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Infroduccion: Durante los fratamientos de endodoncia encontramos
complicaciones como la presencia de defectos radiculares. Para sellar defectos
radiculares, los cementos iondbmero de vidrio son los materiales mds utilizados.
Estos materiales deben ser biocompatibles porque se mantendrdn en contacto
con tejidos perirradiculares. Objetivo: Comparar la citotoxicidad de los cementos
de iondmero de vidrio, Geristore® y EQUIA Forte® Fil sobre fibroblastos de la linea
celular L929. Materiales y Métodos: Los cambios morfoldgicos vy la viabilidad de
cultivos de linea celular L929 fueron evaluados mediante microscopia de luz y la
técnica de sulforrodamina B, respectivamente. Los medios condicionados se
obtuvieron de cada cemento iondmero de vidrio en medio EMEM. De cada
medio condicionado se prepararon diluciones y se evalud la viabilidad celular a
las 24, 48 y 72 horas de exposicion. Resultados: Los medios condicionados al 100%
de Geristore® y EQUIA Forte® Fil presentaron un grado cuatro de citotoxicidad
con una reactividad severa sobre la linea celular L929. La viabilidad celular de
los fibroblastos L929 expuestos a Geristore® y EQUIA Forte® Fil disminuyd de forma
dosis-dependiente. Los fibroblastos incubados con Geristore® mantuvieron
valores de viabilidad celular en los tres tiempo revisados. Los fibroblastos
incubados EQUIA Forte® Fil disminuyeron la viabilidad celular con el tiempo.
Conclusiones: Los medios condicionados de EQUIA Forte® Fil al 100% son
significativamente mds citotéxicos que los medios condicionados de Geristore®
al 100% sobre los fibroblastos de la linea celular L929.

Palabras clave: Defecto radicular, cemento iondmero de vidrio, citotoxicidad,
sulforrodamina B.



Abstract

Introduction: Root defects are complication that clinicians find during endodontic
treatments. Glass ionomer cements are materials used to seal root defects. The
materials must be biocompatible since they wil remain in contact with
periradicular tissues. Aim: Compare cytotoxic effects of glass ionomer cements:
Geristore® and EQUIA Forte® Fil on L929 fibroblasts. Methodology: Light
microscopy was used to evaluate morphological changes. Cell viability was
evaluated using the sulforhodamine B assays on L929 fibroblast cultures. The
extracts were obtained from each glass ionomer cement in EMEM medium.
Dilutions were prepared and incubated for 24, 48, and 72 hours. Results: Non
diluted extracts of Geristore® and EQUIA Forte® Fil presented grade 4 cytotoxicity
with severe reactivity L929 fibroblast. Fibroblasts incubated with Geristore®
maintained cell viability values regardless the exposure time. EQUIA Forte® Fil
incubated fibroblasts decreased cell viability over time. Conclusion: EQUIA Forte®
Fil extracts are significantly more cytotoxic than Geristore® 100% extracts on L929
fibroblasts.

Key words: Root defects, glass ionomer cement, cytotoxicity, sulfornodamine B.

INTRODUCCION

La endodoncia ofrece a los pacientes la oportunidad de mantener sus dientes
naturales en funcion y estética (1). Estudia la morfologia de la cavidad pulpar,
asi como la fisiologia y la patologia de la pulpa dental. También, estudia la
prevencion y el tratamiento de las alteraciones pulpares y sus repercusiones
sobre los tejidos perirradiculares (2). Durante los tratamientos de endodoncia se
pueden presentar complicaciones por la presencia de defectos radiculares
provocados por caries y/o fracturas de la raiz, asi como por resorciones
radiculares internas o externas y anomalias en el desarrollo (surco palatino). Los
defectos radiculares también surgen por causas iatrogénicas (perforaciones
radiculares) (3-6). Enla mayoria de casos, las complicaciones se presentan a nivel
apicocoronal, lo que dificulta la accesibilidad no quirdrgica para su reparacion.
Por esta razén, se deben realizar procedimientos endoddncicos, periodontales y
restauradores combinados (3, 5). Existe un debate sobre cudl es el material mas
adecuado para la reparacion de los defectos radiculares en funcion de su
extension y profundidad (7-9). Es necesario que el material utilizado en la
restauracion tenga una buena capacidad de sellado para evitar la
contaminaciéon del sistema de conductos radiculares y ademds es fundamental
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que sea biocompatible porque mantendrd contacto con los tejidos
perirradiculares (10, 11). Se ha mostrado que los cementos de iondmero de vidrio
convencionales son citotoxicos (12), por lo que los defectos radiculares
subgingivales que son supradseos se reparan usualmente usando cementos de
iondmero de vidrio en combinacion resinas compuestas.

Geristore® es un iondmero de vidrio a base de resina de polimerizacion dual, que
confiene una resina compuesta hidréfila, no acuosa y modificada con
polidcidos. La féormula libera principalmente floro silicato de bario y posee una
maftriz orgdnica polimerizable (Bis-GMA modificada, incluido 2-HEMA),
combinada con un fotoiniciador (12). De acuerdo con el fabricante, las ventajas
de este material incluyen: insolubilidad en fluidos orales, mayor adherencia a la
estructura dental, capacidad de polimerizacion dual, contraccidn de
polimerizacion baja, bajo coeficiente de expansidon térmica, radiopacidad,
liberacion de fluoruro y biocompatibilidad (13). Existen varios estudios clinicos que
han demostrado que Geristore® puede reparar defectos radiculares
supragingivales o subgingivales 6seos con éxito (3-5, 14, 15), y ofros estudios in
vitro han mostrado biocompatibilidad con fibroblastos. (12, 16-19).

EQUIA Forte® Fil es un material de restauracion hibrido que contiene iondmero
de vidrio y sirve para relleno en bloque (20). EQUIA Forte® es una innovacion
hibrida entre el EQUIA Forte® Fil y el EQUIA Forte® Coat. De acuerdo con el
fabricante, esta mezcla logra un mejor llenado de la cavidad mediante
particulas de vidrio ultrafinas y altamente reactivas, dispersas dentro de la
estructura del iondbmero de vidrio convencional y la adicion de un d&cido
poliacriico de mayor peso molecular y un nuevo mondémero multifuncional
producen una matriz de resina mads resistente. Ademds menciona que las
ventajas de EQUIA Forte® Fil incluyen: un sellado marginal éptimo, que ofrece
resistencia a largo plazo a microfiliraciones y decoloracion, sin contraccion de
polimerizacion, resistencia al desgaste y a la erosion acida y alta liberaciéon de
flbor en la interfaz de restauracion del diente (21). Estas ventajas podrian permitir
su uso como material para la reparacion de defectos radiculares. Existen pocos
estudios que evallen la biocompatibilidad de EQUIA Forte® Fil, entre ellos
algunos de citotoxicidad del material sobre células froncales de pulpa dental.
(22-26). Los resultados muestran que las células expuestas a este material tienen
una buena actividad metabdlica mitocondrial.



La biocompatibilidad se define como la capacidad de un material para
funcionar en una aplicaciéon especifica en ausencia de reacciones alérgicas o
inmunitarias del hospedero (27). Los estudios citotoxicos representan una
herramienta Util para evaluar los efectos bioldgicos de nuevos materiales en
diferentes tipos de células (23). Para conocer el grado de biocompatibilidad de
materiales y dispositivos médicos se usa la norma ISO 10993-5:2009. Esta norma se
basa en la guia para la evaluacion bioldégica preclinica de materiales y
dispositivos médicos (28).

Uno de los ensayos mencionados en la norma ISO es el ensayo de sulforrodamina
B (SRB), que se usa para medir la citotoxicidad in vitro. En este ensayo se
determina la densidad celular con base en la cantidad de proteinas presentes
en el cultivo. Este método ha sido optimizado para la deteccidn de toxicidad del
compuesto en células adherentes en placas de 96 pozos. El método no solo
permite determinar la cantidad de proteina, sino que también requiere un
equipo sencillo y reactivos econdmicos. La técnica de SRB es, por lo tanto,
eficiente y altamente rentable (29). En este trabajo analizaremos la citotoxicidad
de dos cementos iondmero de vidrio, el Geristore® y el EQUIA Forte® Fil, sobre
fioroblastos de ratdn de la linea celular L929 por medio del ensayo de SRB.

Antecedentes

Los cementos de iondmero de vidrio han sido utilizados en la prdctica clinica
desde su infroduccion hace aproximadamente 40 anos, como producto de una
reaccion dcido-base entre un polvo de vidrio de fluoroaluminosilicato bdsico y
dcido policarboxilico en presencia de agua (24). El interés en el uso clinico de
estos cementos surge principalmente de su comportamiento como materiales
adhesivos-bioactivos con la capacidad de adherirse a la denting, la liberaciéon
de flUor sin pérdida de resistencia del material y la biocompatibilidad (30).

El uso de los cementos de iondmero de vidrio en el sistema de conductos
radiculares fue infroducido por primera vez por Pitt Ford en 1979, en un estudio
de laboratorio donde usd la técnica de cono Unico. En este estudio describid
que el fiempo de frabagjo era demasiado corto para usarse junto con una
técnica de compactacion lateral (31). Desde entonces, las aplicaciones clinicas
de estos cementos en endodoncia comprenden su uso como: cemento sellador
de conductos, cemento de retrobturacion periapical, sellador de perforaciones



o defectos por resorciéon o fractura de la raiz, sellador de la cdmara pulpar,
restauracion temporal y relleno del surco palatino (30, 32-34).

No sélo en la literatura cientifica sino también en la industria dental, existe una
tendencia con respecto al desarrollo de nuevos materiales de restauracion
hibridos que combinan resinas compuestas y los cementos de iondmero de
vidrio. El enfoque implica combinar las propiedades ventajosas de ambos
materiales, adhesivo-resina (resistencia mecdnica, estética y alta fuerza de
union) y los cementos de iondmero de vidrio (propiedades autoadhesivas,
tolerancia a la humedad vy liberacion de iones) (35).

Varios estudios clinicos han demostrado que Geristore® puede reparar defectos
subgingivales y subdseos; y que puede usarse como barrera para la
regeneracion tisular guiada (3-5, 14, 15, 33). En menor cantfidad, los estudios de
biocompatibilidad sobre fibroblastos muestran una menor citotoxicidad para
Geristore® que para los iondmeros de vidrio convencionales (4, 12, 17, 19).

En la actualidad, han surgido nuevos cementos a base de iondmero de vidrio
convencionales de alta viscosidad como EQUIA Forte® Fil que permiten
restauraciones en bloque simplificando maniobras operatorias (20). Estos
materiales fueron desarrollados cambiando la distribucion del tamano de las
particulas, creando una matriz reticulada que aumentd la dureza vy resistencia
de los cementos de iondmero de vidrio convencionales con la finalidad de
abordar sus caracteristicas negativas (tiempo de fraguado prolongado, baja
fuerza de union, alta solubilidad y sensibilidad a la humedad en el proceso de
fraguado inicial) (22).

La viabilidad de células troncales de la pulpa dental, de células de la pulpa
dental humanas y de células VERO incubadas con EQUIA Forte® Fil y ofros
materiales de restauracion ha sido evaluada (22-26, 36). Dentro de los métodos
que se han usado para dicha evaluacion se encuentran la técnica del Bromuro
de dimetil tetrazolio (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5 o MTT, Anexina V y ensayos de
proliferacion (WST-1). Los extractos de EQUIA Forte® Fil mostraron tasas de
proliferacion celular similares a las del grupo de control a partir de las 72 horas.

Existen dos estudios sobre la viabilidad celular de EQUIA Forte® Fil sobre
fioroblastos. Ersahan et al. compard siete cementos de iondmero de vidrio
contempordneos sobre fibroblastos de ratdn (L929) en tres tiempos diferentes (24,
48 y 72h) mediante la técnica de MIT (24). En esos estudios se mostrd que la
viabilidad de mds del 100% en todos los tiempos examinados, confirmando la
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biocompatibilidad de este material. Por otro lado, Campos et al. compard EQUIA
Forte® Fil con su predecesor EQUIA® Fil sobre fibroblastos gingivales humanos
mediante la técnica de WST-1 y la prueba de DNA libre. La viabilidad celular
disminuyd a un 82.61 % al ser expuestos a este material. (20)

Los cambios en la composicion de los biomateriales exigen realizar un control de
calidad de estos analizando, ademds de sus propiedades fisicas, su
biocompatibilidad. Los ensayos in vitfro de biocompatibilidad son necesarios y
recomendados por la ANSI/ADA (20). La citotoxicidad del EQUIA Forte® Fil no ha
sido probada usando el ensayo de sulforrodamina B como lo indica la norma ISO
10993-5:2009 para su uso clinico (28). En este estudio realizaremos el ensayo SRB,
que se basa en la capacidad de la SRB para unirse a los componentes proteicos
de las células. La SRB es un colorante de aminoxanteno de color rosa brillante
con dos grupos sulfonicos que se unen a residuos de aminodcidos bdsicos en
condiciones dcidas y se disocian en condiciones bdsicas. Como la unién de SRB
es estequiométrica, la cantidad de colorante extraido de las células tenidas es
directamente proporcional a la masa celular. La fuerte intensidad de la tincidon
SRB permite que el ensayo se lleve a cabo en una placa de 96 pozos (29).

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para ensayos de toxicidad de
farmacos sobre diferentes tipos de lineas celulares cancerosas y no cancerosas.
La eficacia de la técnica SRB se compara con frecuencia con la de otro método
que utiliza el colorante de tetrazolio MTT. El ensayo de MTT requiere actividad
metabdlica celular para convertir el tetrazolio incoloro en cristales de formazan
de color purpura. Por lo tanto, detecta solo células viables, mientras que el
método SBR no distingue entre células viables y muertas. Sin embargo, esta
diferencia no compromete la capacidad del ensayo SRB para detectar los
efectos de citotoxicidad de un fdrmaco. La tincién con SRB es independiente de
la actividad metabdlica celular (29).

MATERIALES Y METODOS

Materiales

1. Compuestos a probar.

Los cementos de iondmero de vidrio utilizados fueron Geristore® y EQUIA Forte®.
Geristore® es un cemento a base de resina y EQUIA Forte® Fil es un cemento
hibrido de alta viscosidad. Geristore® con presentacion pasta-pasta, en jeringa
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con puntas automezcladoras y EQUIA Forte® Fil con presentacion polvo - liquido,
en capsula (Tabla 1). El medio de cultivo EMEM suplementando con 10% de suero
fetal bovino (SFB) fue utilizado como conftrol negativo y el Accocit® (cisplatino)
como confrol positivo durante la evaluacion de la citotoxicidad.

Tabla 1. Cementos de iondmero de vidrio.

Tipo de
. Cemento De oz .
Material lonémero Composicion Fabricante
De Vidrio
Geristore® Abc:§e de Resina: Dimetacrilato aromdtico, HEMA SDefn—A/\jofi
resina (Hidroxietil metacrilato), Bis-GMA (Bisfenol og: USOA”O/
A-glicidil metacrilato), TEGDMA ’
(Tetraetilenglicol  dimetacrilato), UDMA
(Uretano  dimetacrilato), iniciadores vy
estabilizantes.
Rellenos: Vidrio de fluorosilicato de bario
Silice submicrénica.
EQUIA Forte® . AH% g Polvo: 100 % vidrio de fluoroaluminosilicato G? Igforp.
Fil viscosiaa de estroncio OKyo-
Japon

Liquido: 35 % HEMA, 25 % agua destilada, 24
% dcido poliacrilico, 6 % dcido tartdrico vy
0,10 % canforquinona

2. Linea celular

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

Procedimientos

1. Preparacion de los cementos ionédmero de vidrio.

Los cementos de iondmero de vidrio fueron preparados con base en las
indicaciones de cada fabricante (Tabla 2).



Tabla 2. Modo de preparacion de los cementos de ionémero de vidrio segun el
fabricante.

Material Indicaciones
Geristore® 1. Preparar la jeringa automezcladora.
a. Alinear al borde recto de la punta automezcladora con la brida
de la jeringa

b. Empujar la punta mezcladora en la jeringa y girarla 90° en el
senfido de las agujas de reloj hasta que se detenga
c. Fijarla puntaintraoral frmemente
2. Dispensar Geristore® sobre la zona a restaurar.
El material alcanzard el curado final en 3-4 minutos. El tiempo de trabajo
es de 1% a2 minutos a menos que material sea fotocurado.
3. Fotopolimerizacion.
Ldmparas de polimerizacion con densidad de potencia inferior a 800
mW/cm2. Cure por la cara bucal y lingual con exposiciones de 20
segundos para cada drea.

EQUIA Forte® | 1. Activacion de la cdpsula y mezclado
Fil a. Antes de activar, agite la cdpsula o golpéela sobre una superficie
dura para desprender el polvo
b. Para activar la cdpsula presione el émbolo hasta que queda a nivel
del cuerpo principal y manténgalo presionada durante 2 segundos
c. Seguidamente coldéquela en el mezclador (o amalgamador) vy
mezcle durante 10 segundos (~4000RPM)
2. Técnica de restauracion
a. Retirar inmediatamente la cdpsula mezclada del vibrador y
coléqguela en un aplicador de cdpsula GC
b. Haga dos clics para cebar la cdpsula y aplique. El tiempo de trabajo
es de 1 miny 30 s desde el comienzo de la mezcla a 23 °C
3. Fotopolimerizacién
Fotopolimerizar inmediatamente todas las superficies con unidad de
polimerizacion de luz visible (>500 Mw/cm?) durante 20 segundos.

2. Preparacion de medios condicionados de los materiales.

Los medios condicionados se obtuvieron siguiendo la norma ISO 10993-5:2009.
Los cementos iondmero de vidrio fueron manejados bajo condiciones estériles
en una campana de flujo laminar, todos los materiales fueron esterilizados
utilizando luz ultravioleta por 15 minutos.

En tubos de centrifuga de 15 mL se colocaron 0.462 g de cada cemento de
iondbmero de vidrio y se le agregaron 2.31 mL de medio de cultivo EMEM para
obtener eluciones de 1:6 que fueron colocadas en una incubadora (NuaireTM,
Plymouth, USA) a 37°C con 85% de humedad relativa y 5% de CO2. Los medios
condicionados se retiraron a los fiempos establecidos de 24, 48 y 72 horas.
Posteriormente se prepararon diluciones medio 85%, 70%, 50%, 40%, 25% y 10%. El



control negativo fue medio de cultivo EMEM que fue recolectado a las 24, 48 y
72 horas y el control positivo fue el Accocit (cisplatino) en cuatro
concentraciones. (Figura.l)

24 horas 48 horas 72 horas Controles

Geristore® Fsr?eUG:)A;:il Geristore® F;?:éﬁ" Geristore® Fcfr?euﬁll)ﬁ:il SMEW HeeEel

100% 100% 100% 100% 100% 100% 24h | 100 ug/mL

85% 85% 85% 85% 85% 85% 48h [ 10 ug/mL

70% 70% 70% 70% 70% 70% 72h | 1 pg/mL

50% 50% 50% 50% 50% 50% 0.1 pg/mL

40% 40% 40% 40% 40% 40%

25% 25% 25% 25% 25% 25%

10% 10% 10% 10% 10% 10%

0% 0% 0% 0% 0% 0%

Figura 1. Diagrama de la gradilla para la recoleccién de diluciones de medios condicionados y
controles. Representacién de la gradilla con los tubos Eppendorf que contenian medios
condicionados en todas las diluciones evaluadas de ambos cementos iondmero de vidrio.
También se indica la recoleccién de medio de cultivo EMEM alas 24, 48 y 72h y del control positivo
en las concentraciones establecidas.

3. Cultivo celular

La proliferacion celular se realizd bajo las condiciones estdndares de cultivo
(37°C, 85% de humedad relativa 5% CO») en la incubadora (INCC-UNIPREC-01)
hasta que el cultivo celular alcanzé un 80-20% de confluencia en la superficie de
cultivo. El medio de cultivo fue EMEM suplementado con 10% de SFB.

Para la siembra de las células en las placas de cultivo de 96 pozos se retird el
medio EMEM de la botella de cultivo con una pipeta de vidrio en conjunto con
una bomba de vacio, se lavd dos veces con solucidon salina amortiguada por
fosfatos (PBS) y para desprender las células de la superficie Tripsina-EDTA durante
cinco minutos. A continuacion, para detener la reaccion de la tripsina se anadid
PBS suplementado con 5% SFB. Esta mezcla fue trasladada a un tubo de 50 mLy
se centrifugd a 1500 rom durante 5 min a 20°C. Se decanta el sobrenadante
obteniéndose un botdn de células que se resuspendid en medio de cultivo
EMEM. Para el conteo de las células se usd azul tripano. Con la ayuda de
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microscopio de luz IX70 Olympus (Center Valley, PA, USA) y un piano para contar
células se realizé el conteo de los cuatro cuadrantes de la cdmara de Neubauer.
En cada pozo de cada una de las cajas de 96 pozos se sembraron 20,000
fibroblastos en medio EMEM.

4. Ensayo de citotoxicidad

En dos placas de cultivo (A 'y B) de 96 pozos (Corning Inc., Corning, NY) fueron
sembrados 20,000 fibroblastos con 100 uL de medio EMEM, en cada pozo. Los
cultivos se mantuvieron en una incubadora durante 24 h a 37 °C, 85 % de
humedad relativa y 5% de COa. Este tiempo es el necesario para permitir que los
fibroblastos se adhirieran a la superficie de los pozos. Pasado este tiempo, se
removio del medio de cultivo y se agregaron 100 uL de las diferentes diluciones
de los medios condicionados con base en el diseno de placa (Figura 2). Cada
cemento y tiempo fueron preparados por triplicado para verificacion por dos
operadores. También se agregaron el control positivo y el control negativo
(Figura 2-B).

5. Ensayo de citotoxicidad

Una vez adicionados los medios condicionados, la placa se incubd por 24 h a
37°C, 85 % de humedad relativa y 5% de CO.. Después de este tiempo, la
morfologia celular se evalué con un microscopio de luz IX70 Olympus (Center
Valley, PA, USA). Las fotografias fueron tomadas en los diferentes tiempos. La
revision microscopica de las monocapas celulares fue evaluada para determinar
su grado de citotoxicidad.

De acuerdo con la norma ISO 10933-5:2009 un producto es citotdxico si presenta
una disminucion de la viabilidad mayor al 30%. El grado de citotoxicidad se
determind segun la tabla 3.



Geristore® 24h

EQUIA® Forte 24h

ACCOCIT

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A
100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
B
85% 85% 85% 85% 85% 85% 85% 85% 85% 85% 85% 85%
C
70% 70% 70% 70% 70% 70% 70% 70% 70% 70% 70% 70%
D
50% 50% 50% 50% 50% 50% 50% 50% 50% 50% 50% 50%
E
40% 40% 40% 40% 40% 40% 40% 40% 40% 40% 40% 40%
F
25% 25% 25% 25% 25% 25% 25% 25% 25% 25% 25% 25%
G
10% 10% 10% 10% 10% 10% 10% 10% 10% 10% 10% 10%
H
Geristore® 72h EQUIA® Forte 72h Geristore® 48h EQUIA® Forte 48h
D
[2). .
1 2 3 4 5 6 10 11 12
A
100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% 24h 24h 24h
B
85% 85% 85% 85% 85% 85% 24h 24h 24h
C
70% 70% 70% 70% 70% 70% 48h 48h 48h
D
50% 50% 50% 50% 50% 50% 48h 48h 48h
E
40% 40% 40% 40% 40% 40% 72h 72h 72h
F
25% 25% 25% 25% 25% 25% 72h 72h 72h
G
10% 10% 10% 10% 10% 10%

Figura 2. Diseno de las placas de 96 pozos A y B para pruebas de citotoxicidad. Diseno de Ias
placas de cultivo de 96 pozos. En cada coordenada de la placa se muestra el cemento de
iondmero de vidrio, su concentracién y los controles a las diferentes horas.
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Tabla 3. Grados de citotoxicidad y reactividad.

Grado Reactividad Condiciones del cultivo

. Discretos grdnulos intracitoplasmdaticos, no hay lisis celular,
0 Ninguna . - o
no existereduccion del crecimiento celular.
No mds del 20% de las células son redondas opacas,
pérdida de anclaje y sin granulos intracitoplasmdaticos o

1 Insignificante . . . -
cambios en la morfologia.Ocasionalmente se presenta lisis
celulary ligera inhibicién del crecimiento celular.
2 Leve No mds del 50% de las células son redondas y no mds del

50% deinhibicién del crecimiento celular.

No mds del 70% de las células son redondas o estdn
3 Moderada lisadas y no seobserva mds del 50% de inhibicion del
crecimiento celular.

4 Severa Casi completa o completa destruccidn de las células.

é. Evaluacion de la viabilidad celular mediante el ensayo de

sulforrodamina B

Después de determinar el grado de citotoxicidad en las observaciones al
microscopio, se fijaron las células, para esto se quitaron los medios
condicionados y se agregaron 100 uL de dcido tricloroacético al 10% a cada
uno de los 96 pozos dejandolo durante una hora en refrigeracion (4° a 8°Q).
Posteriormente, se lavaron las placas cinco veces con agua corriente y las placas
secaron 24 h. Pasado este tiempo, se adicionaron 50 yL de la solucion de
sulforrodamina B al 0.4% a cada uno de los pozos vy la placa se incubd por 30
minutos a temperatura ambiente. Se retird el exceso de colorante lavando la
placa 5 veces con dcido acético al 1% y se dejoé secar por un dia a temperatura
ambiente. El colorante restante se solubilizé anadiendo Tris base 10 mM (pH 10.5)
dejando reposar por 5 minutos. Como la unidn de sulforrodamina es
estequiométrica, la cantidad de colorante extraido de las células tenidas es
directamente proporcional a la masa celular por lo que la absorbancia se leyd
en un lector de microplacas (LEIN-UNIPREC-01 o LECC-UNIPREC-01) a una
longitud de onda de 490 nm.
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7. Estadistica

La comparacion entre las diferentes condiciones de cada medicacion y los
controles se realizd haciendo un andlisis de varianza ANOVA, con prueba post
hoc de Tukey (KaleidaGraph Version 4.5).

RESULTADOS

Morfologia celular: Grado de citotoxicidad y reactividad

La citotoxicidad de Geristore® sobre la linea celular L929 es dosis

dependiente.

Con el objetivo de evaluar el grado de citotoxicidad y reactividad se usaron los
criterios de la tabla 3 y se evaluaron fotografias de los fibroblastos L929 incubados
con Geristore® que fueron tomadas en cada una de las condiciones. Los grados
de citotoxicidad de Geristore® se presentaron de la siguiente forma. Al 100%
presentd un grado 4 de citotoxicidad y reactividad severa, mds del 70% de las
células se observan redondas, opacas y lisas; se observd una destruccion casi
completa de las células (Figura 3A, E e |; Tabla 4). Al 85% y 70% presenta a mas
de la mitad de las células con una morfologia redonda y se observa la pérdida
de la confluencia de la monocapa de células que se corresponde a un grado
de citotoxicidad grado 3 y reactividad moderada. Al 50% presentd un grado 2
de citotoxicidad y reactividad leve, se observan alrededor del 30% de células
redondas, lisas y opacas existe una pérdida de la confluencia de la monocapa
con espacios pequenos. (Figura 3B,F y J; Tabla 4). Al 40% se observa una ligera
inhibicion del crecimiento celular y muy pocas células presentan una alteracion
en su morfologia, este resultado se corresponde con un grado 1 de citotoxicidad
y reactividad insignificante. Al 25% y 10% presentd un grado 0 de toxicidad y
ninguna reactividad. Las fotografias a estas diluciones son muy similares a las del
grupo control negativo EMEM (Figura 3D,H y L; Tabla 4), no existe lisis celular, ni
reduccion del crecimiento celular. La monocapa de células se mantienen
confluente, se observan células con su morfologia triangular y algunas células
redondas pero refringentes, este comportamiento cumple con caracteristicas de
proliferacion celular (Figura 3C, G y K; Tabla 4).
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de los medios condicionados en las diluciones de: A) 100%. B) 50% C) 25% D) EMEM. A las 48 h
medios condicionados en las diluciones de: E) 100%. F) 50% G) 25% H) EMEM. A las 48 h medios
condicionados en las diluciones de: I) 100%. J) 50% K) 25% L) EMEM.

Tabla 4. Grado de citotoxicidad y reactividad de Geristore® sobre la linea celular L929

24 h 48 h 72 h
100% Grado 4 Grado 4 Grado 4
85% Grado 3 Grado 3 Grado 3
70% Grado 2 Grado 3 Grado 3
50% Grado 2 Grado 2 Grado 2
40% Grado 1 Grado 1 Grado 1
25% Grado 0 Grado 0 Grado 0
10% Grado 0 Grado 0 Grado 0
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La citotoxicidad del EQUIA Forte® Fil sobre la linea celular L929 es dosis

dependiente

Con el objetivo de evaluar el grado de citotoxicidad y reactividad se usaron los
criterios de la tabla 3 y se evaluaron fotografias de los fibroblastos L929 incubados
con EQUIA Forte® Fil que fueron ftomadas en cada una de las condiciones. Los
grados de citotoxicidad de EQUIA Forte® Fil se presentaron de la siguiente forma.
En las fotografias de EQUIA Forte® Fil al 100%, 85% y 70% se observa una casi
completa inhibicidn del crecimiento celular, lisis celular y las células se observan
peqguenas, redondas y opacas por lo que se corresponde con un grado 4 de
citotoxicidad y reactividad severa (Figura 4A, E e |; Tabla 5). Al 50% presentd un
grado de toxicidad 3 y reactividad moderada, se observa una morfologia celular
redonda, lisa y opaca en mds del 50% de las células, y existe una perdida en la
confluencia de la monocapa de los fibroblastos con aproximadamente un 50%
de inhibicion celular (Figura 4B, F y J; Tabla 5). Al 40% se observa menos de la
mitad de las células con una morfologia celularredonda, opacay lisa, existe una
pérdida de la confluencia de la monocapa celular con la presencia de espacios
peguenos por lo que inhibicidn celular es menor al 50%, correspondiéndose a un
grado 2 de citotoxicidad y reactividad leve. Al 25% y 10% presenté un grado 0
de citotoxicidad y ninguna reactividad, en estos grupos de EQUIA Forte® Fil se
presenta una morfologia celular muy similar al EMEM (Figura 4D, H y L; Tabla 5).
No se observa lisis celular, ni reduccion del crecimiento celular, la morfologia de
las células se presenta triangular y si disposicidon es contigua manteniendo la
monocapa celular confluente. (Figura 4C, G y K; Tabla 5).

Tabla 5. Grado de citotoxicidad y reactividad de EQUIA Forte® Fil sobre la linea celular
L929

24 h 48 h 72 h
100% Grado 4 Grado 4 Grado 4
85% Grado 4 Grado 4 Grado 4
70% Grado 3 Grado 3 Grado 4
50% Grado 3 Grado 3 Grado 3
40% Grado 2 Grado 2 Grado 3
25% Grado 0 Grado 0 Grado 0
10% Grado 0 Grado 0 Grado 0
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Figura 4. Morfologia celular fibroblastos L929 incubados con EQUIA Forte® Fil. Exposicion a las 24
h de los medios condicionados en las diluciones de: A) 100%. B) 50% C) 25% D) EMEM. Alas 48 h
medios condicionados en las diluciones de: E) 100%. F) 50% G) 25% H) EMEM. A las 48 h medios
condicionados en las diluciones de: 1) 100%. J) 50% K) 25% L) EMEM.

El grado y la severidad de citotoxicidad aumentan con la concentraciéon

de Accocit.

Los fibroblastos L929 fueron incubados con Accocit en concentraciones de 100,
10, 1y 0.1 yg/mL (Figura 3). Para evaluar el grado de citotoxicidad se uso la
escala de la tabla 3. En la concentracion mds alta (10 ug/mL), mdas del 70% de
los fibroblastos muestran una morfologia redonda, lisa y opaca; y se observa mads
del 50% de inhibicion del crecimiento celular, por lo que, en estas condiciones los
fibroblastos presentaron un grado 4 de citotoxicidad y reactividad severa (Figura
5A). En la concentracion de 10 pug/mL, menos del 50% de las células muestran
morfologia redonda vy lisa la inhibicion del crecimiento celular no sobrepasa el
50%, correspondiéndose con un grado 2 de citotoxicidad y reactividad leve. A
una concentracion menor de 1 yg/mL se observa una ligera inhibicion del
crecimiento celular con perdida en la confluencia de la monocapa;
aproximadamente 15% de los fibroblastos presentan morfologia redonda vy
opaca. Esto se corresponde a una reactividad insignificante y a un grado 1 de
citotoxicidad. (Figura 5B) Con la concentracion mas baja de Accocit (0.1 uyg/mlL),
Los fibroblastos presentan una morfologia triangular, no se observa lisis celular por
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lo que la confluencia de la monocapa se mantuvo en estas condiciones se
corresponde a un grado 0 y ninguna reactividad (Figura 5C).

Figura 5. Morfologia celular fibroblastos L929 incubados con ACOCCIT (control positivo).
Concentraciones de A. 100 uyg/mL B. 1 ug/mL C. 0.1 ug/mL D. EMEM (Confrol negativo).

La citotoxicidad sobre fibroblastos L929 es mayor al ser expuestos a

EQUIA Forte® Fil que al ser expuestos a Geristore® en todos los tiempos.

A las 24h, Geristore® presentd una citotoxicidad grado 4 y reactividad severa en
el medio condicionado sin diluir (100%) y EQUIA Forte® Fil en la diluciones de
hasta 85%. El grado 3 de citotoxicidad y reactividad moderada se observd en
Geristore® al 70% y en EQUIA Forte® Fil hasta en diluciones del 50%. El grado 2 de
citotoxicidad y reactividad leve se presentd en concentraciones de 50% en los
fibroblastos incubados con Geristore® y en concentraciones de 40% los
fibroblastos incubados en EQUIA Forte® Fil. El grado 1 de citotoxicidad vy
reactividad insignificante se presentd en Geristore® al 40%. En las diluciones de
10% y 25% con ambos cementos iondmero de vidrio, se presentd grado 0 de
citotoxicidad y la reactividad ninguna (Figura 6).
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Figura 6. Comparacién de la morfologia celular de los fibroblastos L929 incubados con Geristore®
y EQUIA Forte® Fil a las 24 h. Medios condicionados con Geristore®. A) 100% B) 50% C) 25%.
Medios condicionados con EQUIA Forte® Fil E) 100% F) 50% G) 25%. D) y H) EMEM

A las 48h, Geristore® presentd una citotoxicidad sobre los fibroblastos de grado
4 y reactividad severa en el medio condicionado sin diluir (100%) y en el caso de
EQUIA Forte® Fil en diluciones de 85%. El grado 3 de citotoxicidad y reactividad
moderada se observd con Geristore® al 85% y con EQUIA Forte® Fil hasta en
diluciones del 50%. El grado 2 de citotoxicidad y reactividad leve se presentd en
concentraciones de 50% con Geristore® y en concentraciones de 40% con
EQUIA Forte® Fil. EIl Grado 1 de citotoxicidad y reactividad insignificante se
presentd en Geristore® al 40%. Con las diluciones de 10% y 25% de ambos medios
condicionados de los cementos iondmero de vidrio, el grado de citotoxicidad
fue grado 0 vy la reactividad fue ninguna (Figura. 7)

A las 72 h, los fibroblastos presentaron una citotoxicidad grado 4 y reactividad
severa con Geristore® en un medio condicionado sin diluir (100%) y con EQUIA
Forte® Fil en diluciones de 70%. El grado 3 de citotoxicidad y reactividad
moderada se observd en Geristore® con diluciones de hasta el 70% y en EQUIA
Forte® Fil en diluciones mayores a 40%. El grado 2 de citotoxicidad y reactividad
leve se presentd en concentraciones de 40% con el medio condicionado de
Geristore®. Para las diluciones de 25% y 10% con ambos medios condicionadas,
se presentd un grado 0 de citotoxicidad y la reactividad fue ninguna. (Figura. 8)
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Figura 7. Comparacién de la morfologia celular de los fibroblastos L929 incubados con Geristore®
y EQUIA Forte® Fil a las 48 h. Medios condicionados con Geristore®. A) 100% B) 50% C) 25%.
Medios condicionados con EQUIA Forte® Fil E) 100% F) 50% G) 25%. D) y H) EMEM

Figura 8. Comparacion de la morfologia celular de los fibroblastos L929 incubados con Geristore®
y EQUIA Forte® Fil a las 72 h. Medios condicionados con Geristore®. Medios condicionados con
Geristore®. A) 100% B) 50% C) 25%. Medios condicionados con EQUIA Forte® Fil E) 100% F) 50% G)
25%. D) y H) EMEM

Sobrevida medida con el método de sulforrodamina B

La viabilidad de los fibroblastos disminuye de manera dosis-

dependiente al ser expuestos a Geristore® independientemente del

tiempo al que se mida.

Para conocer el grado de viabilidad celular del cemento iondmero de vidrio

Geristore® se realizd una prueba de sulforradamina B. Al exponer los fibroblastos
18



al medio condicionado de 24 h sin diluir (100%), la viabilidad celular fue de 37.65%
La viabilidad celular fue aumentando conforme se diluyd este cemento de la
siguiente forma. Al comparar el cemento sin diluir con la dilucion al 85%, la
viabilidad celular fue de 54.15% (p = 0.07; (Figura 9). Al compararlo con el del
70%, la viabilidad celular fue de 64.20%(p=0.0001; Figura 9); con el de 50%, la
viabilidad aumenté aun 75.21% (p=0.0001; Figura 9); con el del 40% la viabilidad
fue de 85.96% (p=0.0001; Figura ?); con el del 25% la viabilidad fue del 99.07%
(0=0.0001; Figura 9) y finalmente con el del 10%, la viabilidad fue del 113.07%
(p=0.0001; Figura ?). Esto nos muestra una relacion directa de la concentracion
y el porcentaje de viabilidad. La citotoxicidad no fue afectada por el tiempo de
exposicion, no hubo diferencias significativas entre el porcentaje de viabilidad
obtenido entre los diferentes tiempos a las diferentes diluciones (Figura. 9)
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Figura 9. Porcentaje de viabilidad de los fibroblastos L929 después de la exposicion a las distintas
diluciones de Geristore® en los tiempos de 24, 48 y 72h, analizados con sulforrodamina B. Las
barras indican el promedio de dos experimentos por friplicado £ SE. *p <0.05 ** p <0.0001
diferencia entre el medio condicionado al 100% y el de cada dilucién de cada tiempo evaluado.

La viabilidad de los fibroblastos disminuye de manera dosis-
dependiente al ser expuestos a EQUIA Forte® Fil.

De la misma manera se realizé la prueba de sulforodamina B para conocer el
grado de citotoxicidad del cemento iondmero de vidrio EQUIA Forte® Fil. A los

tres diferentes tiempos 24h, 48h, y 72h se observa que a mayor dilucion se observa
una mayor viabilidad celular (Figura 10). Al exponer los fibroblastos al medio
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condicionado de 24h, 48h y 72h sin diluir (100%), la viabilidad celular fue de
11.79%, 14.11% y de 8.98%, respectivamente. Al comparar el cemento sin diluir
con la dilucion al 85%, la viabilidad celular fue de 42.08% (p = 0.001; (Figura 10),
26.65% (p = 0.5; (Figura 10) y 20.55% (p = 0.8; (Figura 10), a las 24h, 48h y 72h,
respectivamente. Al comparar el cemento sin diluir con la dilucion al 70% de
50.70% (p = 0.001; (Figura 10), 34.74% (p = 0.012; (Figura 10), y 29.62% (p = 0.04;
(Figura 10), a las 24h, 48h y 72h, respectivamente. Al comparar el cemento sin
diluir con la diluciéon a la mitad (50%) fue de 65.57%, 48.73% y 38.67%, a las 24h,
48h y 72h, respectivamente (p = 0.001; (Figura 10). Al comparar el cemento sin
diluir con la dilucion al 40% la viabilidad celular fue de 84.59%, 62.62% y 45.11% a
las 24h, 48h y 72h, respectivamente (p = 0.001; (Figura 10). Al diluir al 25% la
viabilidad aumenté a 101.53%, 79.21% y 64.95% a las 24h, 48h y 72h,
respectivamente (p = 0.001; (Figura 10). Finalmente, al 10% la viabilidad fue de
102.18%, 108.95% y de 102.18%, a las 24h, 48h y 72h, respectivamente (p = 0.001;
(Figura 10). Esto nos muestra una relacion directa enfre la concentracion de los
medios condicionados y el porcentaje de viabilidad celular de la linea celular
L929 (Figura. 10).
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Figura 10. Porcentaje de viabilidad de los fibroblastos L929 después de la exposicion a las distintas
diluciones de EQUIA Forte® Fil en los tiempos de 24, 48 y 72h, analizados con sulforrodamina B.
Las barras indican el promedio de dos experimentos por friplicado + SE. *p <0.05 ** p <0.0001
diferencia entre el medio condicionado al 100% y el de cada dilucién de cada tiempo evaluado.
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La viabilidad de los fibroblastos disminuye con el tiempo al ser

expuestos a EQUIA Forte® Fil.

Se observa que al exponer los fibroblastos L929 a los medios condicionados de
cemento iondmero de vidrio EQUIA Forte® Fil la viabilidad fue mayor a las 24h
que a las 72h para todas las diluciones (24h>72h). En un medio condicionado sin
diluir (100%) la viabilidad disminuyd de las 24h a las 72h un 2.81% (p=1). Al diluir al
85% disminuyd un 21.52% (p=0.0006), al 70% un 21.07% (p=0.0009), al 50% un
26.90% (p=<.0001), al 40% un 39.48% (p=< .0001), al 25% un 36.58% (p=< .0001) y
por Ultimo al 10% un 12.52% (1p=0.35). En las diluciones donde p es menor a 0.05
hubo una diferencia estadisticamente significativa entre el porcentaje de
viabilidad celular entre ambos tiempos, lo que nos muestra que la citotoxicidad
de EQUIA Forte® Fil aumenta con el tiempo (Figura 11)
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Figura 11. Porcentaje de viabilidad de los fibroblastos L929 después de la exposicion a las
distintas diluciones de EQUIA Forte® Fil en los tiempos de 24, 48 y 72h, andlizados con
sulforrodamina B. Las barras indican el promedio de dos experimentos por triplicado *+ SE. El eje
horizontal indica el porcentaje de dilucién del medio condicionado. *p <0.05 cuando se
compara la viabilidad celular con las 24h de cada dilucién.
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La viabilidad de los fibroblastos disminuye de manera dosis-

dependiente al ser expuestos a Accocit.

Accocit fue el confrol positivo de este trabagjo, es un farmaco utilizado para
tratamientos contra cdancer. Los fibroblastos L929 fueron expuestos a cuatro
concentraciones decrecientes de este medicamento. El porcentaje de
viabilidad celular se reduce en las células de forma dosis dependiente. Siendo el
porcentaje de viabilidad celular de 32.78% en su concentracion mas alta de 100
Hg/mL (p=< .0001). De 49.03% en su concentracion de 10 ug/mL (p=< .0001). De
84.06% en su concentracion de 1 ug/MI (p=0.15). Y finalmente de 100.76% en su
concentracion de 0.1 yg/ml (p=1) (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de viabilidad de los fibroblastos L929 después de la exposicion a las distintas
diluciones de Acoccit®, analizados con sulforrodamina B. Las barras indican el promedio de dos
experimentos por triplicado + SE. La linea verde indica el valor de medio de cultivo EMEM a las
24h, que es ftomado como el 100% de viabilidad celular. ** p <0.0001.

La viabilidad de los fibroblastos es mayor al ser expuestos a Geristore®

que al ser expuestos a EQUIA Forte® Fil en todos los tiempos.

Se compard el grado de citotoxicidad de los cementos de iondmero de vidrio
Geristore® y EQUIA Forte® Fil sobre la linea celular L929. Al exponer los fibroblastos
a todas las diluciones de los medios condicionados durante los tiempos de 24, 48
y 72h, el porcentaje de viabilidad celular fue mayor durante la exposicion a
Geristore® que durante la exposicion de a EQUIA Forte® Fil en la mayoria de las
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diluciones exceptuando al 25% a las 24h (p=1) y al 10% a las 48h (p=0.98). A las
24h, los medios condicionados en comparacion con el grupo control negativo
EMEM presentaron diferencias estadisticamente significativas (Figura. 13), con
ambos cementos en las diluciones de 100%, 85%, 70%, 50%. A las 48h, los medios
condicionados en comparacion con el grupo confrol negativo EMEM
presentaron diferencias estadisticamente significativas (Figura. 14), con ambos
cementos en todas las diluciones exceptuando las de 25% y 10%. A las 72h (Figura
15), los medios condicionados en comparacion con el grupo control negativo
EMEM presentaron diferencias estadisticamente significativas, con Geristore® a
las diluciones de 100%, 85%, 70% y 50%; y por su parte EQUIA Forte® Fil con todas
las diluciones (p= < .0001) excepto la de 10% (p=0.99). Por otro lado, la horma
ISO10993-5:209 afirma que cuando se presenta una reduccion de mas del 30%
de viabilidad celular se considera que existe un efecto citotdxico de los
materiales. En este estudio se tomo el grupo control negativo de EMEM como el
valor de 100% de viabilidad celular, por lo que valores menores a 70% serian
considerados citotoxicos. Por lo tanto, en el caso del cemento de iondmero de
vidrio Geristore® fue biocompatible a partir de las diluciones menores al 50% a
las 24h y 48h y a partir de las diluciones menores al 70% a las 72h. En el caso de
EQUIA Forte® Fil presentd biocompatibilidad a partir de las diluciones menores al
40% a las 24h, menores al 25% a las 48 h y solamente a la dilucion de 10% a las
72h. El porcentaje de viabilidad celular obtenida para cada una de las diluciones
alas 24. 48 y 72h se presentan en las tablas 6, 7 y 8 respectivamente.

Tabla é. Porcentaje de viabilidad celular de fibroblastos L929 después de la exposicion
a las diluciones de los medios condicionados de los cementos Geristore® y EQUIA Forte®
Fil a las 24 horas. ** p<.001 en comparacién con la viabilidad de fibroblastos con

Geristore®
24h 100% 85% 70% 50% 40% 25% 10%
Geristore® 37.65 54.15 64.20 75.21 85.96 99.07 113.07
EQUIA Forte® Fil 11.79** 42.08 50.70 65.57 84.59 101.53 102.18
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Figura 13. Porcentaje de viabilidad celular de los fibroblastos L929 después de la exposicién a las
diluciones del medio condicionado de Geristore® y EQUIA Forte® Fil a las 24 horas, analizados
con sulforrodamina B. Las barras indican el promedio de dos experimentos por triplicado + SE. Las
barras amarillas indican medio condicionado de Geristore®, las barras azules indican medio
condicionado de EQUIA Forte® Fil® vy la linea verde oscura indica el valor de medio de cultivo
EMEM a las 24h, que es tomado como el 100% de viabilidad celular. La linea verde claro indica
el 70% de viabilidad celular, las barras debajo de este indican un efecto citotdxico. *p <0.05 ** p
<0.0001 cuando se comparan los medios condicionados con el grupo control negativo (EMEM)

Tabla 7. Porcentaje de viabilidad celular de fibroblastos L929 después de la exposicion
a las diluciones de los medios condicionados de los cementos Geristore® y EQUIA Forte®
Fil a las 48 horas. *p < 0.05 ** p <0.0001. en comparacién con la viabilidad de fibroblastos
con Geristore®

48 horas 100% 85% 70% 50% 40% 25% 10%
Geristore® 36.02 54.50 61.00 73.46 7611 86.12 101.09
EQUIA Forte® Fil 14.11* 26.65** 34.74* 48.73* 62.62 79.21 108.95
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Figura 14. Porcentaje de viabilidad celular de los fibroblastos L929 después de la exposicién a las
diluciones del medio condicionado de Geristore® y EQUIA Forte® Fil a las 48 horas, analizados
con sulforrodamina B. Las barras indican el promedio de dos experimentos por triplicado + SE. Las
barras amarillas indican medio condicionado de Geristore®, las barras azules indican medio
condicionado de EQUIA Forte® Fil y la linea verde oscura indica el valor de medio de cultivo
EMEM a las 48h, que es tomado como el 100% de viabilidad celular. La linea verde claro indica
el 70% de viabilidad celular, las barras debajo de este indicaron un efecto citotdxico. *p < 0.05 **
p <0.0001 cuando se comparan los medios condicionados con el grupo control negativo (EMEM)

Tabla 8. Porcentaje de viabilidad celular de fibroblastos L929 después de la exposicidon
a las diluciones de los medios condicionados de los cementos Geristore® y EQUIA Forte®
Fil a las 72 horas. **p <0.0001 en comparacion con la viabilidad de fibroblastos con
Geristore®.

72h 100% 85% 70% 50% 40% 25% 10%
Geristore® ‘ 45.61 5.51 70.47 73.56 82.61 95.29 98.53
EQUIA Forte® Fil ‘ 8.98** 20.55** 29.62** 38.67** 45.11** 64.95** 89.66
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Figura 15. Porcentaje de viabilidad celular de los fibroblastos L929 después de la exposicién a las
diluciones del medio condicionado de Geristore® y EQUIA Forte® Fil a las 72 horas, analizados
con sulforrodamina B. Las barras indican el promedio de dos experimentos por friplicado + SE. Las
barras amarillas indican medio condicionado de Geristore®, las barras azules indican medio
condicionado de EQUIA Forte® Fil y la linea verde oscura indica el valor de medio de cultivo
EMEM a las 72h, que es tomado como el 100% de viabilidad celular. La linea verde claro indica
el 70% de viabilidad, las barras debajo de este indican un efecto citotdxico. *p < 0.05 ** p <0.0001
cuando se comparan los medios condicionados con el grupo control negativo (EMEM).

DISCUSION

En el presente estudio in vitro se evalud la citotoxicidad de los cementos de
iondmero de vidrio Geristore® y EQUIA Forte® Fil sobre la linea celular L?29 en tres
diferentes tiempos 24, 48 y 72 h utilizando dos pardmetros, la morfologia vy la
viabilidad celular.

El ensayo sulforrodamina B es un método sensible y rapido para evaluacion de
citotoxicidad en cultivos celulares que fue elegido con base en la norma ISO
10993-5:2009. La sulforrodamina B aumenta su afinidad por los aminodcidos
bdsicos de las proteinas en condiciones dcidas por lo que proporciona un indice
del contenido de la proteina celular. El colorante unido a las células viables se
extrae con solucion de Tris Base lo que permite leer su absorbancia. Por lo que,
los datos obtenidos fueron interpretados de la siguiente forma. A mayor tincion
mayor porcentaje de viabilidad celular, esto al ser sulforrodamina B preciso vy
lineal en la estimacion de poblaciones celulares. (37)
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Con base en la norma ISO 10993-12:2012 se deben preparar eluciones 1:6 de los
materiales que se presenten en estado solido y de forma irregular. De los medios
condicionados de los cementos iondmero de vidrio se obtuvo lixiviado, es decir
el medio de cultivo arrastré gran cantidad de los compuestos presentes en el
solido que atravesd (los cementos), lo que permitid la evaluacion de su
citotoxicidad. Los medios condicionados se obfuvieron a las 24, 48 y 72 h sin
embargo si pensamos en el sellado de un diente con un defecto radicular, los
materiales estardn en contacto con los tejidos periarradiculares mayor tiempo,
por lo que seria adecuado complementar los resultados de viabilidad tomando
periodos de fiempos mayores a las 72 h.

Los fibroblastos al ser expuestos a las siete diferentes diluciones de Geristore®,
disminuyeron su viabilidad celular manera dosis-dependiente. En un estudio de
citotoxicidad de Geristore® se utilizd ensayos con MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium], una sal
bioreducida por las células a un producto llamado formazdn que es soluble en
el medio de cultivo celular y tiene una coloracidn que puede medirse por
espectrofotometria UV a 490nm. Los medios condicionados que evaluaron
fueron concentrados (100%) y diluidos ala mitad (50%) alas 24 h, 1, 2 y 3 semanas.
A las 24h, la viabilidad de los fibroblastos expuestos a Geristore® al 100% no tuvo
diferencia con los fibroblastos L929 no expuestos mdas que al medio de cultivo
(p=0.1). En contraposicidon, en nuestro estudio se obtuvo una viabilidad celular
del 43.61% (p<0.001). Un dato interesante fue que cuando compararon la
dilucion al 50% hallaron una menor viabilidad celular de 76% (p<0.0045), similar a
la que nosotros encontramos del73.56% (p=0.006). (18)

Los resultados obtenidos de la viabilidad celular de la linea celular L929 expuesta
a los medios condicionados de Geristore® fue independiente al fiempo. Un
estudio que evalud la citotoxicidad de este cemento con MTT a los mismos
tiempos (24,48 y 72 h) coincide con nuestros resultados, no hallaron diferencias
estadisticamente significativas en la viabilidad entre los tiempos de exposicion.
Sin embargo este trabajo se diferencia del nuestro ya que no encontraron
diferencias significativas con el grupo control negativo (medio de cultivo)
(p=0.09).(17) Por ofro lado, en un estudio de citotoxicidad con MTI, no
encontraron diferencia estadisticamente significativa entre el grupo confrol
negativo (medio de cultivo DMEM) con los fibroblastos expuestos a los medios
condicionados durante 24 y 48 h. Lo que llama la atencion es que a las 72h la
diferencia con el medio de cultivo fue estadisticamente significativa, esto debido
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a que hubo un aumento en la proliferacién celular. (16) Finalmente, en un estudio
mas reciente también con MTI, hallaron que Geristore® a las 24 h fue
estadisticamente mejor que el los fibroblastos incubados en el medio de cultivo
y que alas 48h aumento la proliferacion significativamente (p<005). (19).

En los resultados obtenidos para EQUIA Forte® Fil, los fibroblastos al ser expuestos
a las diferentes diluciones del medio condicionando tuvieron un efecto
citotdxico en todas las diluciones estudiadas excepto en las concentraciones de
25 %y 10%. Se encontraron solamente dos estudios in vitro han evaluado la
citotoxicidad de EQUIA Forte® Fil sobre Fibroblastos de la linea L929. Un primer
estudio que evalud la viabilidad celular con MTT. A las 24 h obtuvieron una
viabilidad para EQUIA Forte® Fil de 122.33% y no existieron diferencias
estadisticamente significativas con los tiempos de 48 y 72h.(24) En nuestro estudio
la viabilidad obtenida al 100% para los tiempos de 24h, 48h y 72h fueron
significativamente diferentes al grupo control (p<0.0001) con bajos porcentajes
de viabilidad celularde 11.79%, 14.11% y 8.98% respectivamente y obtuvimos que
a diluciones del 85% al 25% la viabilidad celular obtenida a las 72h disminuyd
significativamente cuando se la compara con la viabilidad a las 24 h (p<0.05).
Asi mismo, un segundo estudio realizado con WTS-1 difiere del nuestro ya que
obfuvieron niveles aceptables de biocompatibilidad para EQUIA Forte® Fil
(95,73%) a las 72 h.(20) Probablemente  estas diferencias en los resultados
obtenidos en los diferentes estudios es debido a que la preparacion de los
medios condicionados fue a diferentes eluciones, lo que afecta a la
concenfracion de compuestos lixiviados en el medio de cultivo y por lo tanto a
la evaluacion de la citotoxicidad.

No existen estudios que comparen la citotoxicidad de los cementos iondmero de
vidrio Geristore® y EQUIA Forte® Fil sobre la linea celular L929. En este trabajo se
evalud la citotoxicidad de EQUIA Forte® Fil sobre fibroblastos debido a que
denftro las indicaciones recomendadas por el fabricante estdn las restauraciones
de la superficie de la raiz. Se decidid compararlo con Geristore® porque es este
el cemento iondmero de vidrio el md&s utilizado y estudiado para el sellado de los
defectos radiculares, sin embargo, no es comercializado en México. Los
resultados obtenidos son contrastantes con otros estudios previos. Nosotros
obtuvimos que son cementos citotdxicos. La citotoxicidad de EQUIA Forte® Fil fue
significativamente  mayor a Geristore®, por lo que seria adecuado
complementar los resultados de viabilidad celular con otras técnicas o dado el
caso mejorar la biocompatibilidad de estos materiales. Finalmente continuar en
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la buUsqueda de materiales alternativos con mejor biocompatibilidad al
momento de tratar complicaciones de defectos radiculares.

CONCLUSIONES

e Geristore® presenta una citotoxicidad severa. Mdas del 70% de las células
presentan una morfologia redonda y en cultivo se observa mas del 50% de
inhibicion del crecimiento celular.

e EQUIA Forte® Fil presenta una citotoxicidad severa. Existe una pérdida de
mas del 70% de las células y mds del 50% de inhibicidon del crecimiento
celular.

e Tanto EQUIA Forte® Fil como Geristore® reducen significativamente la
viabilidad celular de los fibroblastos L?29 mdas de un 70% concentrados, por
tanto, tienen un efecto citotdxico.

e EQUIA Forte® Fil es mds citotoxico que Geristore®
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