmente a la liberacion de fluoruro.

Efectos osteogénicos en la implantacién de CIV. en defectos éseos con el
fin de regenerar hueso.

Respuesta hospedera y reaccion tisular con el tiempo, los efectos
biolégicos de los iones y otros componentes en el medio ambiente
inmediato, (respuesta en pulpa, dentina y tejido periodontal) y efectos

sistémicos con el paso del tiempo.

1.4.1 Degradacion de productos.

Algunos estudios demuestran que los CIV convencionales contienen iones

gue son lixiviados en diferentes tiempos y bajo diferentes condiciones y que existe

la posibilidad de que algunos de estos iones contribuyan al efecto citotdxico del

materia

| 30,

Tabla 6. lones lixiviados de CIV

Fluoruro
Sodio
Silice
Calcio
Aluminio

Estroncio

lones que se liberan bajo diferentes ambientes y condiciones de tiempo.

22



Fluoruro: Su liberacion es plenamente documentada pero hay pocos

reportes, que hagan alusién a la liberacién de otros elementos quimicos 2~ 4°.

Wilson y col **

mostraron que el CIV libera méas sodio que fluoruro (aunque
algunos CIV contengan menos sodio que fluoruro), la liberacién de fluoruro se
encuentra controlada por la liberacion de sodio, probablemente para que la
neutralidad sea preservada. Esto ha sido sustentado por los hallazgos de que la

adicién de NaF mejora la capacidad de CIV de liberar fluoruro *?

La interaccion de los electrolitos del material depositado en el diente (fluidos
de dentina) podria verse disminuida por un decremento en la disponibilidad de
iones lixiviados. Lo anterior fue demostrado en un reporte de que iones lixiviados
F, Si, Al y Zn a altas concentraciones y con pH bajo en un cemento sin fraguar
disminuye a medida que se acerca el fraguado. Hay gran liberacion de fluoruro

durante las primeras horas .

Aluminio. Este se encuentra presente en varios productos de CIV y es
liberado a largo plazo. Es el elemento inorganico menos lixiviado del CIV. La
cantidad liberada es tan baja que es poco probable que cause problemas de
toxicidad **. No obstante no existen evidencias de que estas cantidades podrian

ser peligrosas..

1.4.2 El pH.

La reaccion inicial y temprana de CIV es lenta, el calcio y después el
aluminio son los elementos que se liberan del vidrio, por lo tanto el pH inicial
puede llegar a ser de 2.0 en 5min e incrementar hasta 3.0 a los 10 min *°. En los
productos de nueva generacién de CIV es mucho mas rapido el fraguado por lo

que quizas este problema haya sido reducido.
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Por otro lado las evaluaciones realizadas para determinar el pH del
cemento, han mostrado que este va en aumento de un fraguado inicial a un
fraguado completo®. Se considera que un pH acido crea un medio ambiente acido
desencadenando la citotoxicidad por parte del cemento, mientras que en pH
alcalino crea un medio ambiente optimo para la remineralizacion y la eliminacion

de microorganismos “° =%’

Por otro lado, los estudios realizados por Muller et al *®, demostraron que la
citotoxicidad ejercida por el CIV no se encuentra asociado a pH acido. Ademas
debe tomarse en consideracion que la dentina actia como un amortiguador para

los cementos dentales.
1.4.3 Citotoxicidad.

Dahl g Tronstand *°, mostraron que las muestras de CIV recientemente
preparadas presentaban un grado alto de téxicidad, pero pasadas 24 horas la

toxicidad disminuia considerablemente.

En estudios de citotoxicidad in vitro de 2 CIV recién mezclados, se encontrd
gue ambos materiales eran téxicos para fibroblastos, pero la citotoxicidad de los
cementos disminuia al aumentar el tiempo de fraguado, sin embargo se
encontraron diferencias en la escala de tiempo y magnitud de la respuesta

suscitada 4% °°,

Otros estudios con CIV para base mostraron que existe una fuerte
citotoxicidad en células pulpares después de 2 minutos. Sin embargo, esto
muestra que la citotoxicidad con la reaccion del fraguado y con menos de 60% de
humedad relativa no se establece correctamente en algunos CIV después de 7
dias entre la mezcla y su colocacién ocasionando un aumento de solubilidad y
citotoxicidad. Por lo tanto es necesario no solo estandarizar la colocacion sino

también estandarizar una simple preparacion.
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Caughman et al >*

, demostré que CIV cementante (Kelac-Cem®) no
produce dafio morfolégico en células. En este estudio el CIV indujo menos
citotoxicidad que las resinas evaluadas y fue el Unico material que permitid6 una
directa fijacion celular en la superficie de la muestra. Sin embargo, esto no fue
totalmente inerte porque inhibi6 RNA y sintesis de proteinas en fibroblastos
gingivales sin inhibicién de sintesis en células epiteliales. Por lo tanto los autores
concluyeron que el grado de influencia depende del tipo de célula, el porcentaje de
relleno en el material y el grado de maduracién 2. Las implicaciones exactas de la

inhibicién de tales procesos necesitan ser esclarecidos.

1.4.4 Reacciones Pulpares.

Se ha relacionado a los CIV convencionales con la presencia de inflamacion
53, 54

pulpar , los estudios revelan que esta respuesta pulpar es minima cuando el
CIV se utiliza como material restaurador > °¢. Por otro lado Klétzer *’ concluyé que
un material precursor del CIV es irritante, considerando menos irrtabilidad de

tejidos que los observados con materiales de silicato.

Paterson & Watts *® encontraron inflamacién severa después de aplicar
CIV en exposiciones pulpares en dientes de ratas. Esto fue mostrado en repetidas
ocasiones en experimentos realizados en animales (p.e. con monos), encontrando
severas reacciones pulpares que ocurren después del uso de CIV en pulpas

expuestas °°. %5

Lo anterior fue confirmado después por Tobias et al quien
demostré que los CIV causan irritacion pulpar in vivo, pero dicha irritacion
desaparecia en 28 dias. La razon puede ser que la toxicidad del material, se deba
al contacto con el medio ambiente humedo de la pulpa, ocasionando

modificaciones en el fraguado del material.
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. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢,De que manera el cemento de londmero de vidrio y sus extractos en
medio de cultivo Influyen en la viabilidad, morfologia y adhesion de fibroblastos

gingivales en ensayos in vitro?

. JUSTIFICACION

Es necesario ejercer un gran control sobre la utilizacion de los
Biomateriales, por lo cual existen organismos encargados de la estandarizacion y
normalizacion de estos materiales, con los correspondientes acuerdos
internacionales. Dentro del campo de los Biomateriales Odontolégicos, se pueden
citar como los mas importantes la Asociacién Dental Americana y la Organizacion

Internacional de Estandarizacion.

Podemos asumir que no se estan utilizando materiales que presenten
ninguna duda en cuanto a su biocompatibilidad, sin embargo y ya de que se trata
de mantener la integridad del ser humano, es necesaria la evaluacion biolégica de
ellos. La utilizaciébn de materiales diversos en la odontologia ha incrementado su
variedad (la cual va desde materiales metalicos, materiales cementantes,
ceramicos e incluso materiales compuestos), ante la necesidad de restablecer la
perdida en la integridad del 6rgano dentario debido a la presencia de la caries y la

enfermedad periodontal.

El uso clinico de los cementos de ionémero de vidrio permanece vigente en
nuestros dias luego de mas de tres décadas, gracias a sus propiedades relativas a
su naturaleza hidrofilica, adhesiéon a la estructura dentaria y habilidad para liberar
iones de flior *°, constituyéndose en un material versatil indicado para
restauraciones preventivas, como base y material para cementado de

preparaciones metalicas o poliméricas.
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Por otro lado, los estudios realizados han confirmado que los ionémeros de
vidrio poseen un gran efecto inhibitorio de la caries dental in vitro, Sin embargo en
lo que respecta a su biocompatibilidad aun es un tema contradictorio por la
cantidad de informacion que muestran resultados muy diversos y que aun genera
confusion sobre si existira o no algn efecto a largo plazo en el paciente *.

Asimismo, la liberacién de fluoruro es plenamente documentada 3% 3!
existiendo pocos reportes sobre otros elementos (Al, Ca, Na, Zn, K), que se
liberan del CIV y su efecto citotoxico por lo que es necesario profundizar sobre

este tema.

Lo anterior confirma el riesgo inherente de que el CIV y otros materiales
dentales generen una respuesta tanto a nivel local como sistémico, ya sea a
menor 0 mayor grado, tanto en el paciente como en el personal de trabajo (los

odontélogos asumen un riesgo legal al utilizarlos)..

En los ultimos 30 afios, el publico y varios organismos gubernamentales
han solicitado pruebas que demuestren que los materiales utilizados en

4 Desafortunadamente,

odontologia sean bioldégicamente seguros y efectivos
determinar la biocompatibilidad de un material es un tema sumamente complejo,
que implica el uso de multiples ensayos, los cuales en su mayoria son costosos y
complicados. A pesar de estos inconvenientes las pruebas de biocompatibilidad
contintan siendo el unico medio por el cual se puede asegurar la seguridad o no

de un material.
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IV. HIPOTESIS.

El lonébmero de vidrio y los extractos obtenidos del medio de cultivo

repercutiran en la viabilidad, morfologia y adhesién de fibroblastos gingivales en

cultivos in vitro.

V. OBJETIVOS.

5.1 GENERAL.

Evaluar la respuesta bioldgica que presentan fibroblastos gingivales en
contacto con el cemento de ionGmero de vidrio experimental y sus extractos

en medio de cultivo, comparandolo con un CIV comercial.

5.2 ESPECIFICOS.

Realizar control de calidad de acuerdo a la norma No. 96 de la ADA al CIV
experimental.

Determinar la variacién del el pH de CIV comercial y experimental en medio
acuoso y en medio de cultivo.

Andlisis de la superficie de los CIV experimental y comercial,.

Determinar los elementos quimicos liberados (Al, Ca, Na, Zn, K) del
ionébmero de vidrio en medio de cultivo.

Determinar la viabilidad, adhesion y cambios morfolégicos de fibroblastos
gingivales cultivados in vitro en presencia del lonédmero y sus extractos en
medio de cultivo, mediante ensayos de viabilidad, citotoxicidad celular y

microscopia Optica.
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VI. MATERIAL Y METODOS.

6.1 Tipo de estudio.

Experimental y descriptivo.

6.2 Operacionalizacion de Variables.

Variables dependientes: Variables independientes:
e Liberacion de lones e CIV comercial Mirafill® y CIV experimental
e Viabilidad celular e Porcentaje de extractos de los CIV
¢ Citotoxicidad e Numero de células cultivadas
¢ Morfologia celular e Ensayos con Alamar Blue (AB)

6.3 Universo de estudio.
Dos lonébmeros de vidrio convencionales usados para cementacion y

cultivos celulares de fibroblastos gingivales humanos.

6.4 Seleccion de Muestras.
1. Cementos de lonémero de vidrio:
Experimental.
Comercial (Mirafill®).

2. Células: Fibroblastos Gingivales Humanos.

6.5 Criterios de Seleccion.
e CIVe hecho en el laboratorio de DEPel de la Facultad de Odontologia.
e CIVc de la marca Mirafill®

e Cultivo primario de Fibroblastos gingivales.
6.5.1 Criterios de Inclusion.

Cementos de lonédmero de vidrio convencionales usados para

cementacién (experimental y comercial).
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Cultivos primarios y subcultivos de Fibroblastos Humanos Gingivales.

6.5.2 Criterios de exclusion.
Cementos de lonobmero de vidrio no convencionales usados para

cementacion.

Cultivos celulares.

e Lineas celulares.

Los estudios de viabilidad y citotoxicidad se engloban dentro de los
estudios de biocompatibilidad de un material. Los métodos utilizados para
determinar tanto la viabilidad como la citotoxidad del cemento de lonGmero de
vidrio fueron los ensayos de viabilidad y citotoxicidad in vitro por contacto
directo e indirecto descritos en la norma ISO 10993-5 e ISO 7405.

6.6 Sintesis del Cemento de lonémero de vidrio Experimental.

La base para la fabricacion de este material fue la formulacion dada en
el traslado de tecnologia que se realizé a la compafiia Viarden® S.A.[i], en el
afio 2006, la cual basicamente estd conformada por una base inorganica
compuesta de Al,O3, SiO,, CaF, AlF; AIPO4, NaAlFs y una fase &cida
compuesta de poliacido acrilico, itaconico, maléico y tartarico. Esta formulacién
por ser de caracter confidencial no puede mencionarse detalladamente en

cuanto a porcentajes y método de obtencién.

6.7 Preparacion de Muestras de CIV.
Instrumental:
e Loseta de vidrio gruesa.
e Espatula No. 322, para cementos, 1 extremo, flexible. No. 23556 Tarno,
Hu - Friedy
e Balanza gravitacional marca OHAUS No. AR3130
e Cronometro digital marca Extech Mod. 365510

[i] Convenio de transferencia de tecnologia Namero de Registro DGAJ-SJPI-161204-315.
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Basados en los lineamientos establecidos por la Norma No. 96 de la

ADA, la preparacion de muestras se realizo de la siguiente forma:

Cada muestra del cemento se prepar6 en una habitacion a una

temperatura de 23 + 1°C y humedad relativa de 50 + 5%.

6.7.1 CIV experimental.

Utilizando una proporcion polvo — liquido en peso de 3:2.5, se mezclo el
polvo y el liquido durante 30 segundos para obtener una mezcla homogénea y
llevarla a un molde de acero inoxidable con dimensiones internas de 6 mm *
0.1 de alturay 4 mm % 0.1 de didmetro. Se colocé el molde con el material en
una camara con temperatura y humedad controlada (37 £ 1°C y 90%) por
espacio de una hora, después se colocd la muestra en inmersiébn con agua
desionizada y se conservl en una estufa a 37 + 1°C durante 23 + 0.5 horas

para posteriormente, utilizarlas en los ensayos de biocompatibilidad.
6.7.2 CIV comercial.

Para la fabricacion de muestras, se manipul6 el CIV Mirafill® (Faprodmir,
Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante utilizando una proporciéon
en peso polvo — liquido de 3:1 con el fin de comprar pH, analisis por MEB y
ensayos de biocompatibilidad.

6.8 Control de calidad Norma ADA No. 96.
De acuerdo a la metodologia establecida en la Norma No 96 de la ADA,

se prepararon 5 muestras del CIV experimental para cada una de las siguientes

pruebas.
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6.8.1 Prueba de espesor de pelicula:

Con un micrémetro (Mitutoyo, Japan) se midié el grosor combinado de
dos placas de vidrio planas (con un area de contacto de 20 mm? + 25 mm? y
grosor de cada placa de 5 mm) y se registré (1lra lectura), se retird la placa
superior y se coloco 0.1 ml £ 0,05 ml del cemento mezclado en la placa inferior,
se cubri6 con la otra placa y 10 segundos antes de que concluyera el tiempo de
trabajo, se aplico sobre el centro de la muestra una carga de 150N + 2N. Diez
minutos después se retiraron las placas y se midio el grosor combinado de las
dos placas de cristal y de la pelicula de cemento (2da lectura). El resultado se
obtuvo sacando la diferencia del grosor de las placas con y sin pelicula de

cemento.
6.8.2 Prueba de resistencia a la compresion:

Se utilizé un molde de acero inoxidable de 6 mm = 0.1mm altura y 4mm
+ 0.1lmm de didmetro. El cemento se colocé en el molde y este entre dos
placas metalicas, se prenso y se transfirié6 a una estufa a 37° + 1°C y 90% de
humedad relativa. Una hora después se retiraron las muestras y se colocaron
en agua desionizada en una cabina a 37° = 1°C durante 23 + 0.5 horas.
Después de ese tiempo se calculé el didmetro de cada muestra y se llevaron a
una Maquina Universal de Pruebas mecanicas Instron (Modelo 5567) donde se
les aplic6 carga compresiva a una velocidad de 1 mm/min. Se registr6 el valor
cuando la muestra se fracturd y la resistencia a la compresion se calculd con la
siguiente ecuacion: 4
P
C= "
rxd?
Donde:
p= carga maxima aplicada (newtons)

d= diametro de la muestra (mm)
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6.8.3 Prueba de erosion acida

Se elaboraron muestras como en la prueba de compresion y se
colocaron en un frasco con papel filtro himedo manteniéndolo a 37° + 1°C
durante 23 £ 0.5 horas. Se prepar6 una dilucion de acido lactico (20+1mmol/l)
con pH de 2.7+ 0.02.

Se colocaron las muestras en el soporte del aparato de erosion y con un
micréometro (Mitutoyo, Japan), se les midié la profundidad tomando el valor
promedio de 5 lecturas en diferentes zonas de la superficie de la muestra y se
registré6 como D1. Se colocé la dilucion de acido lactico en el aparato, y se
inicié la circulacion del liquido dejando caer 120 mi/min £4 ml/min sobre cada
muestra durante 24 horas. Se midié la profundidad D2 como se describid
previamente y como resultado final se calcul6 la erosion (R) en milimetros por

hora con la siguiente ecuacion.

Donde
D1y D2 son las lecturas previamente hechas (mm)
t = tiempo de erosion (horas)

6.8.4 Prueba de tiempo de fraguado.

Los CIV mezclados se colocaron en un molde de acero inoxidable, procurando
un buen contacto entre el molde y el cemento. Posteriormente las muestras se
llevaron a la estufa Hanau (37t1°C y 90+5% de humedad relativa),
posteriormente en intervalos de 30 segundo, se hicieron indentaciones con la
aguja de Gillmore con un peso de 400 £5 g y una punta de 1 £ 0.01 mm hasta
gue la aguja ya no hiciera identaciones circulares completas. El tiempo de
fraguado neto se registré como el tiempo transcurrido entre el fin de la mezcla y
cuando la aguja ya no hizo una indentacién completa de forma circular en el

cemento. Se realizaron tres determinaciones por cada muestra de ambos CIV.
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6.9 Analisis de la superficie de CIV por Microscopia Electrénica de Barrido
(MEB).

El MEB brinda informacion sobre la superficie de la muestra y nos
permite obtener una imagen topografica de ella utilizando electrones
retrodispersados. Este instrumento esta disefiado para estudiar en alta
resolucién la superficie de sélidos con la ventaja ya que con la interaccion de
electrones con la muestra se obtiene informacion sobre orientacion cristalina,

composicién quimica, estructura magnética o potencial eléctrico del material.

El funcionamiento del equipo esta basado en el hecho de barrer la
muestra con un haz electrénico de seccion transversal y de alta energia y
generar una imagen punto por punto. Las muestras se observaron en un
Microscopio Electrénico de Barrido (JEOL JSM5600LV), a distintos aumentos:
50x, 500x y 1000x. para lo cual se prepararon 5 muestras de CIV experimental
y 5 de CIV comercial bajo las mismas condiciones que se explicaron
anteriormente. Posteriormente se les coloco a cada una papel Parafim M®

para protegerlas y mantener su estabilidad dimensional e hidratadas.

6.10 Medicién de pH en CIV.

Se utilizé un medidor de pH (HANNA ® 213 pH) el cual se calibré antes de
medir el pH. Se uso una sustancia tampon de pH 4 (HCI). Se retiro el electrodo
de la solucién de almacenamiento, se enjuago y se secO con un papel suave;
después se coloco la solucién tampdn inicial, y se ajusto el punto isopotencial.
Posteriormente se selecciond un segundo tampdén pH 7, se repitid6 el mismo
procedimiento que el anterior y se utilizo un tercer tampén pH 14. >* Hecho lo
anterior, la muestra (previamente triturada), fue colocada en agitacién tanto en
agua Milli Q como en el Medio de cultivo de Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM), para garantizar la homogeneizacion. Se sumergié el electrodo en la
muestra y se registro el pH; Para leer el pH se utilizaron muestras recién

preparadas para cada tiempo de medicion (12, 24, 36, 48 y 72 horas).
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6.11 Analisis de Medio de cultivo por Espectroscopia de Absorcion Atémica
(EAA).

La espectroscopia de absorcion atomica (EAA), es un método instrumental
de la quimica analitica que determina una gran variedad de elementos
metélicos en soluciones acuosas y tiene como fundamento la absorcion de
radiacion de una longitud de onda determinada. Esta radiacion es absorbida
selectivamente por atomos que tengan niveles energéticos cuya diferencia en
energia corresponda en valor a la energia de los fotones incidentes. La
cantidad de fotones absorbidos, esta determinada por la ley de Beer, que
relaciona ésta pérdida de poder radiante, con la concentracion de la especie
absorbente y con el espesor de la celda o recipiente que contiene los atomos

absorbedores © !,

Los componentes instrumentales de un equipo de espectrofotometria de
absorcion atdmica son los similares a los de un fotbmetro o espectrofotometro
de flama, excepto que en EAA se requiere de una fuente de radiacion

necesaria para excitar los atomos del equipo °% ®.

La técnica de absorcion atomica en flama consta de lo siguiente: La muestra de
medio de cultivo (previamente preparado junto con muestras de CIV), es
aspirada a través de un tubo capilar y conducida a un nebulizador donde ésta
se desintegra y forma un rocio o pequefias gotas de liquido.

Las gotas formadas son conducidas a una flama, donde se produce una serie
de eventos que originan la formacion de atomos. Estos atomos absorben
cualitativamente la radiacion emitida por la lampara y la cantidad de radiacion

absorbida esta en funcién de su concentracion % 62,

La sefial de la lampara una vez que pasa por la flama llega a un
monocromador, que tiene como finalidad el discriminar todas las sefiales que
acompafan la linea de interés. Esta sefal de radiacion electromagnética llega
a un detector o transductor y pasa a un amplificador y por ultimo a un sistema

de lectura % %,
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6.12 Cultivo celular de fibroblastos gingivales humanos.

Se utilizaron fibroblastos gingivales humanos los cuales son células
ampliamente utilizadas en los estudios bioldgicos dentro del area odontoldgica.
Para el cultivo, inicialmente se colocaron las células en frascos de cultivo junto
con 7 ml de medio de cultivo DMEM el cual fue suplementado previamente con
10% de suero bovino fetal Gibco (SFB) y un 1% de penicilina/estreptomicina de
Sigma. Las células se mantuvieron a 37° C en un incubador bajo una atmdsfera
con 5% CO,. El medio de cultivo fue cambiado rutinariamente cada 3 dias para
el mantenimiento de las células. Entre el dia 4 y 5 se observo una confluencia
adecuada de las células con una distribucion en monocapa. El estimulo de
crecimiento y diferenciacion se produce gracias a su relacién con otras células
vecinas que cesa con la saturacion de la monocapa (inhibiciéon por contacto)

cuando se llega a maxima confluencia.

Alcanzada una confluencia de aproximadamente un 80% se procedi6 al
subcultivo que es el traspaso de las células a nuevos frascos de cultivo. Se
aspir6é el medio de cultivo y se hicieron 2 lavados con solucién salina taponada
(PBS 1x) Se afiadié 5 mil de tripsina - acido etilendiaminotetraacético (tripsina-
EDTA), durante aproximadamente cinco minutos y se incubé a 37° C hasta
que se observo que las células se habian desprendido del fondo de la placa. La
tripsina es una enzima protedlica que actia degradando las proteinas que
sirven de union entre las células de cultivo en un tiempo aproximado de 30

segundos.

Una vez tripsinizadas, para inactivar la tripsina se afiadi6 como minimo
la misma cantidad medio DMEM con 10% de SFB para neutralizar la reaccién
de tripsinizacién. Se recogi6 toda la solucion en un tubo y se centrifugo a 1000
rom durante 10 minutos. Después del centrifugado se elimino el sobrenadante
y el pellet de células se resuspendié en medio fresco y se repartidé en otros
frascos de cultivo. Cuando los fibroblastos confluyeron de nuevo, se realizo otro
subcultivo hasta obtener el niumero total de células requeridas para esta

investigacion (1x10°).
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6.11.1 Conteo celular.

Una vez que las células se desprendieron, con una pipeta se tomaron
las células y se centrifugaron para separarlas del DMEM vy la tripsina.
Terminado esto se retiro el liquido cuidando de no tocar el botén celular y se
coloco 1 ml de DMEM resuspendiendo las células y posteriormente se tomaron
10 pl de fibroblastos. Se esa cantidad en un hematocitdmetro (Camara de
Neubawer) y se afiadio 5 pl de azul de tripan para distinguir las células muertas

y solo contar las vivas.

Esta camara, dispone de 4 cuadrados de 1 mm de lado, cada uno
dividido en 16 cuadrados mas pequefios (Figura 3). Por encima y tapando la
gota de la solucién, se coloca un cubreobjetos que permite un espacio de altura
de 0.1 mm, de modo que el volumen del liquido que se aloja en cada cuadrado
es de 1x1x0.1mm® (10* cm® que aproximadamente es 10* ml). Por
consiguiente la concentracion de células por mililitro sera el nUmero de células
contadas en cada cuadrado y multiplicado por 10, 0 expresado en la férmula el

numero total de células.

Después del conteo celular por cuadrante, se uso la siguiente ecuacion

para sembrar 4x10* células en cada pozo.

n°de celulas
n°de cuadrados

(104 X volumentotalj
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Figura 3 Cuadros de la Camara de Neubawer

Fuente: Ramirez, A. Estudio celular y molecular en cultivos de fibroblastos tratados con
farmacos inductores de agrandamiento gingival. Tesis Doctoral. Universidad de
Barcelona. 2007; 157.

6.13 Ensayos de Biocompatibilidad in vitro.

6.13.1 Ensayo por contacto directo.

En base a la norma ISO 10993 - 5, se estudio el efecto del cemento de
londbmero de vidrio (experimental y comercial) sobre la viabilidad celular de
fibroblastos gingivales para determinar si su efecto induce algun cambio
proliferativo en las poblaciones celulares que justifique el dafio celular por
contacto directo.

Se prepararon 15 muestras de CIV Experimental y 15 de CIV comercial
bajo condiciones controladas (como en control de calidad) y se esterilizaron
previamente con rayos U.V. durante 12 horas para eliminar todo tipo de
microorganismos. Para la evaluacion de la actividad metabdlica (viabilidad) de
los cultivos celulares se utiliz6 el marcador vital Alamar Blue.
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Posteriormente se prepararon 15 muestras de PVC y 15 de Alumina
(grupos controles), con las mismas dimensiones de las muestras de CIV (4mm
de diametro y 6 mm de longitud). Se esterilizaron durante 12 horas con rayos
u.v.

Todas las muestras se colocaron en cajas de cultivo de 24 pozos junto
con 4x10* células. Las cajas de pozos con el material y células se incubaron a
37°C y 5% de CO, durante 12, 24, 36, 48 y 72 horas. Se colocé 10x de

volumen de Alamar Blue 4 horas antes del terminé de cada periodo.

Finalizado cada periodo se llevaron los cultivos con Alamar Blue
metabolizado a un espectrofotdmetro midiéndose a una longitud de onda de
570 nm. Las absorbancias del medio de cultivo se restaron a los cultivos
celulares y como resultado final se reportaron las absorbancias de manera

grafica.

6.13.2 Ensayo por contacto indirecto.

En base a la norma ISO 10993-5, se realizaron estos ensayos bajo el

siguiente procedimiento.

Se prepararon extractos de CIV experimental y CIV comercial en medio
de cultivo (37°C durante 72 horas). La norma indica que el area que debe estar
en contacto con 1 mm de medio es de 3cm? en sélidos, por lo que en base a
las dimensiones de las muestras de CIV se calculo esa area y se colocaron en
25 ml de DMEM, para cada tipo de CIV.

De estos extractos se realizaron las siguientes diluciones: Extracto al
100%, 50%, 10%, 1% y 0.1%. Se sembro la misma cantidad de células que el
ensayo anterior y después de 4 horas se retir0 el medio y se colocdé nuevo
medio junto con las diluciones. Al mismo tiempo se realizo una curva patrén de
proliferacion celular a las 24 horas (figura 4), en la cual se colocaron distintas
cantidades de células (de 300 a 50,000).
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Figura 4. Curva patron de proliferacion celular a las 24 horas. Se sembraron de 300 a
50,000 células registrando su absorbancia.

Las cajas de pozos con las diluciones y células se incubaron a 37°C y
5% de CO; durante 24 horas; como control positivo se utilizo cloro y como
control negativo solo medio de cultivo. Posteriormente se colocé 10x de

volumen de Alamar blue 12 horas antes del término del tiempo de incubacion.

Finalizado el tiempo de incubacion se llevaron los cultivos a un
espectrofotometro y se midi6 a una longitud de onda de 570 nm. Las
absorbancias del medio de cultivo se restaron a las absorbancias de los
cultivos celulares como resultado final. Posteriormente estas absorbancias se
localizaron en la curva patrén para saber la cantidad de células vivas en los

cultivos con ambos extractos de CIV y los cultivos controles.

De acuerdo a la norma ISO 10993-5 de citotoxicidad en la cual se

establecen cuatro grados de citotoxicidad. Con base a los datos obtenidos se
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establecio el grado de citotoxicidad en funcidén del nimero de células utilizadas

para el ensayo como se observa en la siguiente tabla.

Tabla 7. Escala de Citotoxicidad Norma ISO 10993-5.

ESCALA DE CITOTOXICIDAD

0 = No TOXICO 40,000 — 38,000 células
1 = Moderadamente TOXICO 37,999 — 20,000 células
2 = Medianamente TOXICO 19,999 — 1000 células
3= Severamente TOXICO 999 o0 menos células

6.14 Anadlisis de cultivos celulares por Microscopia Optica.

Para la observacion de cultivos celulares en los ensayos de
biocompatibilidad in Vitro se utilizo un microscopio invertido 100 — 120V de
cuerpo basico TS — 100 — F. Se colocaron las cajas de cultivo en la platina y se
hicieron observaciones con un aumento de 20x al termino de cada periodo de
experimentacion y posteriormente se tomaron fotografias con la camara

fotografica digital (DS-Fi1l-U2, marca Nikon) del microscopio.

6.15 Andlisis Estadistico.

Los ensayos de contacto directo e indirecto se realizaron por triplicado,
dando un total de 15 muestras de CIV experimental y 15 de CIV comercial para
los ensayos de contacto directo. En el caso del ensayo de contacto indirecto se
prepararon las muestras necesarias para 25 ml de DMEM (3 muestras de CIV
con 15 mm2 de diametro y 1.5 mm2 de altura). Con este extracto (100%) se
realizaron las diluciones antes mencionadas. Con las cuantificaciones
obtenidas se realizo el analisis estadistico usando ANOVA y como prueba de

rango multiple post hoc el andlisis de Tukey para determinar diferencias
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significativas de la viabilidad y citotoxicidad in vitro del CIV experimental en

comparacion con el CIV comercial con un nivel de significancia de a = 0,05.

6.16 Recursos.

6.16.1 Recursos materiales.

Infraestructura del Laboratorio de Biomateriales del Instituto de
Investigacion en Materiales UNAM.

Infraestructura y equipo para ensayo de viabilidad del Laboratorio de
Biologia del Citoesqueleto de Parasitos de la Facultad de Medicina
UNAM.

Apoyo por parte del personal del Laboratorio de Materiales dentales de
la Division de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Facultad de
Odontologia UNAM.
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VIl. RESULTADOS.

7.1 Control de Calidad de CIV segun Norma No. 96 ADA.

Los resultados del control de calidad del CIV experimental mostrados en la
tabla 8 indican que el CIV experimental se sitia dentro de los parametros
establecidos en la prueba de tiempo de fraguado. En resistencia a la compresién
supera el valor minimo de MPa que establece la norma. En espesor de pelicula,
no supera el limite maximo de la norma y finalmente, en la prueba de erosion,
acida tampoco supera el limite impuesto por lo que el material cumple con los

requerimientos de la ADA.

Tabla 8 Control de Calidad, Norma No 96 de la ADA

Control de Calidad Norma No. 96 CIV Experimental
(Pruebas) ADA P
. min. y Max ,
Tiempo de fraguado 25 _ 8 minutos 4.19 minutos
Reastenmgla la min. 70 MPa 83.5 MPa
compresion
Espesor de pelicula 25 ym Max 20 pum
Erosion Acida 0.05 mm/h Max 0.0087 mm/h

7.2 Andlisis de superficie de CIV por MEB.

Las imagenes de MEB mostraron que el CIV comercial presenta fisuras y
grietas en la superficie (Figura 5A), las cuales a mayor aumento se ven con mayor
definicion y existe una conexion entre todas (figura 5B), estas grietas y fisuras se
pueden observar mas detalladamente en figura 5C destacando la presencia de
cuerpos solidos radiolucidos y pequefios poros. Las observaciones realizadas en
el CIV experimental (figura 5D) indican presencia pequefas fisuras mayor

homogeneidad en la superficie. Conforme va en aumento se observan pocas
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grietas con una gran cantidad de poros (figura 5E) que se pueden ver con mas

detalle en la figura 5F.

Aumentos CIV Comercial CIV Experimental

50x

500x

1000x

Figura 5. Imagenes con electrones retrodispersados obtenidas con el MEB JEOL
JSM5600LV de la microestructura de CIV experimental y comercial (Mirafill ®) después
de 23+1 horas de fraguado, Se observan grietas y fisuras en CIV comercial (5A — 5C). En
CIV experimental (5D — 5F) hay pocas fisuras y una gran cantidad de poros.
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7.3Medicion de pH.

En la tabla 9 se indica que el pH en ambos cementos es acido durante las

primeras horas y conforme pasan el tiempo este va en aumentando tendiendo a la

neutralidad desde el tiempo inicial hasta las 72 horas. Sin embargo los valores de

pH del CIV comercial estaban siempre por encima de los del CIV Experimental.

Tabla 9. Promedios de pH de los CIV comercial y experimental.

Hora
Inicial 12 24 36 48 72
Material
CIV Comercial 5,57+ 0.03 | 5.71+0.03 | 5.93+ 0.03 | 6.16+ 0.06 | 6.33+ 0.03 | 6.59+ 0.04
CIV Experimental 5.43+0.03 | 5.61+0.01 | 5.77+£0.00 | 5.91+0.03 | 6.14+ 0.01 | 6.38+0.02

En lo referente al pH del medio de cultivo en contacto con el CIV comercial

y experimental se encontr6 que ambos CIV modifican el pH inicial del medio de

cultivo (7.41). El medio de cultivo con CIV Experimental cambia de pH asi como el

medio de cultivo con CIV comercial manteniendo un pH ligeramente acido dentro

de los parametros de la neutralidad como se observa en la tabla 10.

Tabla 10. Promedios de pH de medio de cultivo con CIV comercial y experimental.

Hora
Inicial 12 24 36 48 72
DMEM
CIV Comercial 7.41+0.00 | 7.36+0.02 | 7.33+0.02 | 7.19+0.01 | 7.18+ 0.00 | 7.18+0.00
CIV Experimental 7.41+0.01 |7.26x0.02 | 7.03+0.02 | 6.81+0.19 | 6.69+ 012 | 6.69+0.12
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7.4 Analisis del Medio de Cultivo por Espectroscopia de Absorcion Atomica (EAA).

Los elementos quimicos que se analizaron del

CIV comercial y

experimental en Medio de Cultivo fueron A®, Ca?, Na*, Zn? K*. Ademas en base a

la Norma 96 de la ADA se analiz6 si existia la presencia de Pb* %y As **°. Esta

técnica no detecté Pb y As en muestras de Medio de cultivo de ambos CIV. En el

medio con CIV experimental se detecté aluminio pero en medio con CIV comercial

no se detect6 este elemento, La cantidad detectada de calcio fue mayor en el CIV

comercial mientras que el potasio no se detecté en ambos medios con ionémero.

Con respecto al sodio las cantidades encontradas son muy semejantes entre las

muestras y el zinc se encontr6 en mayor cantidad en el medio con CIV

experimental.

Tabla 11. Espectroscopia de Absorcion Atdmica en Medio de cultivo con CIV.

MEDIO DE MEDIO DE CULTIVO MEDIO DE
ELEMENTOS CULTIVO (DMEM) CON CIV CULTIVO CON
QUIMICOS ug/mL* EXPERIMENTAL | CIV COMERCIAL

ug/mL ug/mL
Arsénico N.D N.D N.D
Plomo N.D N.D N.D
Aluminio N.D 8.0 N.D
Calcio 55.0 67.0 86.0

Sodio 3,416.0 3,444.0 3,442.0
Zinc N.D 0.4 0.2
Potasio 78.0 N.D N.D

NOTA: * La técnica usada es Espectrofotometria de Absorcion Atémica con Flama y las unidades
reportadas se expresan basandose en el sistema internacional por lo que la unidad ug/mL, ug/g,
mg/L o mg/kg es equivalente a ppm. N.D. No detectable a concentraciones menores al limite de
deteccion: Arsénico 0.002 pg/mL Plomo 0.2 ug/mL Aluminio 0.7 ug/mL Potasio 0.5 ug/mL
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7.5 Ensayos de Biocompatibilidad in Vitro.

7.5.1 Contacto Directo (Viabilidad).

Los resultados del ensayo por contacto directo registrando la viabilidad
celular con Alamar Blue en la figura 5 indican el comportamiento que tienen las

células en presencia y ausencia del CIV experimental y comercial.

—E— PVC (+)
—®— Alimina (-)
1.0 CIV Comercial
0.9 _ — B — C|V Experimental
' J — M — Solo medio de cultivo

0.8 - \

0.7 -
E -
£ 0.6
g - \_/_/
% 0.5 -
3 |
?, 04-  100% i%

) |
S 03] 8w
81% ®
0.2 1
1 25% M ] n— = \
0.1 1
OO T T T T T T T T T T T T
12 24 36 48 60 72
Tiempo de exposicién con los materiales (h)

Figura 6. Ensayo de Contacto directo (viabilidad).Se colocaron distintos materiales en
cultivos celulares, como control negativo Alimina (100% de metabolismo) y como control
positivo de toxicidad se utiliz6 PVC (25% de metabolismo) y %). Los cultivos con CIV
experimental registraron 87% de metabolismo mientras que el CIV comercial registré 81%
de metabolismo.

El andlisis estadistico por ANOVA de una via seguido por la prueba de
Tukey, mostraron que los cultivos de control negativo (alimina) como los cultivos
sin material se comportaron de manera similar y no mostraron diferencias

significativas (p >0.05), por lo tanto se considerd al control negativo (Alimina)
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como el total de actividad metabdlica celular. Tomando en cuenta lo anterior, el
control positivo (PVC) registr6 poca actividad metabdlica mostrando diferencias
significativas con respecto a Alimina y ambos CIV de las 12 a las 72 horas (p
<0,05). La actividad metabdlica en los cultivos con CIV fue similar entre ellas
después de las 12 horas, inferior a la alimina y superior a PVC. En la actividad
metabolica de los cultivos con ambos CIV a las 12 horas existi0 una diferencia
significativa entre ellos y con el control negativo (p <0,05), En el resto de los
cultivos con CIV experimental y comercial de las 24, 36, 48 y 72 horas, la actividad

metabdlica no fue significativamente diferente entre ellos (p >0.05).

7.5.1.1 Morfologia y adhesién celular por contacto directo.

Las Iméagenes de Microscopia Optica de los Cultivos celulares indicaron que
las células de los cultivos con Alumina (control negativo, figura 7A — 7E), las
células presentaron formas, alargadas, fusiformes y prolongadas. Conforme
pasaron las horas en los cultivos se presentaron mayor cantidad de células y iban
proliferando. Los cultivos con el PVC, (control positivo, figura 7F — 7J) presentaron
menos cantidad de células, algunas células eran viables sin embargo, hay otras
gue estaban redondeadas o muertas. Ademas se observaron contraidas,

desapareciendo su morfologia clasica y se observo un mayor espacio intercelular.

La figura 8 corresponde a los cultivos celulares en contacto con CIV
experimental y comercial. En ambos cementos (figura 8A — 8J), se observo la
presencia de efectos degenerativos como falta de adhesiéon celular ya que hubo
cambio en su morfologia clasica y vacuolizaciéon. Hay células cercanas a la
periferia del material, y algunos fibroblastos estan en el proceso de muerte celular
conforme avanzan las horas (figura 8D, 8E, 8I, 8J). También se observa que las
células han modificado su tamafio y extension lo que conduce a una ampliacién
del espacio intercelular (8, 8J), por otro lado, todos los fibroblastos de estos

cultivos se encuentran en el proceso degenerativo.
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Tiempo
(horas)

Alumina 20x PVC 20x

12

24

36

48

72

Figura 7. Fibroblastos gingivales en contacto con Alumina y PVC. Imégenes de
Microscopio Optico en aumentos de 20x de cultivos células con Alimina (control negativo,
Figura 7A — 7E) y PVC (control positivo, 7F - 7J) a las 12, 24,36, 48 y 72 horas. Se
observo mayor cantidad de células en cultivos con Alimina que en cultivos con PVC.

49



Tiempo CIV Experimental 20x CIV Comercial 20x
(horas)

12

24

36

48

Figura 8. Fibroblastos gingivales en contacto con CIV Experimental (8A — 8E) y Comercial
(8F — 8J) Imagenes de Microscopio Optico en aumentos de 20x de cultivos células con
CIV Experimental y Comercial durante 12, 24, 36, 48 y 72 horas y se observo un proceso
degenerativo de las células con ambos cementos.
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7.5.2 Contacto Indirecto (Citotoxicidad).
7.5.2.1 Determinacion de Citotoxicidad.
Se realizaron los ensayos por contacto indirecto y se obtuvieron las
siguientes absorbancias con sus respectivas concentraciones de extractos del CIV

experimental y comercial (tabla 12), con el fin de saber que cantidad del extracto

es mas dafina para el cultivo celular.

Tabla 12. Porcentajes de extractos de los CIV y sus absorbancias.

ABSORBANCIAS DE EXTRACTOS
Dilucion Absorbancia de Absorbancia de
(%) CIV Experimental CIV Comercial
100 0.264 + 0.04 0.271+0.005
50 0.275 +0.02 0.301+0.001
10 0.295 +0.009 0.324 +0.003
1 0.318 +0.002 0.353 +0.04
0.1 0.329 +0.02 0.359 +0.04

Los datos registrados en la tabla 12 se localizaron en la curva patrén de

proliferacion celular (figura 9) y se obtuvo el nimero de fibroblastos gingivales

viables en los cultivos con los extractos (figura 10).
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Figura 9. Datos de contacto indirecto en Curva patrén de 24 horas (color negro). En color
rojo se registran las absorbancias de porcentajes de extractos de CIV Experimental y en
color verde las absorbancias de porcentajes de extractos del CIV Comercial.

El cultivo como control positivo registro muy pocas células viables (aprox.
188 células por posillo), sin embargo, los datos del control negativo mostraron la
mayor cantidad de células viables (aprox. 43,312 células). ANOVA factorial
seguido por la prueba de Tukey mostraron diferencias significativa entre ellas
(p<0.05)

Los cultivos con 0.1% del extracto de CIV registraron mayor cantidad de
células a diferencia de los cultivos con el 100% de extracto. A 0.1% de CIV
comercial hubo una supervivencia de aprox. 36,206 células mientras que en CIV
experimental mostré0 una supervivencia de aprox. 20,581 células. EI andlisis
estadistico por ANOVA factorial seguido por la prueba de Tukey mostraron

diferencias significativa entre ellas asi como con el grupo control negativo (p
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<0.05). Con el 100% de CIV comercial se observo supervivencia de aprox. 6,945
células mientras que el CIV experimental se observaron aprox. 4,726 células, e
igualmente, el analisis estadistico por ANOVA factorial seguido por la prueba de
Tukey mostraron diferencias significativa entre ellas, con el grupo control negativo

y extracto al 0.1% (p <0.05) como se muestra en la figura 10.

[ Control - (Med Cultivo)
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Diluciones de CIV

Figura 10. Ensayo de Contacto indirecto (citotoxicidad).Se colocaron distintos porcentajes
de extractos que van de 0.1 a 100% en cultivos celulares, como control positivo de
citotoxicidad Cloro al 13% y como control negativo solo medio de cultivo. A mayor
aumento de la concentracion de extracto, menor cantidad de células y se observo una
mayor supervivencia celular en los cultivos con CIV comercial.
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Con los datos obtenidos se determino la citotoxicidad correspondiente a

cada porcentaje de extracto como se indica en las tablas 13 y 14.

Tabla 13. Citotoxicidad de extracto de CIV Experimental.

CIV EXPERIMENTAL (indirecto).

Absorbancia. Extracto. No. células. Escala de citotoxicidad.
0.250 100% 4,726 MEDIANAMENTE TOXICO.
0.275 50% 7,560 MEDIANAMENTE TOXICO.
0.295 10% 10,881 MEDIANAMENTE TOXICO.
0.318 1% 16,803 MEDIANAMENTE TOXICO.
0.329 0.1% 20,581 MODERADAMENTE TOXICO.

Tabla 14. Citotoxicidad de extractos de CIV Comercial.

CIlV COMERCIAL (indirecto).

Absorbancia. Extracto. No células. Escala de citotoxicidad.
0.271 100% 6,945 MEDIANAMENTE TOXICO.
0.301 50% 12,243 MEDIANAMENTE TOXICO.
0.324 10% 18,673 MEDIANAMENTE TOXICO.
0.353 1% 31,913 MODERADAMENTE TOXICO.
0.359 0.1% 36,206 MODERADAMENTE TOXICO.

Estos resultados indican que ambos materiales son citotoxicos en distintas
escalas y esta citotoxicidad es mayor si aumenta la concentracion del extracto
como se observo en ambos cementos, que la concentracion mas toxica fue del

100%, si embargo el CIV experimental (tabla 13) fue el material mas toxico al
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registrar una menor cantidad de células viables en comparacion con el CIV

comercial (tabla 14).

7.5.2.2 Morfologia y adhesion celular por contacto indirecto,

Las imagenes de Microscopia Optica de los Cultivos celulares del control
negativo (Medio de Cultivo) y control positivo (cloro 13%) mostraron que existio
una gran confluencia de las células del control negativo; En la figura 11A se puede
observar que estas células presentaron formas alargadas y fusiformes, e iban
aumentando de tamafio y de niumero reduciéndose el espacio intercelular. Con el
Cloro al 13%, (control positivo) no hubo células disponibles ya que estaban
muertas y totalmente destruidas. Como se puede observar en la figura 11B, las
células perdieron su forma y cambiaron totalmente su morfologia llevando a una

ampliacion del espacio intercelular y muerte celular.

Tiempo Control - Control +
(horas) (Medio de Cultivo) 20x (Cloro 13%) 20x

24

A

Figura 11. Fibroblastos gingivales incubados con Medio de Cultivo y Cloro al 13%.
Imagenes de Microscopio Optico en aumentos de 20x de cultivos celulares a, 24 horas.
En la Figura 11A existe confluencia celular, mientras que en la figura 11B no hay células
viables.

En la figura 12 se presentan las imagenes Microscopia Optica de los
cultivos celulares que fueron expuestos a diferentes concentraciones de extractos

de CIV experimental y comercial. En estos cultivos se observo que se presentaron
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menor cantidad de células que en los cultivos del control negativo (figura 11A).
Existieron efectos degenerativos tales como reduccion de tamafio y forma con
vacuolizacion por ambos cementos. Asimismo algunos fibroblastos estaban en
proceso de muerte conforme se iban aumentando las concentraciones de extracto
sobre todo del CIV experimental (figura 12A — 12E). Las células disminuyeron de
tamafo y extension, lo que llevé a la ampliacion del espacio intercelular (figura
12A).

7.5.3 Metabolismo Celular.

En la figura 15 se presenta la biotranformacion de Alamar Blue en los
cultivos celulas de ensayos de contacto directo e indirecto a las 24 horas. El medio
de cultivo represento el 100% de la actividad metabdlica y en base a esto se
calcularon los porcentajes de de los otros cultivos, por lo que el cloro registré
20%. El analisis estadistico por ANOVA de una via indico que existen diferencias
significativas entre todos los grupos (p <0.05), seguido por la prueba de Tukey que
indico que los cultivos con CIV experimental y comercial con el 90 y 95%
respectivamente de metabolismo mostraron diferencias significativas entre ellas y
con el medio de cultivo (p <0.05). Los cultivos con el 100% de extractos de CIV
experimental y comercial con 69 y 71% respectivamente de metabolismo no
mostrando diferencias significativas entre ellas (p >0.05), pero si con el medio de
cultivo (p <0.05).

Lo anterior indica que tanto los extractos como el material sélido fueron
citotoxicos sin embargo, los cultivos que presentaron un mayor porcentaje de
biotransformacion (y por lo tanto una mayor supervivencia celular), son los
incubados con los CIV experimental y comercial de forma sélida. En ambos
ensayos, las células incubadas con CIV comercial presentaron mayor

supervivencia celular que con el CIV experimental.
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extracto (%)

100

50

10

0.1

Figura 12. Fibroblastos gingivales incubados con concentraciones de extractos de CIV
experimental (figura 12A — 12E) y Comercial (figura 12F — 12J). Imagenes de Microscopio
Optico en aumentos de 20x de cultivos en contacto con extractos de CIV del 100% al
0.1% a las 24 horas. Se observo disminucion de supervivencia celular en la medida del
aumento de las concentraciones de extractos de ambos cementos especialmente en CIV

experimental.
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Figura 13. Biotransformacion de Alamar Blue en ensayos de contacto directo e indirecto.
En color naranja los controles de toxicidad Medio de cultivo (control negativo) y cloro 13%
(control positivo), en color rojo las absorbancias de las diluciones al 100% CIV
Experimental y comercial en color verde las absorbancias de CIV Experimental y
comercial en forma soélida. Se observo mayor metabolismo celular en los cultivos con
ambos cementos solidos en comparacion con los extractos de los cementos al 100%
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IX. DISCUSION.

Desde el momento de su aparicion el CIV ha sido modificado en su
formulacion, por lo que siempre es recomendable comprobar que los CIV cumplan
con los valores establecidos en la Norma 96 de la ADA, con la finalidad de mejorar
su comportamiento fisico asi como su biocompatibilidad. Es por ello que en esta
investigacion era necesario hacer el control de calidad del CIV experimental y

comparar los resultados con los de un CIV comercial.

Los resultados (tabla 8) indican que en la prueba de tiempo de fraguado el
material cumplié con lo establecido por la Norma No. 96 (de 2.5 a 8 como minimo)
resaltando que el tiempo de manipulacion fue suficiente para lograr una correcta
mezcla de los componentes. En la prueba de resistencia a la compresion la norma
estipula un valor minimo de 70 MPa, el CIV experimental obtuvo 85.3 MPa. Un
estudio reciente en el que se comparan las propiedades fisicas de ion6meros de
vidrio cementantes y en donde se incluye al CIV comercial (Mirafill ®), se obtuvo
105 MPa ® Esta diferencia podria deberse a que el CIV experimental requiere de
una mayor cantidad de liquido que el CIV comercial para lograr un tiempo de

trabajo suficiente antes de el fraguado del material. Plant CG vy col. *°

sefialan que
un cemento con mayor cantidad de liquido presenta menor resistencia, sin
embargo el CIV experimental de este estudio, esta dentro del rango de la norma

en este aspecto.

Con respecto a la prueba de espesor de pelicula (tabla 8), la norma
establece que el valor maximo debe ser de 25 um. De acuerdo con nuestros
resultados, el CIV experimental mostro en promedio 20 pm, mientras que lo
reportado por Ramirez PJ y col. el CIV comercial obtuvo 31 um °* rebasando el
limite establecido por la norma. Cabe sefalar que estos autores utilizaron las
proporciones especificadas por el fabricante de la cantidad P/L. De igual manera
en este trabajo de tesis todas las muestras de CIV comercial se obtuvieron

respetando la relacion en peso P/L especificada por el fabricante.
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En lo que se refiere a la prueba de erosién acida (tabla 8), Billington y col
sefialan que esta prueba se propuso, para su incorporacion a las normas
internacionales de cementos dentales, ya que sus resultados se correlacionan con
la erosion in vivo . La norma establece 0.05 mm/h como valor maximo y el CIV
experimental obtuvo 0.0087 mm/h mientras que el CIV comercial tiene 0.035 mm/h

%2 Esto implica que ambos cementos fueron més resistentes a la erosion.

Por otro lado, se pudo observar por medio de MEB (Figura 5), las
caracteristicas topogréficas de ambos CIV que mostraron algunas diferencias
entre ellas. En el caso del CIV Experimental se observaron grietas, y poros.

Estas caracteristicas han sido observadas por MEB en otros estudios ®* ©°

que
seflalan que al haber mas porosidad permite una mejor adhesién mecanica a la
estructura dental. Por otro lado el CIV comercial presento fisuras, grietas y
cuerpos solidos que sobresalen en la superficie. Esto ultimo fue identificado a una
diferencia de intensidad y color en las micrografias, lo cual algunos autores han

podido identificar como Sr, Al'y Si 8,

Es tipico que en la mayoria de los materiales dentales no se tomen en
cuenta funciones farmacoldgicas, inmunolégicas o metabdlicas, pero si buenas
propiedades fisicas y mecanicas *°. Sin embargo, dado que la biocompatibilidad es
la propiedad de un material necesaria para generar una respuesta bioldgica
apropiada, al ser aplicado sobre un tejido y que implica la interaccién entre el
material, el huésped y la funcién esperada del material 2, por lo que el siguiente
paso fue realizar la evaluacion biolégica del CIV experimental en comparacién con

el CIV comercial.

La determinacion del pH de CIV (tablas 9 y 10) mostraron una relacion entre
la variacion del pH en el medio de cultivo y la supervivencia celular en los ensayos
de cultivo indirecto (figura 10). Ambos CIV presentan en un inicio, un pH acido

cuando fragua el material pero conforme pasan las horas este pH va en aumento
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pero siempre manteniendo un nivel acido. Es esta acidez lo que varios autores

sefialan podria estar asociada a la sensibilidad, irritacién y dafio celular °7 %71,

En relacién a el analisis de los elementos liberados por el ionébmero de
vidrio en el medio de cultivo (tabla 11), no se encontré una relacion entre ellos y el
grado de citotoxicidad (el aluminio esta dentro de los limites no toxicos (1-
10um/ml). Sin embargo, es posible que por la liberacion de fluoruros, haya
variacion en el pH, como ha sido investigado con varios tipos de CIV incluyendo el
lonébmero cementante. En este caso, el cambio en el pH ocurrido en el medio de
cultivo es ocasionado por la acidez del ion6mero de vidrio, el cual depende del tipo
de iondmero y ha sido asociado a la liberacion de fluoruro. Estas dos
caracteristicas, podrian ser el factor que causa la citotoxicidad en los fibroblastos

por parte de ambos cementos ®® "2,

Segun nuestros resultados, la mayor liberacién de calcio observada fue en
el CIV comercial y podria estar relacionada con una supervivencia celular ya que
en ambos tipos de ensayos (directo e indirecto) hubo la mayor cantidad de células
presentes. Esto podria relacionarse con el hecho de que en otros estudios el CIV
también puede estimular crecimiento y supervivencia celular ya que el calcio es

esencial para la motilidad y supervivencia celular ** "3 ™

De acuerdo con Pameijer, la biocompatibilidad de CIV in vitro, depende de la
composiciéon de cada material ">. Con los resultados obtenidos en este trabajo
(figuras 6 y 10), se puede concluir que también la biocompatibilidad depende del
tipo de ensayo, ya que en los ensayos de contacto directo se observo como las
células se adaptan al material mostrando una supervivencia celular mayor en
comparacion con los ensayos de contacto indirecto en donde hubo una menor

supervivencia celular y se indico cual es la dosis mas toxica del material.

En contacto directo (figura 6), durante las primeras horas de cultivo parecen

ser cruciales en la viabilidad de los fibroblastos, en este momento se observaron
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diferencias significativas de la cantidad de células presentes. Posteriormente,
parece haber una adaptacién de las células ante la presencia del material, ya que
siguen un comportamiento semejante tanto en el control negativo (alimina) como
en el cultivo en condiciones normales. Con Microscopia Optica se observo la
morfologia, adhesién y proliferacion celular. No se observaron diferencias
importantes entre los niveles de la proliferacion de fibroblastos gingivales humanos
cultivados en CIV experimental y comercial pero si en los cultivos controles. Por
otro lado, en cuanto a la morfologia y adhesion al sustrato no se observaron
cambios notorios entre los cultivos con ambos CIV, pero si lo comparamos con los
cultivos controles tanto como positivos como negativos, si existieron diferencias en
cuanto a la adhesiéon, morfologia y cantidad de células durante las 72 horas de

ensayo lo cual atribuimos al cambio de pH.

Los resultados obtenidos del ensayo de contacto indirecto de las células
con los extractos (figura 10) mostraron que mientras mayor sea la concentracion
del extracto, menor cantidad de células viables estan presentes y por lo tanto hay
una menor capacidad metabdlica en los cultivos. Las concentraciones de
porcentajes de extractos de CIV experimental mostraron menor supervivencia
celular comparado con el CIV comercial y se encontré una relacion directa entre la
concentracion del extracto y la supervivencia celular (a menor cantidad de extracto
mayor supervivencia). Por microscopia éptica ademas, se observo alteracién en la
morfologia, adhesion al sustrato y proliferacion entre los cultivos con ambos CIV y

cultivos controles.

Asimismo, al comparar los resultados de contacto directo con los resultados
de contacto indirecto a las 24 horas (tablas, 13, 14 y figura 13), la supervivencia
celular y el porcentaje de biotransformacion de Alamar Blue en los cultivos con los
extractos sin diluir de CIV experimental y comercial, se encontrdé que es menor que
en los cultivos con CIV comercial y experimental en forma sélida. Este resultado

4
| 8

podria coincidir con lo hallado con Muller y col *°, quienes encontraron diferencias

en la citotoxicidad en 8 productos, en donde se encontré que la alta citotoxicidad
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se debe a extractos de algunos de los CIV investigados, después de 48 horas. Sin
embargo en los ensayos efectuados en esta investigacién la citotoxicidad es

evidente desde las 24 horas.

Por lo tanto, aunque los CIV pueden ser considerados generalmente
biocompatibles en algunos circulos, no esta claro si son sus componentes sin
reaccionar, la reaccion de fraguado o los productos que libera, o que pueden

afectar el metabolismo celular .

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados obtenidos, el CIV experimental cumple con el
control de calidad estipulado por la Norma No. 96 de la ADA por lo que su

desemperio clinico podria ser adecuado.

Los productos librados en el medio de cultivo, provenientes del CIV
acidificaron el medio bajando el pH, lo cual tuvo un efecto en la supervivencia de
fibroblastos gingivales en cultivos in vitro, lo cual podria implicar que el pH es un

factor determinante en la citotoxicidad del material.

No se encontro relacion entre los elementos liberados del CIV y el grado de
citotoxicidad, por lo que es necesaria la eleccion de otra técnica que permita un
analisis mas exacto sobre los elementos liberados el cual debe incluir la liberacién
de fluoruro y que permita determinar si en medio de cultivo hay interaccion con el
material para formar algin compuesto. Con esto posiblemente se podria

establecer la causa exacta de la citotoxicidad de los CIV.

En los ensayos de contacto directo, fue posible observar la adaptabilidad de
las células ante la presencia del CIV y la liberacion de iones cementos

(experimental y comercial) y como estos afectan la supervivencia de los
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fibroblastos gingivales durante las primeras horas y posteriormente los cultivos con
ambos CIV se comportan de una manera muy parecida. Esto podria ser un
indicativo de que las células se adaptan ante la presencia del material. Lo anterior
se ve reflejado en la morfologia, adhesion al sustrato y proliferacion celular al

observar los cultivos con ambos iondmeros

En contacto indirecto, el CIV experimental afecta en mayor medida la
supervivencia de los fibroblastos gingivales reflejandose en la morfologia,
adhesion al sustrato y proliferacion celular ya que existieron diferencias entre los
cultivos con los porcentajes de extracto de ambos ionédmeros y en especial con los

del CIV experimental y con los grupos controles.

Los diferentes resultados que se han encontrado de distintos productos
hacen aun, dificil llegar a una conclusion en cuanto a la biocompatibilidad el CIV.
Esto implica que los resultados dependen de cada producto, de repetirse en
materiales con nuevas formulaciones y del tipo de prueba de biocompatibilidad

elegida.

De acuerdo con la metodologia empleada, los porcentajes de ambos
extractos de CIV ocasionaron un mayor dafio que el material, especialmente el
CIV experimental, lo que implica que los elementos que liberan los CIV tienen un
mayor efecto citotoxico en la viabilidad celular.
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