UNIVERSIDAD DE MURCIA
ESCUELA INTERNACIONAL DE DOCTORADO

Estudio /n Vitro de la Citotoxicidad
de Seis Adhesivos de Proétesis
sobre Fibroblastos Humanos

D2 Maria Andrea Garcia Guirao
2020






UNIVERSIDAD DE MURCIA

FACULTAD DE MEDICINA

Departamento de Dermatologia, Estomatologia, Radiologia y Medicina

Fisica

ESTUDIO IN VITRO DE LA CITOTOXICIDAD DE SEIS
ADHESIVOS DE PROTESIS SOBRE FIBROBLASTOS
HUMANOS

DIRECTORES
JULIA GUERRERO GIRONES

MIGUEL RAMON PECCI LLORET

Dna. Maria Andrea Garcia Guirao

2020






ESTUDIO IN VITRO DE LA CITOTOXICIDAD DE
SEIS ADHESIVOS DE PROTESIS SOBRE
FIBROBLASTOS HUMANOS

Memoria presentada por
Maria Andrea Garcia Guirao
para optar al grado de Doctor

por la Universidad de Murcia

Directores:
Julia Guerrero Gironés

Miguel Ramdn Pecci Lloret






AGRADECIMIENTOS

Deseo expresar mi mas sincero agradecimiento:

A la Universidad de Murcia por haberme aceptado ser parte de ella y abierto las
puertas de su seno cientifico para poder estudiar mi licenciatura, asi como también a
los diferentes docentes que brindaron sus conocimientos y su apoyo para seguir

adelante dia a dia.

A mi tutor Francisco Javier Rodriguez Lozano, por adentrarme en este nuevo mundo de
la investigacion y por brindarme la oportunidad de trabajar en esta estimulante linea

de investigacidn.

A mis directores Julia Guerrero Gironés y Miguel Ramén Pecci Lloret, por hacer que me
empape de su conocimiento y su buen hacer, por ser un ejemplo como personas,

como investigadores y como cufiados.

A Sergio Lépez y David Garcia, por su inestimable contribucién al desarrollo de este
trabajo durante la experimentacidon y por su asesoramiento, actualizacién en las
nuevas técnicas de la biologia celular y molecular y por su paciencia al transmitirme

sus conocimientos.

A mi padre, que esté donde esté, seguro estard orgulloso de mi, una vez me dijo: “No
te preocupes por el dinero, intentaré darte todo lo que necesites, solo quiero que seas
constante y la base de tu constancia te llevara tarde o temprano a tu éxito personal y

profesional” y aqui estoy dando otro paso mas en mi carrera.

A mi madre por estar siempre a mi lado, con buenos sentimientos, habitos y valores, lo
gue me ha ayudado a salir adelante en los momentos mas dificiles. A mis hermanos,

gue siempre me han brindado su apoyo en todo lo que he decidido hacer.

A José Luis, mi marido, por ser un ejemplo de generosidad y responsabilidad y por

sentirse orgulloso de lo que soy.

Y por ultimo y no menos importarte, agradezco a mis hijas, Andrea y Julia, su paciencia

para aguantar mi ausencia durante el desarrollo de este trabajo.






FINANCIACION

Este trabajo ha sido financiado por la Red Espafiola de Terapia Celular (TerCel)
otorgada por el instituto de Salud Carlos Il (ISCiii) (TETICS RD07/0010/2012 y
RD12/0019/0001) y el Programa Conjunto para la Investigacion Biomédica en Terapias
Avanzadas y Medicina Regenerativa del ISCiii y el FFIS (Fundacidn para la Formacion e

Investigacion Sanitarias de la Regidon de Murcia).






INDICE







iNDICE

=T U] 0 =T o FOO O OO PP PP PR PPTPPPTR 1
S U100 0 1T 7P PPPPPPPPPPPPPIRS 3
AT EVIAEUIGS. ..eeeeiii et e e e e e e e e e e e e e e s e e s e e naaas s reereeeaeeeaaaaeeaaaan 5
Listados de figuras ¥ tablas........ccccuviiiiiiiiiiiee e 7

L-INTRODUCCION. ..ottt ettt ettt et e et ee e ssaeeesaa e enesnenenas 10

1.1 Contexto soCiodemOgrafiCo.....cccuuiuiiiiiieiiiiiie e 11

1.2 El paciente @d@ntUlO.........ccoouiiiieeiicieeeeeeceee e e 12

1.3 Rehabilitaciones protésicas removibles........ccccccceeeeeeeeccinirieeeeeeeeeeee e, 13

1.4 Adhesivos de proétesis: tipos y COMPOSICION......c.uvvveerriiiiieeeeiiieee e, 22

1.5 Satisfaccidn de paciente con el uso de adhesivos de prétesis.................. 28

1.6 Indicaciones y contraindicaciones de los adhesivos de protesis............... 30

1.7 Fibroblastos gingivales humanos.........cccccvvieveieeieieeiic e 34

1.8 Pruebas de citotoxicidad de los materiales dentales........c..ccccvveveerennnnnee. 35

2- JUSTIFICACION. ...ttt ettt ettt st ettt s s e eneseans 38

B-OBUETIVOS. ...ttt ettt ettt et e st e e sttt e s sabe e e e s bneeeeneeeennnes 40

A-MATERIALY METODOS. .....c.viuiiteiitieieeeetee ettt et eae sttt r st sae e sneanas 42

e V- 1 =T g - | L= SRR 43

4.2- Aislamiento y cultivo CelUIar.......uvviiiiiiiiiii e, 44

R Yol U T=Y o ol ol =] (1] =T R 47

4.4- CUItIVO d€ CEIUIAS. .. eeieeiieiee et 49

4.5- ENsay0s eXPerimeENntales....ccce e i cei it 50

4.5.1- AnAlisis del PH...uuviiieieiiiiiiiee e 50

4.5.2- Estudio de viabilidad celular (MTT).....cooovviviivviirieeireeeeeeeeeeeen 50

4.5.3- Analisis de la morfologia celular......ccccceveieeiiiiiiencciiireeeeeeeeeeen, 51

4.5.4- Evaluacién de la apoptosis/necrosis celular...........ccoveeeeuveenne. 52



4.5.5 Evaluacién de la produccion de especies reactivas del oxigeno. 52

4.6. Analisis @StadiSTiCO......eiiueiiriieriiiecieee e 53
B-RESULTADOS. ...ttt ettt ettt et sttt ettt e st e st e st e e et e s bt e e bt e esbe e nbeeenbeesaeeenene 54
5.1- ANAIISiS del PH..uiiiieieeee e e 55
5.2- Estudio de viabilidad celular (MTT).....ccooieiiiiiieeiiieeeiee e 56
5.3- Andlisis de la morfologia celular.........cccovvieeiiieiiiiiee e, 58
5.4- Evaluacion de la apoptosis/necrosis celular........cocoeeeveeeeeieeeeiiiveeceieeeens 58
5.5 Evaluacidn de la produccidn de especies reactivas del oxigeno............... 60
B-DISCUSION.....couriieiritieiees ettt 61
6.1 Sobre 1a Metodologia.......cuuiiiciiieei e 62
6.2 Sobre el liN@je CeIUIAN.......uumiiiieeee e 65
6.3 Sobre el andlisis del PH......cooiiiiiii e 66
6.4 Sobre la viabilidad celular..........cccoooiiiiiiii 66
6.5 Sobre el andlisis MOrfolOZICO........uuiiiiiiiiiiiee e 68
6.6 Sobre 1a apoptosis CElUIAr.......cuuiiiiiiiiiiee e 69
6.7 Sobre la formacion de ROS.........ccueiiiiiiiiiieeeeee e 69
6.8 Limitaciones del @Studio..........eeiiiiieiriiiiiiiieceee e 70
T-CONCLUSIONES. ... .ottt ettt ettt seb et s e e st e e s neesneeeas 72
8-REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......cocvcveviiiiiscietetete et se e ss s 74

G-ANEXOS... ittt e e s 85



Estudio In Vitro De la Citotoxicidad De Seis Adhesivos De Prétesis Sobre Fibroblastos Humanos )

RESUMEN







Estudio In Vitro De la Citotoxicidad De Seis Adhesivos De Protesis Sobre Fibroblastos Humanos

RESUMEN

Objetivo: Comparar la citotoxicidad de seis adhesivos para dentaduras postizas
disponibles comercialmente sobre células gingivales humanas: Corega Sin Sabor,
Kukident Pro Proteccién Dual, Novafix Sin Sabor, FiftyDent, Corega, Accidon Total y

Kukident Proteccion Dual.

Material y métodos: los eluatos de adhesivos para dentaduras postizas se pusieron en
contacto con células gingivales humanas. La toxicidad celular se evalué para
determinar la viabilidad celular (ensayo MTT), la morfologia celular (ensayo de
inmunofluorescencia), apoptosis / necrosis y especies reactivas de oxigeno (ensayo de
citometria de flujo). Ademads, se determind el pH de cada muestra. Los datos se
realizaron mediante andlisis de varianza unidireccional (ANOVA) y una prueba de

Tukey. Se consideré la significacién cuando p < 0.05.

Resultados: Todos los adhesivos para dentaduras probados llevaron a una reduccion
del pH, especialmente Kukident Pro Proteccién Dual y Kukident Proteccién Dual (*** p
<0,001). El ensayo de viabilidad celular mostré que Kukident Pro Proteccidon Dual y
Kukident Proteccién Dual disminuyeron significativamente la viabilidad celular en
todas las diluciones (*** p <0,001). En comparacién con el grupo de control y el resto
de los adhesivos, Corega Sin Sabor mostré una puntuacién de viabilidad celular
significativamente mas alta en todas las diluciones (*** p <0,001). Kukident Proteccién
Dual y Kukident Pro Proteccién Dual fueron responsables de la necrosis, y el nimero
de células se redujo mucho, con una morfologia aberrante y un nucleo picnético.
Finalmente, los productos Kukident promovieron la producciéon de ROS en las células

gingivales (*** p <0,001).

Conclusiones: Los resultados sugieren que los adhesivos para dentaduras postizas que
contienen zinc pueden inhibir la viabilidad celular, estimular la produccion de ROS,

provocar una morfologia celular aberrante e inducir apoptosis y muerte celular.

Palabras clave: biocompatibilidad, citotoxicidad, células gingivales humanas, adhesivos

de prétesis
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SUMMARY

Purpose: To compare the cytotoxicity of six commercially available denture adhesives
on human gingival cells: Corega Sin Sabor, Kukident Pro Proteccién Dual, Novafix Sin

Sabor, FiftyDent, Corega Accidn Total and Kukident Proteccion Dual.

Material and methods: Eluates of denture adhesives were brought into contact with
human gingival cells. Cell toxicity was assessed for cell viability (MTT assay), cell
morphology (immunofluorescence assay), apoptosis/necrosis and reactive oxygen
species (Flow cytometry assay). Also, the pH of each sample was determined. Data
were performed using one-way analysis of variance (ANOVA) and a Tukey test.

Significance was considered when p < 0.05.

Results: All denture adhesives tested led to a reduction in pH, especially Kukident Pro
Proteccién Dual and Kukident Protecciéon Dual (***p<0.001). The cell viability assay
showed that Kukident Pro Proteccidn Dual and Kukident Proteccién Dual decreased
cell viability significantly at all dilutions (***p < 0.001). Compared with the control
group and the rest of the adhesives Corega Sin Sabor showed a significantly higher cell
viability score at all dilutions (***p < 0.001). Kukident Proteccién Dual and Kukident
Pro Proteccién Dual were responsible for necrosis, and the number of cells was much
reduced, with an aberrant morphology and pyknotic nucleus. Finally, Kukident

products promoted ROS production in gingival cells (***p < 0.001).

Conclusions: The results suggest that denture adhesives containing zinc may inhibit cell
viability, stimulate ROS production, provoke aberrant cell morphology, and induce

apoptosis and cell death.

Keywords: biocompatibility; cytotoxicity; human gingival cells, denture adhesives.
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ABREVIATURAS
CSS Corega Sin Sabor
KPPD Kukident Pro Proteccion Dual
NSS Novafix Sin Sabor
FD FiftyDent
CAT Corega Accion Total
KPD Kukident Proteccion Dual
PPR Prétesis Parcial Removible
CMC-Na Carboximetilcelulosa de sodio
PVM-MA Polimetilviniléter-anhidrido maleico
FGH Fibroblastos gingivales humanos
CTGF Factor de crecimiento del tejido conectivo
IL-6 Interleukina 6
D-MEM Medio de Eagle modificado por Dulbecco
HBSS Solucién salina equilibrada
DAPI Diclorhidrato de 4,6-diamidino-2-fenilindol
PS Fosfatidil serina
PE Ficoeritrina
Pl Propidio
7-AAD 7-aminoactinomicina D
ROS Compuestos reactivos del oxigeno
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1- INTRODUCCION
1.1 CONTEXTO SOCIODEMOGRAFICO

En los ultimos afios, existe un envejecimiento de la poblacién, ya que continda
aumentando la esperanza de vida, sobre todo en los paises mdas desarrollados. Se
prevé gque la esperanza de vida aumente en los 35 paises mas industrializados con una
probabilidad de al menos el 65% para las mujeres y el 85% para los hombres. Hay mas
de un 50% de probabilidad de que para 2030, la esperanza de vida femenina nacional
rompa la barrera de los 90 afios, un nivel que algunos consideraron inalcanzable a

principios del siglo XXI(1).

Existe un mapa interactivo con los datos de la esperanza de vida mundial. La media de
edad en Espaia es de 83,1 afios de edad, solo superado por Japdn con 84,5 y Suiza con

83,3. https://www.worldlifeexpectancy.com/ (Figura 1).

WORLD LIFE EXPECTANCY

LS
N *“'\ [
] \ s
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0 8
‘z’r

o

FEMALE

Figura 1: Mapa de la esperanza de vida en el mundo

La esperanza de vida aumenta y esto es debido a una mejor calidad de la misma,
representada por la caida de las tasas de mortalidad, disminucién de la fertilidad, la
reduccion de la mortalidad infantil, aumento del acceso y de las coberturas sanitarias.
Ademas, la evidencia actual sugiere que las personas no solo viven mas tiempo que
antes, sino que también viven mejor, con menos discapacidad y menos limitaciones

funcionales(2).
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1.2 EL PACIENTE EDENTULO

Hablamos de edentulismo para referirnos a la pérdida completa de los dientes
naturales, siendo éste uno de problemas mas graves que afectan a la salud bucal de los
pacientes ancianos (3). Segun la Organizacién Mundial de la Salud, los pacientes
desdentados se consideran discapacitados fisicos debido a su incapacidad para

masticar y hablar correctamente(4).

A pesar del envejecimiento que encontramos en la poblacién, varios estudios han
demostrado que la cantidad de pacientes edéntulos ha ido disminuyendo, sobre todo
en hogares donde se tiene una alta cantidad de ingresos, mientras que en hogares con
un nivel socioecondmico bajo esta disminucién ha sido menor(3,5,6). Se calcula que en
el afio 2050 sélo en Estados Unidos 12.2 millones de personas lo seran (5). En Europa,
la prevalencia del edentulismo actualmente varia del 15% al 72% para personas

mayores de 65 a 74 aifios en varios paises(4).

Los pacientes a los que solemos tratar se podrian dividir en tres grupos. Aquellos
pacientes jévenes con suficientes recursos econémicos que buscan restauraciones fijas
o implatosoportadas y que, al preguntarles, dicen “no me imagino llevando una
proétesis removible como mis abuelos”. El segundo grupo estd formado por aquellos
pacientes que han perdido un nimero mayor de dientes pero no pueden permitirse
implantes dentales por lo que con frecuencia usan prétesis parcial removible, siendo
este grupo el mas mayoritario. El tercer grupo son los pacientes edéntulos, son ya
raros en nuestro entorno, siendo pacientes muy mayores que estarian dispuestos a
pagar por implantes dentales pero tienen graves problemas médicos, siendo a veces el

tratamiento de implantes un riesgo para su salud(7).

El nimero de dientes en la cavidad oral afecta la calidad de vida. La pérdida de piezas
dentales da lugar a una pobre capacidad funcional, asi como nutricional, estética y

desafios psicoldgicos, como una baja autoestima y una pobre integracion social(3, 8).

Las principales causas del edentulismo son las exodoncias provocadas por caries,
enfermedad periodontal, traumatismos y cancer oral. Disminuyendo la prevalencia de
estos factores, se podra disminuir el edentulismo, siendo en los ultimos afios menos
habitual(9). Ademds de estos factores, el edentulismo completo es el resultado final de
un proceso de enfermedad oral multifactorial y otras enfermedades comodrbidas.

12
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Existe relacidon entre el edentulismo y una multitud de enfermedades sistémicas como
la desnutricion, la obesidad, las enfermedades cardiovasculares, la artritis reumatoide,

las enfermedades pulmonares, cancer e incluso la mortalidad(10).

1.3 REHABILITACIONES PROTESICAS REMOVIBLES

Como ya hemos dicho, la pérdida de dientes es el resultado de varios factores como
caries, enfermedad periodontal, patologia pulpar, trauma y cdncer oral y puede
resultar en dificultades para masticar que afectan la salud general y la calidad de vida
(1). Existe numerosas opciones de tratamiento, como rehabilitaciones fijas sobre
dientes, y rehabilitaciones fijas sobre implantes. Aunque el interés por los implantes en
odontologia esta en continuo crecimiento, muchos pacientes edéntulos siguen siendo
tratados rehabilitaciones removibles, es decir, son aquellas protesis que el paciente
puede insertar y retirar él mismo de la cavidad oral. Este tipo de prétesis es elegida por
muchos pacientes porque es de naturaleza conservadora, se puede acceder a ella
relativamente rdpido y es mas econémica(11). Como sabemos, el reemplazo de los
dientes perdidos por pacientes ancianos desdentados, estd influenciado por el estado

general de salud, los tejidos dentales, situacidn financiera, y acceso al dentista (4).

TIPOS DE REHABILITACIONES PROTESICAS REMOVIBLES

PROTESIS PARCIAL REMOVIBLE

Una protesis parcial removible (PPR) es un tratamiento odontolégico restaurador, el
cual restituye en la medida de lo posible la funcionalidad dental, asi como la estética.
El soporte de este tipo de prétesis removible reside en las piezas dentales y en los
tejidos blandos. Existen dos tipos segln el material del que esté fabricada su base,

metalicas o acrilicas(12)(Figuras 2 y 3).

A diferencia de la terapia con implantes, el tratamiento con PPR es minimamente
invasivo y permite una atencion rentable y oportuna para pacientes parcialmente
edéntulos. Reemplaza tanto tejidos perdidos duros como blandos para proporcionar

soporte estético. También son ampliamente utilizadas como prétesis de transicion o
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provisionales de otros tipos de rehabilitaciones a largo plazo y para restaurar tramos
largos desdentados, siendo por ello, una buena terapia para numerosos escenarios
clinicos. Por lo tanto, las prétesis parciales removibles seguiran siendo un importante
alternativa de tratamiento y opcion viable para una gran proporcién de poblacién

desdentada(12).

Hasta la fecha, los tratamientos de prétesis parciales removibles todavia siguen siendo
demandados por los pacientes parcialmente edéntulos. Ademas, este tipo de
tratamiento tiene efectos positivos respecto la satisfaccion de los pacientes que lo
usan, mejorando su calidad de vida, siendo conocidos estos datos gracias al Perfil de

impacto de la salud oral, un cuestionario de satisfaccidon de los pacientes (OHIP) (13).

Figura 2: Protesis parcial removible metdlica (Imagen cedida por Victor Cerdd)

Figura 3: Protesis parcial removible acrilica (Imagen cedida por Victor Cerda)

14
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PROTESIS COMPLETA

La rehabilitacion mediante prétesis completa sigue siendo una de las opciones de
tratamiento prostoddntico mas popular y tradicional para pacientes edéntulos totales
que tienen enfermedades sistémicas y limitaciones anatémicas o financieras (14). El
éxito de este tratamiento depende de factores prondsticos como la edad del paciente,
factores psicoldgicos y rasgos personales, experiencia previa en este tratamiento, su
actitud y expectativas, la anatomia de su cresta dsea residual, el método de
elaboracion de la prétesis y su calidad y sus cambios a lo largo del tiempo junto con la
estética y las secuelas, que el uso prolongado de este tratamiento, provocan con el

paso del tiempo(15)(Figura 4).

Figura 4: Protesis completa superior e inferior

La resorcion de la cresta residual es un fendmeno que describe la remodelacion de por
vida de la cresta alveolar después de las extracciones dentales. El tamano de la cresta
residual se reduce mas rapidamente en los primeros 6 meses y continta lentamente a
lo largo de la vida. La resorcién residual de la cresta se ha descrito como crdnica,
progresiva, irreversible y catabdlica. Hay varios estudios que han examinado este
fenédmeno en el pasado; describiendo el proceso utilizando medidas estandarizadas en
radiografias panoramicas, radiografias laterales de craneo y modelos de

diagnodstico(16, 17). La cantidad de reabsorcion puede ser diferente en funcién de cada
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individuo, de la localizacién en la mandibula, de los diversos factores anatémicos,

protésicos, metabdlicos, sistémicos y funcionales(18).

Ademas, se ha investigado la asociacién de la resorcidn de cresta residual y afecciones
sistémicas, como osteoporosis, menopausia, y también con la edad y el género. Hubo
una mayor tendencia a crestas mas estrechas en las mujeres de edad avanzada. Las
deficiencias de estrégenos y los suplementos vitaminicos ayudaron a minimizar la

reabsorcién de la cresta(18, 19).

Se han evaluado diferentes factores protésicos y funcionales que pueden influir y/o
aumentar la reabsorcidon de la cresta, como las dentaduras completas inmediatas,
dientes monoplanos o no anatdmicos de las prétesis completas (cero grados) y

duracion del uso prolongado de la este tipo de dentadura postiza(16).

Como consecuencia de la resorcién de la cresta residual, la adaptacion de la base de la
dentadura puede cambiar significativamente. Las dentaduras mal ajustadas pueden
causar los siguientes cambios en la mucosa: Ulceras traumaticas, estomatitis protésica,
infeccidon por candida, queilitis angular e hiperplasia de los tejidos blandos (20). Se
podria compensar el tejido reabsorbido mediante un rebase, siendo definido éste
como el procedimiento utilizado para readaptar de forma precisa la superficie de la
proétesis dental removible que se une al tejido oral con nuevo material base para que la
prétesis acomode mejor. Los materiales usados para realizar este rebase son una
silicona elastomérica o resina acrilica plastificada. Con el tiempo, los plastificantes del
material de revestimiento se vuelven mucho mas duros, mientras que la silicona
elastomérica es mas estable dimensionalmente. Sin embargo, la unién de la silicona a

la base de la dentadura no es fiable a largo plazo(21).

Los limpiadores para dentaduras postizas disponibles en el mercado pueden daiiar la
superficie de los materiales de revestimiento, lo que lleva a la formacion de
biopeliculas y la colonizacién de Candida albicans. Por lo tanto, un uso prolongado de
estos adaptadores de tejidos, en comparacién con rebases de laboratorio, mas

estables, deben ser evitados(22).

Los materiales para el revestimiento de dentaduras postizas a menudo se utilizan para
acomodar tejidos duros y blandos durante los periodos de curacién. El tiempo de
curaciéon es variable en cada paciente. Los marcadores de recambio éseo conocidos
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como osteocalcina sérica y telopéptidos C-terminales, que se evaldan facilmente en
sangre, han sido relacionados con un mayor nimero de rebases blandos entre los
pacientes con dentaduras postizas. Por lo tanto, en el futuro, ciertos marcadores
biolégicos pueden potencialmente informar al clinico del momento adecuado para
realizar el rebase de laboratorio, es decir, un rebase con resina dura, que ya seria

permanente(23).

El ajuste, la retencion y la estabilidad de la prétesis son la clave del éxito de una
protesis completa. Por lo tanto, las revisiones periddicas del estado de la prétesis y de
los tejidos blandos y duros son esenciales. Se recomienda educar adecuadamente a los
pacientes sobre la importancia del cuidado y mantenimiento de la dentaduras(24).
Siendo claves un buen almacenamiento, la limpieza de biopeliculas, la desinfeccién y el
uso de adhesivos para dentaduras. Se recomienda que la biopelicula en las dentaduras
postizas se elimine todos los dias con un limpiador eficaz y no abrasivo; las prétesis no
deben sumergirse en agua hirviendo o solucién de lejia por mas de 10 minutos; y
aunque el uso de adhesivos para dentaduras es util, el periodo de uso no debe exceder
los 6 meses. Ensefiar a los pacientes a reconocer los cambios que ocurren en su propia
boca y hacer visitas al dentista puede prevenir los problemas y prolongar el uso de la

protesis(23).

AVANCES EL PROTESIS REMOVIBLE MEDIANTE TECNOLOGIA CAD-CAM

Los métodos de fabricacién convencional de prétesis removibles parciales y completas
no han cambiado mucho durante los ultimos 70 afios, desde la introduccion del
polimetilmetacrilato en 1936 (25). La resina acrilica ha mostrado mejoras en sus
propiedades fisicas y procesos de polimerizacidn con la introducciéon de Ia
autopolimerizacion, las técnicas por compresion, el procesado mediante microondas y
las técnicas de inyeccion (26). El protocolo convencional para la fabricacién de prétesis
completas implica una compleja secuencia de pasos clinicos y de laboratorio. En
promedio, este proceso requiere varias citas clinicas(27); que consisten en registrar las
relaciones horizontales y verticales de los maxilares y transferirlas con precision al
articulador semiajustable, la aprobacion del paciente de la estética y las inevitables

visitas posteriores para su correcto ajuste. Este numero elevado de citas puede
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desanimar a los odontdlogos a ofrecer rehabilitacidon del edentulismo con dentaduras

completas como parte de sus servicios(28).

Con la llegada en 1980 de la tecnologia CAD-CAM, que consiste en el disefio y
fabricacion de estructuras realizadas mediante ordenador, se han hecho grandes
avances en la odontologia, debido a su exitosa aplicacién en el dmbito maxilofacial, de
la prétesis fija y de la prostodoncia implantoldgica (29). Actualmente el CAD-CAM
también se usa para la fabricacién de proétesis parciales y completas para simplificar los
procedimientos clinicos y de laboratorio, y para establecer protocolos eficientes en
costo y tiempo que proporcionen resultados favorables para los pacientes

edéntulos(12, 30) (Figura 5).

Figura 5: Disefo digital de completas superior e inferior. (A) Vista frontal.( B) Vista

lateral (4).

Estos avances en la fabricacién digital han tenido un impacto significativo en los
procesos convencionales de fabricacion de las prétesis. Los métodos para la
construccion de las dentaduras con tecnologia CAD-CAM simplifican y acortan el
numero de visitas del paciente al odontdlogo (14, 30, 31). Existen diferentes sistemas
para la realizacion de prétesis mediante CAD-CAM disponibles comercialmente. La
mayoria de los métodos usan tecnologia sustractiva para fresar las dentaduras,
mientras que otros usan fabricacion aditiva con impresion tridimensional(32). En
ambas técnicas, se escanean los registros obtenidos en la clinica a través de modelos
maestros o impresiones definitivas, se digitalizan y se disefian y fresan las protesis

monoliticas o las bases de las dentaduras(12, 33).
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El proceso de fabricacién sustractivo utiliza discos de resina prepolimerizados
fabricados bajo alto calor y presién, lo que supuestamente da como resultado menos
liberacion de mondmero, mayor densidad y menos microporosidad y contraccién
volumétrica de polimerizacién. La disminucién en el monémero residual y la porosidad
se han relacionado con una menor colonizacién microbiana en las superficies de las
dentaduras y una mayor biocompatibilidad con el medio oral, en comparacién con su
homdlogo convencional. Este método de fabricacion elimina los errores del
procesamiento convencional de las dentaduras, que son: el alabeo de la dentadura, la

contraccion lineal y volumétrica, la porosidad y el agrietamiento(26).

Las proétesis completas monoliticas realizadas con CAD-CAM producen una mayor
precision, reproducibilidad y el menor movimiento de la dentadura durante la
fabricacion en comparacién con otros métodos de fabricacién de protesis
completas(31). Las protesis fresadas con CAD/CAM tienen mejor retencion y conllevan
un menor tiempo clinico en la silla del odontélogo que las prétesis convencionales
(14,32). Ademas, una de las ventajas mdas importantes de esta tecnologia es la
disminucion de citas clinicas, ya que las impresiones definitivas, los registros
maxilomandibulares y la seleccion de dientes se completan en una Unica cita
reduciendo asi el nimero de visitas(34). Se ha medido la satisfaccidon del paciente a
través de encuestas y se ha determinado que los pacientes estan generalmente
satisfechos con el resultado del tratamiento y con el uso de la tecnologias digitales.
Estos resultados sugieren que, independientemente de la capacitacién y experiencia
del operador, este método para la fabricacion de prdtesis puede ser predecible
siempre que se apliquen bien los fundamentos de la prostodoncia(27). Otra de las
ventajas de esta metodologia es poder guardar el archivo electrénico de los datos del
paciente y de su dentadura para una futura fabricacion(14). Sin embargo, existen
crecientes preocupaciones debido al alto costo de implementacidn en comparacién

con las técnicas de fabricacién tradicionales(34).

Este método, que utiliza la Ultima tecnologia, ha mostrado resultados prometedores a
corto plazo ofreciendo un buen ajuste, retencidn y propiedades mecanicas. Pero, adn
se necesita mads investigacion, con tamanos de muestra sustanciales y periodos de

seguimiento mas largos para validar el rendimiento de esta alternativa de tratamiento.

19




Estudio In Vitro De la Citotoxicidad De Seis Adhesivos De Prdtesis Sobre Fibroblastos Humanos

SOBREDENTADURA RETENIDA POR LOS DIENTES

Por al elevado coste de los tratamientos con implantes dentales, salvar algunos dientes
para fabricar una sobredentadura con soporte dental (Figura 6) es una opcion viable
para el manejo de pacientes desdentados (35) Debido a la pérdida continua e
impredecible de hueso residual después de una extraccidon y durante el uso de protesis
completa algunos autores sugieren no extraer toda la denticion remanente sana, sino
preservar varios dientes para fabricar sobredentaduras sobre ellos, para proporcionar
estabilidad y retencién a las dentaduras(35). Esta modalidad cldsica usa los caninos
inferiores previamente tallados y sellados con restauraciones de amalgama, estando
comprobado que con ello, el proceso de reabsorcion de la cresta se retrasa ocho veces
mas que con el uso de una dentadura postiza completa convencional en la
mandibula(36). Ademas es conocido que, con esta técnica, los receptores
periodontales conservan una retroalimentacion sensorial, lo que da lugar a una
mejora del sistema masticatorio en el paciente edéntulo en comparacién con las
dentaduras postizas completas convencionales. Sin embargo, la fabricacién de este
tipo de protesis dentales generalmente requiere mas tiempo y costo para el

paciente(37).

Figura 6: Preparacion dental de los pilares de una sobredentadura retenida por dientes

naturales(4).
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Se incorporan varios sistemas de fijacion en los caninos para mejorar la retencion de la
sobredentadura, como accesorios de bola, localizadores, cofias telescdpicas, etc. El uso
de estos mecanismos retentivos proporciona un tratamiento satisfactorio a pacientes
edéntulos(38). Las causas comunes del fracaso de este tratamiento han sido la caries,
la enfermedad periodontal, el fallo endoddntico y el trauma en los dientes
remanentes(37). Con una estricta higiene, revisiones periddicas en el dentista, el uso
de fluor, el tratamiento de las bolsas periodontales si fuese necesario, y en resumen un
buen uso de estas sobredentaduras retenidas por los dientes, este tratamiento es aun

eficaz para pacientes edéntulos(39).

SOBREDENTADURA SOBRE IMPLANTES

Los implantes dentales han sido efectivos para minimizar la tasa de resorcion dsea. Las
protesis soportadas por implantes(Figura 7) tienen un efecto de preservaciéon ésea
mientras que una proétesis completa mucosoportada da lugar a una resorcién dsea
continua(40). Los implantes dentales pueden incluso promover el crecimiento éseo. Un
estudio comparativo de la reabsorcion de la cresta residual mandibular posterior en
pacientes que usan dentaduras postizas convencionales y las sobredentaduras sobre
implantes, mostré que hubo una reducciéon media en la altura alveolar de 1,63 mm en
el grupo de protesis convencional en comparacién con 0,69 mm en el grupo de

sobredentadura durante un periodo de 5 afios(41).

Aunque las opciones de tratamiento con implantes dentales para pacientes edéntulos
son muchas, el uso de implantes dentales para este grupo de pacientes a nivel mundial
puede ser diferente. Kronstrom vy Carlsson(42)realizaron una encuesta a
prostodoncistas en 33 paises. Menos del 20% de sus pacientes recibié tratamiento con
implantes de mandibulas edéntulas. Se estimé que los costos relacionados con las
prétesis soportadas por implantes eran de 5 a 12 veces mas caro que las dentaduras
postizas convencionales(43). Independientemente, el costo inicial del tratamiento con

implantes sigue siendo alto para los pacientes desdentados(44).
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Figura 7: Esquema de una sobredentadura sobre implantes(45).

1.4-ADHESIVOS DE PROTESIS: TIPOS Y COMPOSICION

Los adhesivos de prétesis son productos que aportan mayor retencion a las dentaduras
removibles. Su uso se remonta al siglo XVIII, pero no se menciona hasta el XIX en la
literatura. Actualmente, los fabrican las casas farmacéuticas y proporcionan viscosidad

y pegajosidad cuando absorben agua(46).

Los adhesivos para dentaduras postizas se utilizan para mejorar la funcidon de éstas,
mejorar la adaptaciéon a las nuevas dentaduras postizas y proporcionar comodidad
psicolégica a los pacientes. Algunos estudios afirman que la prevalencia del uso de
estos adhesivos varia significativamente del 8% al 32.9% en diferentes paises. Sin
embargo, se ha especulado que su uso puede aumentar en el futuro cercano debido a
gue cada vez son mas admitidos por los dentistas, incluso en la formaciéon de

pregrado(47).

Se ha demostrado que los adhesivos para prétesis mejoran la retencidn, la estabilidad,
la fuerza de mordida y la capacidad masticatoria de la dentadura postiza(48). Ademas,
mejoran la satisfaccion de los pacientes al mejorar el ajuste, la comodidad, la
capacidad de masticacién, la confianza y la calidad de vida relacionada con la salud
oral(49). Sin embargo, algunas estudios informaron de que los pacientes dejaban de
usarlos por un una mejora decreciente en la comodidad, sabor desagradable o porque

ya se habia acostumbrado a la nueva dentadura(50).
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Se ha registrado un aumento constante en el uso de adhesivos en estudios de los
ultimos 30 afos. Una de las razones del aumento en su uso pueden ser los cambios
positivos en las actitudes de los dentistas; el 60,3% de ellos recomendd su uso a
pacientes que usan dentaduras postizas viejas o fabricadas recientemente. Ademas, las
mujeres usaban mds a menudo los adhesivos debido a que éstas estdn menos

satisfechas con las dentaduras convencionales que los hombres (47).

Se podria pensar que el uso de adhesivos esté intimamente relacionado con un
enmascaramiento de problemas subyacentes de fabricacion de las dentaduras, pero se
ha demostrado que los adhesivos son usados incluso cuando las dentaduras postizas
tienen un buen disefio y funcionamiento, ya que estudios previos revelaron que el uso
de los adhesivos conduce a una mejora significativa en la calidad de vida relacionada
con la salud bucal en las dentaduras postizas colocadas recientemente y un mejor
rendimiento incluso en las que se ajustan bien. Otra posible explicaciéon es que los
pacientes que comenzaron a usar adhesivos de protesis, debido a una dentadura de
reducida calidad, puede haber seguido usandolos incluso cuando las dentaduras

postizas se mejoraron o reemplazaron mas tarde (47).

TIPOS DE ADHESIVOS

Los primeros adhesivos para protesis fueron formulados a base de gomas vegetales
como la acacia, el tragacanto o la goma karaya, que absorbian agua y formaban una
capa gelatinosa entre la mucosa y la prétesis. Los resultados de estos primeros
adhesivos no fueron muy satisfactorios porque eran altamente solubles, sobre todo en
liquidos calientes, haciendo que el adhesivo fuera util durante solo un periodo corto de

tiempo(51).

La composicidon de los adhesivos para dentaduras postizas continla cambiando a
medida que los fabricantes intentan mejorar la eficacia de sus productos. Los
adhesivos se pueden dividir en 2 tipos: adhesivos tipo pegamento y tipo revestimiento.
El tipo pegamento puede estar en forma de polvo, crema, pastas, tiras o almohadillas y
utilizan un polimero soluble en agua como componente adhesivo, que se aplica para
mejorar la retencién y la estabilidad de las dentaduras mediante fuerzas de adhesidn.
El segundo tipo de adhesivos, los de revestimiento, son pastas no acuosas que se
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aplican para mejorar la retencién y estabilidad de las dentaduras postizas por
adsorcion. Se usan para rellenar el espacio que se encuentra entre la dentadura mal
ajustada y la mucosa oral dando lugar a una mayor adhesién. Sin embargo, aunque
este tipo puede mejorar temporalmente la estabilidad y la retencidon de dentaduras
postizas mal ajustadas, tienen efectos adversos, como la pérdida désea inusual de la
cresta residual, debido a una distribucidon desigual de las fuerzas de la masticacién
sobre la mucosa y a la maloclusidon causada por el deterioro del revestimiento.
Ademas, se producen grandes cambios en sus propiedades viscoeldsticas con el

tiempo. Por lo que, este tipo esta en desuso y no estd actualmente recomendado (52).

A su vez los adhesivos de prétesis tipo pegamento se suelen dividir en 2 grupos,
solubles e insolubles. Los insolubles incluyen almohadillas y tiras sintéticas (Figura 8);
el grupo soluble incluye cremas, pastas y polvos (Figura 9). Sin embargo, el Unico
ingrediente constante en la composicidon de adhesivos para dentaduras en cremay en
polvo es la inclusién de uno o mas componentes que se hinchan y se vuelven viscosos y
pegajosos a medida que absorben agua, o dicho mas apropiadamente, se hidratan. Los
dos ingredientes constantes en el grupo insoluble son una base de tela y un

componente que se vuelve pegajoso cuando esta hidratado(51).

Figura 8: Imagen de cdémo se recorta una tira sintética para adaptarla a una prétesis

completa inferior(51).
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Figura 9: Colocacién de adhesivo tipo crema en una protesis completa superior(51).

Los adhesivos tipo pegamento han ido evolucionando mucho en los ultimos 20 afios.
Se ha demostrado que la aplicacién de estos productos acorta el tiempo de
masticacién y aumenta la fuerza oclusal. Ademas, puede conducir a mejoras en los

habitos dietéticos en usuarios de protesis completa(53).

Los adhesivos tipo polvo y crema son los mas recomendados porque ocupan una fina
pelicula sobre la dentadura que hace que no se varia la dimensién vertical oclusal.
Aunque es mas facil eliminar los adhesivos tipo polvo de la mucosa oral en
comparacion con los adhesivos tipo crema después del uso, es dificil obtener una
viscosidad consistente con ellos porque depende de la cantidad de agua que le
agregue el paciente. Aunque existen varios estudios sobre las propiedades de los
adhesivos que estdn en el mercado, no hay suficiente informacion disponible sobre la

relacién entre sus propiedades mecdnicas y su composicién(52).
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COMPOSICION DE LOS ADHESIVOS

Para que su uso sea efectivo, los adhesivos requieren de ciertas caracteristicas, tales
como alta resistencia de adhesién a la protesis, viscosidad adecuada, alta

biocompatibilidad, nivel de pH adecuado, alta estabilidad y facil higiene (52).

-Adhesivos solubles

Los adhesivos a base de goma usados en los afios 60 fueron posteriormente
sustituidos por agentes sintéticos, que dependen principalmente de las propiedades
guimicas de uno o mas ingredientes activos que se hinchan y se vuelven viscosos y
pegajosos en presencia de agua o saliva. El aumento de volumen resultante de esta
accién quimica llena los vacios entre la base de la dentadura y los tejidos de soporte.
Se ha visto que los adhesivos para dentaduras postizas en presencia de agua se

hinchan en un 50% a un 150%(51).

Los ingredientes activos de los adhesivos actuales son una mezcla de sales poliméricas
con diferentes grados de solubilidad en agua. Estos polimeros solubles son la
Carboximetilcelulosa de sodio (CMC-Na) y el polimetilviniléter-anhidrido maleico
(PVM-MA). Estos productos son los componentes principales de los adhesivos, su
funcién es absorber la saliva, dando como resultado una capa viscosa entre la
superficie de la dentadura y la mucosa, mejorando la fuerza de adhesién de las
dentaduras. Estos dos compuestos tienen diferentes niveles de solubilidad que afectan
a su proceso de activacién inicial. El compuesto CMC-Na proporciona una fuerte
retencidn inicial y una alta viscosidad, pero debido a su alto nivel de solubilidad se
disuelve rdpidamente y pierde su efectividad en un periodo relativamente corto,
perdiendo asi adhesidn. Las sales de PVYM-MA que tienen un nivel de solubilidad mas
bajo, toman mas tiempo para activarse, pero duran mas. Aunque se necesitarian mas

estudios adicionales para corroborar la relacién entre composicion y durabilidad(52).

En la década de 1970, la efectividad de los adhesivos para dentaduras postizas mejoré
agregando sales de calcio a la mezcla, y en la década de 1980 la efectividad de los
adhesivos para dentaduras postizas mejoraron nuevamente al agregar zinc a su

formulacion(54).
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Ademas de los ingredientes activos de CMC-Na y PVM-MA, los adhesivos solubles
contienen varios componentes no activos que agregan atributos particulares a las
formulaciones como vaselina, parafina liquida, aceite mineral y 6xido de polietileno u
oxido de magnesio, siendo estos materiales de uniéon o relleno para facilitar la
colocacién; aceites de menta, gaulteria o mentol para aromatizar; colorante para el
color; y borato de sodio, tetraborato de sodio, hexaclorofeno o hidroxibenzoato de
propilo como conservantes y agentes antimicrobianos. Los ingredientes activos y no
activos, esencialmente, son los mismos para cremas y polvos, pero difieren en el
volumen de estos. Sin embargo, la principal diferencia entre cremas y polvos recae en
el agente transportador y en los ingredientes antiaglomerantes. El petrolato y el aceite
mineral se usan en cremas pero no estan presentes en los polvos y el acetato de calcio
y didxido de silicona se usan para minimizar la aglomeraciéon de los adhesivos en

polvo(51,55) (Tabla 1).

-Adhesivos insolubles

Las almohadillas y las tiras sintéticas forman el grupo insoluble. A pesar de que la
composicion de las almohadillas y las tiras difiere de un fabricante a otro, todas ellas
esencialmente incluyen una tela laminada impregnada en un componente que se
activa con el agua, que se vuelve pegajoso al absorber saliva. Las bandas de laminado
pueden ser desde un tejido de fibras, fibras sintéticas no tejidas, tela ligera de
polipropileno o papel de celulosa. Otros ingredientes de estos adhesivos son, entre
otros, alginato de sodio o polimero de 6xido de etileno, que se vuelven pegajosos
cuando son activados por la saliva. Quizds la principal diferencia entre las tiras
sintéticas y las almohadillas es el grosor de la tela de soporte: las tiras sintéticas son

mucho mas delgadas(51)

COMPOSICION BASICA DE LOS ADHESIVOS PARA PROTESIS EN CREMA ‘

Grupo 1: materiales responsables de la adhesion: gomas, pectina, metilcelulosa,
hidroximetilcelulosa, carboximetilcelulosa, celulosa sédica y polimeros
sintéticos (acrilicos, polivinil acético, 6xido polietileno, etc.)

Grupo 2: agentes antimicrobianos: tetraborato sddico, etanol, etc.

Grupo 3: aditivos, conservantes y colorantes.

Tabla 1: Composicion basica de los adhesivos para protesis en crema(46).
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1.5- SATISFACCION DEL PACIENTE CON EL USO DE ADHESIVOS DE PROTESIS

Un conocimiento basico de los adhesivos para dentaduras postizas ayudard a
proporcionar al paciente las expectativas del producto seleccionado. Las propiedades
ideales de los adhesivos de prétesis removibles son: biocompatibilidad con la mucosa,
no ser citotéxico, buenas propiedades organolépticas (sabor, color, olor, etc.), no
afectar al sentido del gusto, ser sensible a la hidratacién, de Inicio rdpido y con una
duracion suficiente de la accién, tener resistencia al lavado, facilidad de limpieza, ser
capaz de inhibir del crecimiento de microorganismos, preservacién de la integridad de
la protesis, bajo coste y, por ultimo, pero muy importante para el paciente,

proporcionar retencion y estabilidad (46).

La retencion de la prétesis se define como la resistencia al movimiento en direccién
vertical. Y la estabilidad de la dentadura postiza se define como la resistencia al
movimiento en direccién lateral. Un estudio previo demostré que una mayor
viscosidad de la saliva condujo a una mayor resistencia de adhesién a la resina acrilica
y, por lo tanto, a una dentadura con una mas alta retencién y estabilidad. Por lo tanto,
la fuerza de adhesidn a la resina acrilica es un indicador de retencion de la dentadura y
de estabilidad. La fuerza de adhesion es uno de los mas requisitos importantes de los
adhesivos, ya que afecta directamente a la satisfaccién del paciente. Ademas, la
viscosidad inicial de los adhesivos puede afectar la manipulacién por parte de los

usuarios y al grado de deslizamiento del material entre la mucosa y la proétesis (52).

El odontdlogo o el farmacéutico puede dar consejos al paciente sobre el uso de los
adhesivos de prétesis, pero la decision final recae en el paciente. A menudo los
pacientes probaran diferentes productos antes de decidirse por uno. En profesional
debe informar al paciente de: las diferencias entre polvos, cremas y almohadillas; debe
aconsejar sobre las razones por las que usar o no adhesivos; debe avisar al paciente de
gue use la cantidad minima necesaria para lograr el resultado deseado y que distribuya
el adhesivo uniformemente sobre las superficies de soporte del tejido; debe poner en
conocimiento del paciente que el producto se puede volver a aplicar cuando sea
necesario; debe ensefiarle que siempre aplique el adhesivo sobre la prétesis y la
mucosa limpias; avisar de las posibles complicaciones y de la necesidad de una

evaluacion profesional periddica(51).
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Los resultados de una encuesta realizada en Espafia son que, la crema es la forma de
adhesivo mas usada por los pacientes, la que menos desventajas tiene y con la que los
pacientes quedan mas satisfechos, ademas de ser, en relacién cantidad/precio, la

forma de presentacion mas econdémica (46).

El uso de un adhesivo para dentaduras postizas no es una modalidad de tratamiento,
per se, sino mas bien un complemento al tratamiento de prétesis que da lugar a
mejoras en la retencién de las dentaduras y a la satisfaccidon de los pacientes que los

usan(48).

Algunos autores evallan la comodidad, confianza, movimiento de la prétesis y la
satisfacciéon general del paciente al usar adhesivos en sus protesis. Para ello los
pacientes con dentadura completa comian una manzana y al evaluar estos 4
parametros, mediante una escala visual de 0 a 6, se observaban mejores resultados,
con diferencias estadisticamente significativas, en los pacientes que usaban adhesivos

de prétesis respecto a los que no los usaban (56).

Otros autores evaltan la opinién del paciente mediante cuestionarios de satisfaccion
con el que se valora en 6 preguntas la satisfaccién del paciente en cuanto a la
retencidn de las proétesis al usar dos adhesivos en crema diferentes, si estos mejoran el
funcionamiento de las prdtesis a la hora de masticar, cuanto tiempo les dura el efecto
al adhesivo y si le gusta su sabor. Los resultados fueron que la mayoria de los pacientes
estaban muy satisfechos con la retencidén de dentaduras postizas, sobre todo de las
protesis superiores; la capacidad de masticacién de los pacientes mejord con el uso de
los adhesivos; los pacientes afirmaban que los adhesivos perdian eficacia a partir de las
6-12 horas pero eran bastante efectivos en las primeras 5 horas y el sabor de los

adhesivos era bueno para la mayor parte de los pacientes(57).

Otro estudio compard la satisfaccion de los pacientes con respecto a la retencién, la
estabilidad y la acumulacién de particulas de comida con un método cruzado aleatorio,
doble ciego en usuarios con prétesis completas con y sin adhesivo. En este estudio
diecisiete individuos edéntulos fueron aleatorizados y recibieron nuevas dentaduras
postizas completas superiores e inferiores. Después de un periodo de adaptacién,

participaron en algunas pruebas masticatorias y revisiones clinicas y su satisfaccién se
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midié usando una escala VAS (0-10). Los autores concluyeron que los adhesivos de
dentaduras postizas mejoraron significativamente la satisfaccion de los pacientes
debido a una mejor retencién, estabilidad y menor acumulacion de particulas

alimenticias entre la dentadura y la mucosa, que cuando estos no se usan(58).

1.6. INDICACIONES Y CONTRAINDICACIONES DE LOS ADHESIVOS DE PROTESIS
INDICACIONES DE LOS ADHESIVOS DE PROTESIS

-Durante las pruebas para realizar una prétesis: aunque se debe usar una cantidad

minima de adhesivo, ya que si se usa demasiado, los registros de relacién mandibular

pueden ser erroneos(51, 59).

-Dentaduras inmediatas: al menos en los 6 primeros meses, que es el tiempo que

pueden tardar los tejidos blandos y duros en recuperarse en los lugares
postextraccidon. Durante esta fase de recuperacién, la protesis inmediata puede estar
mal ajustada y requieren uno o mas rebases blandos temporales. El recontorneado de
los lugares postextraccién es un proceso continuo y el uso de adhesivos de protesis
puede ser util para aumentar la retencion y la estabilidad durante esta etapa. Sin
embargo, el uso de un adhesivo para dentaduras postizas esta contraindicado
inmediatamente después de la extraccién de los dientes y la insercién de la prétesis,
porque el adhesivo puede introducirse en los alveolos postextraccion e interferir con la

formacién de coagulos(51, 59).

-Reconstruccidon o cirugia preprotésica: Los pacientes sometidos a procedimientos

quirurgicos intraorales pueden requerir el uso de un adhesivo para prétesis durante un
periodo corto para asegurar retencién a una protesis antigua o provisional. El uso
indefinido de un adhesivo para dentaduras postizas puede ser necesario en algunos
pacientes que se han sometido a cirugia maxilofacial oral extensa cuando no exista

otra alternativa(51).

-Apoyo psicoldgico: pacientes como atletas, actores, musicos, abogados y aquellos que

trabajan de cara al publico, en ocasiones, pueden necesitar el apoyo psicoldgico de un

adhesivo para evitar una situacién potencialmente embarazosa, incluso aunque sus
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dentaduras se ajusten bien. Se debe evitar este uso de los adhesivos ya que puede dar

lugar a que se convierta en una rutina diaria(59).

-Estructuras anatémicas comprometidas: en pacientes con resorcidon excesiva de la

cresta, anormalidades del desarrollo, intervenciones quirurgicas, traumas y accidentes
cerebrovasculares. En algunos de estos pacientes el uso de adhesivos puede ser un
valioso complemento, a veces de una corta duracién , mientras que en otros casos

puede ser por un periodo indefinido(51).

-Pacientes de edad avanzada: En pacientes muy mayores que ya llevan una proétesis

completa durante muchos afios y que probablemente esté desajustada, el tratamiento
de eleccién deberia ser hacer una prétesis nueva. Ya que a muchos de estos pacientes
les costara adaptarse, tanto fisica como mentalmente, a una prétesis nueva, a veces,
puede ser aconsejable recomendar el uso de adhesivos de protesis para ayudar al
paciente a adaptarse a la nueva oclusién, contornos y ajuste general de la prétesis. Y
aunque el odontdlogo proponga su uso mientras dure la fase de adaptacién, el
paciente lo puede convertir en una rutina, sobre todo en pacientes con problemas de
memoria. Ademas, los pacientes ancianos con dentaduras muy viejas y mal ajustadas,
gue usen un adhesivo y que rehulsan a que se les reajusten las dentaduras postizas o se
les hagan otras nuevas, es un dilema para el odontdlogo, porque el uso de un adhesivo
puede, muy probablemente, estar enmascarando problemas asociados a protesis mal
ajustadas. La solucion para este problema es a menudo compleja, ya que sin el

consentimiento del paciente, no hay mucho que se pueda hacer(51, 59).

-Pacientes con impedimentos fisicos / mentales: los pacientes con trastornos como el

sindrome de Down o trastornos neuromusculares que afectan el movimiento muscular
pueden beneficiarse del uso de un adhesivo para prétesis completas. Ya que el proceso
de aprendizaje estd mas comprometido, la aceptacién y funciéon de una proétesis en

este tipo de pacientes puede ser mejorada con el uso de un adhesivo(51).

-Xerostomia: Las causas de la xerostomia son muchas y generalmente estan
relacionadas con: efectos secundarios de medicamentos, radioterapia, cambios
hormonales y trastornos sistémicos como el sindrome de Sjogren. Como el flujo y la

cantidad de saliva disminuyen y ésta es necesaria para una adecuada retencién de la
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dentadura postiza, los adhesivos pueden ser de valor limitado segun el grado de

xerostomia(60).

-Nuevas dentaduras: la aplicaciéon de una cantidad minima de adhesivo se puede usar

al colocar nuevas dentaduras para ayudar a superar la ansiedad inicial. Aunque para
algunos autores, no es aconsejable para no convertirlo en rutina si la prétesis estd bien

ajustada(61).

-Implantes osteointegrados: en pacientes que han tenido proétesis completas superior

e inferior y que posteriormente han reemplazado la prétesis completa mandibular por
una sobredentadura sobre implantes, pueden notar que la dentadura superior no es
tan estable y retentiva como la inferior. Las opciones de tratamiento pueden incluir:
aprender a vivir con este dilema inducido por el tratamiento; recurrir al uso de un
adhesivo, a pesar de que la dentadura maxilar ajuste bien o reemplazar la dentadura

completa maxilar con otra sobredentadura sobre implantes(61).

-Prétesis parciales removibles: aunque los adhesivos generalmente se asocian con el

uso de dentaduras completas, también son utiles en protesis parciales. Dependiendo
del disefio de la proétesis y posicidn de los dientes pilares, puede ser aconsejable un
adhesivo para dentadura postiza, por ejemplo en el caso en que sdlo existan dientes
pilares en un lado de la arcada superior, siendo el paciente edéntulo en la otra media

arcada(51, 61).

CONTRAINDICACIONES/ RIESGOS DE LOS ADHESIVOS

-Prétesis mal ajustadas: por la preocupacién de enmascarar una patologia subyacente,

ya que pueden pasar desapercibidos cambios en la adaptacién de los tejidos
edéntulos. Por ello, se recomiendan visitas regulares al dentista para su seguimiento
(59). Una de las consecuencias del enmascaramiento por el adhesivo de una dentadura
desajustada pueden ser las neoplasias. Aunque la aparicion de tumores debajo de una
dentadura postiza es relativamente poco comun, los pacientes y los odontdlogos
deben estar atentos a ello, porque las consecuencias adversas pueden ser graves. Los
cambios en los tejidos de debajo de la dentadura se producen lentamente y con
frecuencia son asintomaticos, la reaccion inicial del paciente es comenzar a usar un
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adhesivo y luego, generalmente sin saberlo, aumenta la cantidad de adhesivo utilizado
para compensar con él una dentadura postiza mal ajustada. Como el crecimiento de
estos tumores es relativamente lento, el uso de un adhesivo para dentaduras postizas
puede enmascarar su presencia, y un paciente puede no notar un tumor hasta que

haya alcanzado un tamanio significativo(51).

-Acumulo de placa bacteriana: sobre todo en pacientes poco habiles o con mala

higiene oral. Esta placa puede dar lugar a inflamacidn y estomatitis en los tejidos

adyacentes a las protesis(51).

-Alteraciones gdstricas: por la ingesta de los adhesivos, sobre todo con los polvos. Se

han realizado estudios sobre los efectos secundarios que puede causar, pero estas son

reacciones raras, como nduseas, dolor epigdstrico y vémitos(62).

-Irritacién, enrojecimiento o reacciones alérgicas de las mucosas: debido a la

sensibilidad del paciente a alguno de los componentes del adhesivo(51).

-Candidiasis: para ello seria necesaria la adherencia de la Candida albicans a la
superficie de la prétesis y, a partir de ahi, su colonizacién. Algunos autores afirman que
los adhesivos podrian servir como reservorio para el crecimiento de este hongo. Pero
se ha demostrado que los adhesivos liberan componentes como el borato de sodio,
tetraborato sddico, el hexoclorafenol o el propilhidroxibenzoato que inhiben el

crecimiento de los hongos(63).

-Prétesis deterioradas: donde se incluyen prétesis fracturadas y proétesis parciales

removibles donde se han extraido dientes pilares que la soportaban o estos estén

cariados sin posibilidad ya restaurarse (51).

-Pacientes con dientes naturales: Estd en controversia, porque aunque algunos

adhesivos producen un pH por debajo del pH critico de la hidroxiapatita y podria ser
qgue no fueran adecuados para pacientes con dientes naturales, no esta demostrado
gue los adhesivos afecten al crecimiento de los Streptococcus mutans(64).

33




Estudio In Vitro De la Citotoxicidad De Seis Adhesivos De Prdtesis Sobre Fibroblastos Humanos

-Toxicidad: Unos pocos estudios in vitro afirman que los adhesivos inducen perfiles
citotéxicos dependientes de la dosis y el tiempo sobre los fibroblastos, que afectan a

su supervivencia y morfologia y dan lugar a inflamacion de las mucosas (65).

1.7-FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS (FGH)

Los fibroblastos gingivales humanos (FGH) representan la poblacién celular mas
abundante de los tejidos gingivales y juegan un papel critico en la patogenia del
sobrecrecimiento gingival inducido por farmacos. Ademas son uno de los tipos de
células mas abundantes en el tejido conectivo periodontal. Funcionan como células de
soporte para los tejidos gingivales y producen mediadores inflamatorios en respuesta a
estimulos proinflamatorios y patégenos (66). Estas células producen fibras de colageno
durante el proceso de curacién. La capacidad de este tipo celular de crecer rdpido en
los tejidos y poder vivir en solitario es la razén por la cual los fibroblastos son

facilmente cultivados(67).

Los FGH también se encuentran entre las células mas abundantes de la mucosa oral.
Cuentan con una mayor capacidad para la curacion de heridas sin dejar cicatrices, en
comparacion con los fibroblastos de la piel, principalmente debido a una liberacién
diferencial de factores de crecimiento, como TGF-Beta, factor de crecimiento del tejido
conectivo (CTGF) y al factor de crecimiento de fibroblastos bdsico (bFGF). Ademas de
producir matriz extracelular en los tejidos conectivos orales,los fibroblastos gingivales
humanos expresan en la superficie celular proteinas CD14, TLR4 y MD-2, y producen
citocinas proinflamatorias como la interleucina 6 (IL-6), llevando a cabo un importante
papel inmunomodulador en respuesta al estrés y a las enfermedades como Ia
periodontitis. De este modo, estas células pueden ser interesantes modelos para la
evaluacidn de materiales dentales in vitro y también permiten investigar sobre la
liberacion de factores de crecimiento y citoquinas que afecten a la biocompatibilidad

de los materiales con los tejidos orales(65).
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1.8-PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD DE LOS MATERIALES DENTALES

La biocompatibilidad se describe tradicionalmente como la capacidad que tiene un
material o sustancia para dar lugar a una respuesta apropiada del huésped al aplicarse
sobre él. El término "apropiado" significa que un material biocompatible no es
necesariamente inerte, pero debe dar lugar a un riesgo bajo comparado con un
material que esté ya clinicamente aceptado. El término "respuesta del huésped"
comprende una gran variedad de reacciones biolégicas que incluyen, entre otras, las
toxicidades sistémicas agudas, subcrdnicas y cronicas, la sensibilizacién/alergenicidad,
la irritacién/toxicidad local y la mutagenicidad/carcinogenicidad. Ademads, la
bioactividad, es decir, la estimulacién de una respuesta tisular deseada mediante
enfoques biomiméticos, estd frecuentemente conectada al término biocompatibilidad.
En otras palabras, la biocompatibilidad corresponderia a la suma de que el producto

no sea dafiino, y ademas sea eficiente(68).

La citotoxicidad se define como la capacidad de los materiales para dar lugar a dafio
celular y depende de las propiedades fisicas y quimicas de estos. Como resultado, los
materiales inciden sobre el sistema enzimatico, inhibiéndolo reversible o
irreversiblemente. Esta accidén se puede localizar de forma selectiva sobre sitios de la
célula especificos, como la membrana y su estructura lipoproteica, lo que altera la
permeabilidad de ésta. También los toxicos pueden actuar a nivel endocelular,
influyendo en en la sistesis de acidos grasos o en el ciclo de Krebs. Otro de los lugares
de actuacién de estas sustancias pueden ser los organulos celulares como las
mitocondrias (varia los mecanismos de oxidacidn), los ribosomas (afectando a la
sintesis de proteinas), el reticulo endoplasmatico (cambiando la induccion enzimatica y

la biodegradacién) o lesion del ndcleo celular (afectando a la replicacién del ADN)(69).

La forma de testar los materiales dentales suele llevarse a cabo en varios niveles,
siendo el primero de ellos las pruebas de citotoxicidad general, donde se miden el
efecto citotdxico, carcinogénico, mutagénico y sensibilizante; correspondiendo el
segundo nivel a pruebas de citotoxicidad local donde se expone el material al tejido,

tanto durante un corto periodo de tiempo (unos 15 minutos), como a una duracion
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mayor (un afio en tejidos subcutdneos); y denominandose el tercer nivel “estudios de

uso o ensayos clinicos”(70).

La relevancia clinica de los datos de las pruebas de citotoxicidad realizadas, depende
del objetivo del estudio y de los métodos usados. Con una prueba de deteccién simple,
no se consigue una relevancia clinica significativa; mas bien, se logra Unicamente una
informacién bioldgica basica comparada con otros materiales. La relevancia clinica de
pruebas mas especificas depende del grado de simulacion (p. ej., del contacto entre el
material y las células o de la eleccién de las células apropiadas para el experimento).
Siempre teniendo en cuenta que las pruebas in vitro simulan situaciones in vivo y son
solo modelos y la interpretacién de sus resultados debe tener esto en cuenta.
Finalmente, cuando se usan pruebas de citotoxicidad para dilucidar el mecanismo de
una reaccion bioldgica, la relevancia clinica es de interés reducido: aqui, las pruebas
deben ser disefiadas de acuerdo con una pregunta especifica (por ejemplo, la
generacién de especies reactivas del oxigeno). Esto significa que la relevancia clinica
debe discutirse por separado para cada uno de los niveles de los experimentos
utilizados. Generalmente, los datos de las pruebas de citotoxicidad no son

extrapolables directamente a la situacion del paciente real(68).

Cuando se realiza una prueba para valorar la citotoxicidad, se tienen en cuenta las
reacciones de las células en cuanto a su cantidad o en cuanto a su morfologia,
basandose en indicadores como la proliferaciéon, viabilidad y funcionalidad celular,
como pueden ser los test de apoptosis, adhesion, migracién o secrecién de sustancias
celulares. Con estas pruebas podemos determinar cuanto se han dafado los tejidos en
contacto con los materiales, al conocer la cantidad de células que siguen siendo viables

y sus rangos metabdlicos y de proliferacion(71).

El test colorimétrico MTT es un experimento in vitro para conocer la proliferacién de
las células que se exponen a un material. Esta prueba revela a través de las
alteraciones en la actividad de la deshidrogenesa mitocondrial, la viabilidad de las
células. Es un método rapido y econdmico usado para cultivos celulares monocapa. Se

basa en la conversiéon del metiltiazol tetrazolio, soluble, en formazan purpura
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insoluble. Este formazadn es solubilizado posteriormente y su concentracién puede

determinarse mediante espectrometria(72).

Los adhesivos de protesis, al colocarlos en éstas, estan en contacto directo con la
mucosa durante muchas horas diarias, por lo que sus componentes pueden dar lugar a
una respuesta local en las células orales, pudiendo ser su composicidon potencialmente
todxica para éstas. Por este motivo, consideramos importante investigarlos antes de ser

empleados diariamente por los pacientes con prétesis removible.
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2-JUSTIFICACION
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2-JUSTIFICACION

Debido a la creciente poblacién en todo el mundo, la necesidad de manejar pacientes
desdentados continuard siendo global. La profesién dental se sigue enfrentando al
desafio de cdmo tratar mejor a estos pacientes en el futuro. El estandar minimo para
el tratamiento de esta poblacidn es restaurar su salud, funcién, comodidad y estética.
Para ello, las protesis completas y las prétesis parciales removibles siguen siendo un
tratamiento muy comun, usando en muchos casos adhesivos de proétesis para
aumentar la retencién y estabilidad de este tipo de rehabilitaciones protésicas. Sin
embargo, los efectos de estos productos sobre las células orales no estan
extensamente testados, aunque estén en contacto con las mucosas durante bastantes

horas diarias.

Existen varios tipos de adhesivos para protesis dentales. En el caso de nuestro estudio,
han sido estudiados aquellos en el formato crema, porque es el mas usado en la
poblacion y ademds, tiene mas fuerza de retencién y estd mas tiempo en contacto con

la mucosa oral.

En resumen, con este estudio se pretende analizar la biocompatibilidad de los
adhesivos para protesis, utilizando células humanas préoximas a la zona de actuacién de
estos materiales. Los estudios de biocompatibilidad, son necesarios para conseguir

despejar cualquier duda que pueda cuestionar la utilizaciéon de estos productos.

39







Estudio In Vitro De la Citotoxicidad De Seis Adhesivos De Prdtesis Sobre Fibroblastos Humanos

3- OBJETIVOS
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3-OBJETIVOS
Objetivo principal:

Analizar y evaluar la biocompatibilidad de seis tipos diferentes de adhesivos formato
crema para protesis, utilizando como células de estudio los fibroblastos gingivales

humanos.

Objetivos secundarios:

1. Valorar el pH del entorno celular en presencia de los adhesivos de protesis

2. Evaluar la viabilidad celular frente a los distintos tipos de adhesivos en formato
crema.

3. Analizar la morfologia celular, mediante imdagenes de fluorescencia, en
presencia de los distintos tipos de adhesivos.

4. Valorar la apoptosis celular en presencia de los seis adhesivos de estudio.

5. Valorar el numero de especies reactivas de oxigeno producidas por los

materiales de estudio.
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4-MATERIAL Y METODOS
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1-

MATERIALES

Los materiales utilizados para este estudio fueron seis tipos de adhesivos comerciales
para dentaduras postizas, cuya composicién se muestra en la Tabla 2. Los eluatos de
estos materiales son preparados siguiendo las recomendaciones de ISO 10993-5(73).

) NUMERO DE
MATERIAL FABRICANTE COMPOSICION
LOTE
GlaxoSmithKline, Calcio/sodio, PVM/MA
Consumer Healthcare | copolimero, vaselina, goma
Corega® Sin SA. Stafford Miller de celulosa, parafina
Sabor (Ireland) Limited, liquida. AJAM
(CSS) Clochreane, Youghal
Road, Dungarvan, Co
Waterford, Ireland.
Procter & Gamble Calcio/Zinc PYM/MA
Portugal S.A., Qta da copolimero, parafina
Kukident® Pro .
fonte, Ed. Alvares liquida, goma de celulosa,
Proteccién
Cabral, 2774-527, vaselina, silice, Cl 15986, 61373
Dual
Paco de Arcos, lactato de mentilo, aroma
(KPPD)
Portugal. Cl45410, sodio, sacarina,
limoneno, cinamal, eugenol.
Laboratorios Urgo Parafina liquida,
Novafix® Sin
S.L.U. Florida 29, calcio/sodio,
sabor ES0004357/171
20120 Hermani, pvm/macropolimero, goma
(NSS)
Guizpuzcoa, Espaia. de celulosa, vaselina, silice.
Fiftydent Sodio, carboximetilcelulosa,
International GMBH, acetato de polivinilo,
A-7423 alcohol, desnaturalizante,
Fifty®Dent
PinkafeldAustria triacetina, parafina liquida, 1082019
(FD)

silice, gel de aloe vera,
extracto de

Commiphoramyrrha.
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GlaxoSmithKline,

Consumer Healthcare

Calcio/Sodio, PVM/MA,

copolimero, vaselina, goma

Corega® SA. Stafford Miller de celulosa, parafina
Accion Total (Ireland) Limited, liquida, acetato de S36A
(CAT) Clochreane, Youghal tocoferilo, metilparabeno,
Road, Dungarvan, Co etilparabeno.
Waterford, Ireland.
Procter & Gamble Calcio/Zinc, PVM/MA,
Portugal S.A., Qta da copolimero, parafina
Kukident fonte, Ed. Alvares liquida, vaselina, goma de
Proteccidn Cabral, 2774-527, celulosa, silice, Cl
71636
Dual Paco de Arcos, 15985, lactato de metilo,
(KPD) Portugal. aroma, Cl 45410, sodio,

sacarina, Limoneno,

cinamal, eugenol.

Tabla 2. Material testado.

Se prepararon eluatos de estos materiales, siguiendo las recomendaciones ISO 10993-
5(73). Para ello, se sumergieron 0,2 g de cada adhesivo para dentaduras postizas en
1ml de Medio Minimo esencial alfa (a-MEM; GibcoCarlsbad, CA, Estados Unidos) y se
incubaron durante 24 horas a 37° C. Debido a la alta viscosidad de los materiales, se
realizaron tres pasos de centrifugacion (10 minutos a 4000 rpm) hasta que se obtuvo
un extracto claro y no sélido. Posteriormente, los extractos se recogieron y diluyeron

en medio de cultivo sin suero (1:1, 1:2y 1:4).

4.2- AISLAMIENTO Y CULTIVO CELULAR
Los fibroblastos gingivales humanos se obtuvieron de los tejidos gingivales adyacentes
a cordales impactados en el momento de su extraccion (n = 10) a individuos
debidamente informados sobre el proyecto de investigacion que firmaron un
consentimiento informado (Anexo 1), de acuerdo con el comité de ética de la
Universidad de Murcia (Anexo Il). Los tejidos gingivales extirpados se digirieron

inmediatamente durante 2 horas a 37°C con 3 mg/ml de colagenasa | (Sigma Aldrich,
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San Luis, EE.UU.) y 4 mg/ml de dispasa Il (Invitrogen, Carlsbad, EE.UU.).
Posteriormente, las células se cultivaron en medio de crecimiento basal [medio de
Eagle modificado por Dulbecco (Invitrogen), suplementado con 10% de suero fetal

bovino y 1% de penicilina/ estreptomicinal.

Las muestras se conservaron entre 4-82C durante un maximo de 12 horas antes de ser

procesadas.

Extraccion del tejido gingival
Para la obtencién de la muestra se trabajé en condiciones de esterilidad, usando para
ello una cabina de seguridad biolégica vertical tipo Il con filtro HEPA (Telstar, Bristol,

EE.UU.) (Figura 10).

El tejido gingival se obtuvo mediante la realizacién de una cuiia distal en la mucosa de
los terceros molares inferiores, obteniéndose asi un fragmento de tejido, el cual fue
lavado con solucidn fisioldgica estéril para eliminar restos de sangre y posteriormente

se procedid a retirar mecdnicamente el epitelio.

El tejido fue disgregado sobre una capsula de Petri que contenia tampdn fosfato salino
(PBS, 0,1M, PH 7,4) y con ayuda de un bisturi se corté en pequefias porciones. La
muestra fue posteriormente resuspendida en medio de Eagle modificado por Dulbecco
(D-MEM) completo, suplementado con 10% de suero fetal bovino y un 1% de mezcla
de antibidticos (penicilina/estreptomicina). El tejido gingival (junto con el tampdn
fosfato, PBS) se traspasé a un tubo (Falcon), el cual se centrifugd durante 10 minutos a
1000 rpm, desechandose el sobrenadante y obteniendo un precipitado que

posteriormente se someteria a una disgregacién enzimatica.
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Figura 10: Cabina de seguridad bioldgica vertical tipo Il con filtro HEPA (Telstar)

Disgregacion enzimatica
Los pasos seguidos fueron los siguientes:

1- Tras la obtencién del precipitado celular, éste fue sometido a una solucién de
proteasas: colagenasa | (3 mg/l (Sigma Aldrich) y 4 mg/ml de dispasa Il
(Invitrogen) durante 1 hora a una temperatura de 37 2C

2- Las proteasas se inactivaron afiadiendo un volumen igual o mayor de medio de
cultivo celular MEM muy frio.

3- Se centrifugd durante 10 minutos a 1100 rpm (Figura 11).

4- Tras desechar el sobrenadante, se afiadié medio de cultivo celular MEM con

antibidtico (anfotericina b a una concentracién de 250 unidades/ml).
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Figura 11: Centrifugadora

Disgregacion mecanica
1- Con el fin de eliminar los trozos mds grandes de tejido remanente, se
recogieron las células del tubo con una pipeta Pasteur y se depositaron sobre

una malla estéril de 70 um (Falcon BD, Tewksbury, EE:UU), donde se tamizaron

a través de la malla afadiéndose medio de cultivo MEM.

2- La solucidn resultante se centrifugd durante 10 minutos a 3G.

3- Posteriormente, se desechd el sobrenadante y se afiadio medio de cultivo
celular MEM.

Finalmente, las células se sembraron en un frasco de cultivo con medio de cultivo
DMEM vy se incubaron a 372C con una saturacién de CO; del 5% y una humedad
relativa del 95%. A los 7 dias se cambid el medio de cultivo por DMEM completo y se
conservaron en la incubadora en condiciones normales, cambidandose el medio de

cultivo cada tres dias.

4.3- RECUENTO CELULAR
Para separar las células del frasco, eliminamos el medio de cultivo y lavamos con
tampodn fosfato, PBS. A continuacién, adicionamos 2 ml de tripsina 0,25% con EDTA al

0,25 mM y lo incubamos a una temperatura de 372C, 5% CO; y 95% HR durante un
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tiempo de 5 minutos. Una vez separadas las células del frasco que contenia el medio
de cultivo, suministramos 10 ml de Medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con
el fin de neutralizar la tripsina. Posteriormente, transferimos las células suspendidas a
un nuevo tubo tipo Falcon, para poder centrifugarlo a 300g durante 5 minutos,
guedando de esta manera las células en el precipitado. Eliminado el sobrenadante, se
volvié a resuspender el precipitado en DMEM completo. Todos los procedimientos
llevados a cabo se realizaron dentro de la cdmara de flujo vertical tipo II, con el fin de

poder asegurar las condiciones estériles del medio.

Finalmente se procedid al recuento de células por mililitro. Para lo cual, se agitd la
suspension celular y se transfirieron 50 microlitros de la misma a un tubo Eppendorf, al
cual también se le adicionaron 50 microlitros de azul tripan, se mezclé y se transporté
a una camara Neubauer o hemocitémetro (Figura 12), donde tras dejar que las células
se asentaran durante 1-2 minutos, se procedié al conteo haciendo uso del microscopio
de contraste de fases. Contando por separado, las células tefiidas azules (muertas) y
las células birrefringentes o blancas (vivas) que se observaron en cada uno de los
cuadros por considerar, obteniéndose muestras de entre 3000 y 5000 células,
cantidades previamente preestablecidas mediante la realizacién de una curva de

viabilidad.

Figura 12: Hemocitémetro

Para el recuento, o bien pueden contarse las cuatro regiones secundarias de la cdmara

y realizar la media aritmética de los recuentos, o bien proceder al conteo del

48




Estudio In Vitro De la Citotoxicidad De Seis Adhesivos De Protesis Sobre Fibroblastos Humanos

cuadrante central junto con los cuatro cuadrantes secundarios. Tras hacer el recuento
y la estimacién de viabilidad, se ajusté la solucidén celular a 1x10° células/ml y se
sembraron 3 ml por frasco de cultivo DMEM de 25 cm? (Sarstedt) a 372C, 5% CO, y
95% HR. En nuestro caso hicimos uso de una placa de 96 pocillos para el estudio y
analisis de proliferacidn celular, una placa de 12 pocillos para el analisis de adhesién al
material de estudio y finalmente un frasco de 75 cm? ventilado para el mantenimiento

celular.

4.4- CULTIVO DE CELULAS
Las células aisladas crecen adheridas al plastico del fondo de la placa de cultivo. Para
su mantenimiento y expansion, se utilizé un medio de cultivo denominado basal (MB),
compuesto por a-MEM al que se le afiadieron diferentes componentes:

e SBF (Gibco) a una concentracién del 15%

Glutamina (Sigma) a una concentracion 100 pg/ml

Acido ascérbico 2 fosfato (Sigma) a una concentracién 100 pg/ml

P/E (Sigma) a una concentracién 100 pg/ml

Anfotericina (Sigma) con una concentracién de 2,5ug/ml

Todo ello, se realizé con el principal objetivo de obtener un nimero adecuado de
células para poder hacer la investigacion. Asi, cuando las células estaban cerca de

llegar a la fase de confluencia, se llevd a cabo el siguiente proceso:

e Se separd el medio de cultivo del frasco que contenian las células, se adicioné
tripsina 0,25% junto con EDTA 1mM en una cantidad suficiente para cubrir la
superficie del mismo y se incubd a 379C, 5% de CO; y 95% de humedad durante
6-7 minutos.

e A continuacion, se llevd a cabo la neutralizaciéon de la actividad enzimatica con
medio de cultivo frio. La mezcla se centrifugd durante 10 minutos a 1000 rpm,
se elimind el sobrenadante y se procedid a resuspender las células obtenidas en
Iml de medio de cultivo basal. Posteriormente, se estimé la viabilidad, se
ajustdé el numero de células de la suspensidn, se sembraron en un frasco de
medio de cultivo y se incubaron a una temperatura de 372C, 5% de CO2 y 95%
de humedad, cambiandose el medio de cultivo basal con una frecuencia de 3-4
veces a la semana.
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4.5-ENSAYOS EXPERIMENTALES

4.5.1- ANALISIS DEL pH.
Se realizaron muestras de cada tipo de adhesivo y posteriormente se sumergieron en
una solucién salina equilibrada (HBSS) sin calcio ni magnesio durante 24 horas. El pH
del HBSS antes y después de la inmersion de los adhesivos se estudié por triplicado
(GLP21 + de Crison, Barcelona, Espafia). Los resultados corresponden al promedio y a

su desviacion estandar.

4.5.2 ESTUDIO DE VIABILIDAD CELULAR (MTT).

La viabilidad celular se evalla en presencia de diferentes eluciones de los adhesivos a
estudiar, utilizando para ello el ensayo MTT (MTTCellGrowth kit, Chemicon, Rosemont,
EE.UU.). Con esta técnica se quiere evaluar de forma indirecta la proliferacion de los
fibroblastos gingivales, mediante la determinacion de la funcionalidad mitocondrial de
las células tratadas a través de la reduccion metabdlica que realiza la enzima
mitocondrial succinato—deshidrogenasa sobre sustrato bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Como resultado se genera formazan, un
compuesto de color azul cuya cantidad generada es proporcional a la cantidad de

células vivas en cultivo(74).

Los fibroblastos gingivales humanos se colocaron en placas de 96 pocillos a una
densidad de 10* células/pocillo y se incubaron a 37°C y 5% de CO, hasta la confluencia.
Posteriormente, el medio de cultivo celular se retiré de cada pocillo y se reemplazé por
uno de los eluidos descritos anteriormente (1:1, 1:2 y 1:4) durante 72 horas. Las células
sin extractos sirvieron como control. De acuerdo con las instrucciones del fabricante,
se afnadio el reactivo MTT a los pocillos y se dejé en reposo durante 4 horas. Cuando el
precipitado purpura era claramente perceptible, se afiadié dimetilsulféxido (DMSO)
(100 ul/pocillo) para crear el colorante de formazan soluble. Se retird la cubierta y se

evalud la absorcidn de luz en cada pocilloa 570 nm
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utilizando un lector de microplacas (Synergy H1, BioTekWinooski, Vermont,EE:UU:) a

570 nm (Abs570)(Figura 13).

Figura 13: Formacidn de cristales de formazan, tras 4 horas de incubacién.

4.5.3- ANALISIS DE LA MORFOLOGIA CELULAR

El andlisis confocal se utilizé para analizar los cambios en el citoesqueleto de actina de
las células gingivales, como se describié anteriormente en estudios similares(75). Las
células se sembraron directamente sobre cubreobjetos de vidrio (10 mm) en placas de
12 pocillos cultivadas en medio de cultivo que contenia extractos sin diluir. Luego, las
células se fijaron con una solucion de paraformaldehido al 4% en PBS, se lavaron con
PBS y se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,25% en PBS durante 10 minutos. El
citoesqueleto de actina F se detecté incubando células durante 1 h con faloidina
conjugada con CruzFluor594 (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Alemania).
Después de los lavados, las células se incubaron con diclorhidrato de 4,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) (sonda molecular fluorescente, 0,2 mg/ml en PBS) durante 1 hora a
37° C para marcar los nucleos celulares. Las imagenes fueron adquiridas utilizando un

microscopio de fluorescencia Axiolmager M2 Zeiss (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania).
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4.5.4 EVALUACION DE LA APOPTOSIS/ NECROSIS CELULAR

La apoptosis celular es un ensayo comun para cualquier tipo de analisis celular, que
consiste en conocer si las células de estudio, en nuestro caso, fibroblastos gingivales,
junto con el material experimental (adhesivos) se mantienen vivas, o si por el
contrario, mueren. En la primera fase de la apoptosis, la membrana celular se
mantiene practicamente intacta, pero se pierde la simetria de la misma. Las anexinas,
proteinas dependientes de calcio, se mantienen unidas a fosfolipidos de membrana.
Estas, junto con tinciones vitales, son utilizadas para la identificacién de diferentes
estados necrdticos, para lo cual se utiliza la citometria de flujo. Dentro de ellas, la
anexina V, es una proteina recombinante que se une a residuos de fosfatidil serina
(PS). Estos residuos en condiciones vitales se encuentran orientados hacia el interior
de la célula y solo cuando la célula entra en apoptosis celular es cuando quedan
expuestos hacia el exterior de la membrana, pudiendo ser detectada mediante la
Anexina V conjugada con ficoeritrina (PE). Si el proceso de apoptosis avanza, la
integridad de la membrana celular se pierde, el ADN se hace accesible y se emplean
moléculas fluorescentes que actlan como agentes intercalantes en los 4cidos
nucleicos de doble cadena como el Yoduro de Propidio (Pl) y la 7-aminoactinomicina D

(7-AAD).

El proceso consistid en que las células gingivales se cultivaron durante 72 h con
diversas diluciones de los adhesivos analizados, se separaron con tripsina-EDTA vy se
lavaron dos veces con PBS. Luego, las células se tifieron con 5 ul de Anexina-V
conjugada con FITC y 5 ul de 7-AAD en 100 ul de 1x tampdn de uniéon Anexina-V
durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, las células se adquirieron en

un citometro de flujo BD LSR Fortessa (BD Biosciences, San José, EE.UU.).

4.5.5 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)

Para conocer los niveles de cualquier especie reactiva del oxigeno (ROS) producidos

52




Estudio In Vitro De la Citotoxicidad De Seis Adhesivos De Protesis Sobre Fibroblastos Humanos

por los eluatos de los diferentes adhesivos para dentaduras postizas, las células
gingivales se resuspendieron en 1 ml de medio de crecimiento completo y se tifieron
con 5 uM de CM-H2DCFDA (Invitrogen, Carlsbad) durante 30 minutos. a 379C. Luego,
las células gingivales se lavaron dos veces y se analizaron por citometria de flujo como

se indicé anteriormente.

6. ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos obtenidos fueron analizados usando Graph-Pad Prism (versién 8.1.0
GraphPad Software). Los datos de los resultados fueron estudiados usando el método
de andlisis de la varianza (ANOVA) y el test de Tukey. Los resultados fueron
considerados significativos cuando la p< 0,05 y todos los ensayos fueron realizados al

menos tres veces.
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5-RESULTADOS
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5- RESULTADOS

5.1 ANALISIS DEL pH.

Después de 24 horas de incubacidn, todos los adhesivos para dentaduras postizas
probados habian producido una reduccién en el pH del medio de crecimiento,
especialmente KPPD (***p <0,001) a 48 horas, KPPD y KPD han causado una reduccién
drastica en el pH del medio (*** p <0,001), mientras que FD produce una ligera
disminucion en el pH (* p <0,05). Finalmente, después de 72 horas de incubacion, el pH
del medio que contiene CSS y CAT se encontrd que era significativamente mas bajo
que el del grupo control (*** p <0,001), pero mas alto (*** p <0,001) que el de KPPD y
KPD (Figura 14).

Control
CSS
KPPD
NSS
FD
CAT
KPD

> N AV

Time (h)

Figura 14. Andlisis de pH
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5.2 ESTUDIO DE DE VIABILIDAD CELULAR (MTT)

La actividad metabdlica de las células expuestas a los extractos adhesivos se analizé a
las 24, 48 y 72 horas y a diluciones 1:1, 1:2 y 1:4. Para KPPD y KPD se observd que la
viabilidad celular disminuye significativamente en todas las diluciones (*** p<0,001).
La viabilidad celular con CSS fue significativamente mas alta en todas las diluciones
comparadas con el grupo control y el resto de adhesivos (*** p <0,001). CAT también
proporcioné mayor viabilidad celular que el grupo de control, excepto cuando no se
diluyé a las 48 horas, pero los resultados con CAT fueron peores que los ensayos
realizados con CSS en general. NSS obtuvo una viabilidad celular inferior que el grupo

control, CSS y CAT, pero mejor que KPPD y KPD (Figuras 15- 17).
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Figura 15. Viabilidad celular de los diferentes materiales aplicados sin diluir
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Diluted 1:2
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Figura 16. Viabilidad celular de los diferentes materiales aplicados a dilucién 1:2
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Figura 17. Viabilidad celular de los diferentes materiales aplicados a dilucién 1:4
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5.3 ANALISIS DE LA MORFOLOGIA CELULAR
Después de que los cultivos celulares fueran expuestos, durante 72 horas, a los
diferentes extractos de los tipos de adhesivos, se observaron una gran cantidad de
células bien adheridas mediante CSS, CAT y FD (Figura 18). Con NSS también se
observaron algunas células pero en menor cantidad que con los extractos adhesivos
anteriores. Cabe destacar que la presencia de células expuestas a KPPD y KPD fue
minima y que las pocas células que se observaron tenian una morfologia irregular y
nucleos picndticos, indicativo del estado necrético o apoptdtico de las células

gingivales.

CAT

Control

Figura 18. Morfologia del citoesqueleto y nucleo de los fibroblastos gingivales a las 72

horas de cultivo en los seis tipos de adhesivos comerciales.

5.4- EVALUACION DE LA APOPTOSIS/ NECROSIS CELULAR
Los fibroblastos gingivales se cultivaron sobre eluatos de los seis tipos diferentes de
adhesivos comerciales, durante un periodo de 72 horas. Posteriormente, las células

fueron marcadas con Anexina-5y 7-AAD y analizadas mediante citometria de flujo.
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Transcurridas las 72 horas, el nimero de células viables fue disminuyendo con un
continuo incremento en la proporcién de eluatos de KPD y KPP en los medios de
cultivo (Figura 19). Una comparacién entre los distintos grupos con extractos no
diluidos proporcioné el siguiente resultado: FD> NSS > CAT = CSS > KPPD > KPD. Con
dilucion 1:2, el orden fue FD > CSS > NSS > CAT > KPPD > KPD. Y con dilucion 1:4 fue: FD
> CAT > NSS > CSS > KPPD > KPD.

Control

CAT

NSs

Figura 19: Proporcidn de células vivas, apoptosis temprana y tardia y células necrdticas

medidas mediante citometria de flujo
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5.5 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

(ROS).

La produccidn intracelular de compuestos reactivos del oxigeno (ROS) inducidos por

los diferentes adhesivos dentales fueron evaluados usando el test CM-H,DCFDA.

Como ilustra la Figura 20, la intensidad de fluorescencia obtenida en los grupos

KPPD y KPD fue significativamente mayor que en la células control o células tratadas

con otros adhesivos dentales (***p<0,001). Por el contrario, en el cultivo con CAT,

los niveles de ROS intracelular detectados fueron similares a los del grupo control,

excepto en una dilucién 1:1 (*p<0,05).
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Figura 20: Andlisis del test CM-H;DCFDA para la produccidn intracelular de compuestos
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6-DISCUSION
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6- DISCUSION

Debido a una escasa evidencia cientifica y a la carencia de investigaciones sobre la
citotoxicidad de los materiales odontolégicos, se han podido cometer errores en el uso
de estos. Existen pocos estudios que valoren la biocompatibilidad de los adhesivos de
proétesis en la actualidad, ya que desde su aparicidn, las investigaciones han ido mas
enfocadas a estudiar sus propiedades quimicas y mecdnicas que sus propiedades
bioldgicas. Este enfoque nos parece equivocado, ya que dichos productos van a estar
en contacto directo con los tejidos bucales, pudiendo ser algunos de sus componentes
toxicos para la mucosa oral y pudiendo a su vez, provocar diferentes tipos de
reacciones locales y/o sistémicas. Por ello, para este estudio decidimos usar
fibroblastos gingivales humanos junto con seis adhesivos de prétesis de uso frecuente
y facil adquisicion para asi valorar estas propiedades bioldgicas que creemos tan

importantes.

Aunque el objetivo primordial cuando el clinico realiza una protesis removible es que
el ajuste sea lo suficientemente bueno para que el portador de este tipo de
dentaduras no necesite ningun tipo de producto extra para la retencién de la proétesis,
un gran numero de pacientes terminan usando de forma rutinaria los adhesivos de
protesis, ya sea para obtener una mayor seguridad o por problemas de ajuste en la

protesis.

La cantidad de adhesivos en el mercado es inmensa, apareciendo cada pocos meses
nuevos productos. Ademas, estos productos, aunque estan en contacto con las
mucosas y a veces pueden ser ingeridos sus restos accidentalmente, se pueden
obtener sin receta médica y estar a disposiciéon de cualquier paciente aunque no haya
sido prescrito por un profesional, siendo ésta otra de las razones trascendentes por la

cual se deben estudiar sus efectos biolédgicos.

6.1 Sobre la metodologia

Los adhesivos para dentaduras postizas tipo crema no se mezclan facilmente con el
medio de cultivo. En estudios anteriores, las células se cultivaron directamente sobre

los adhesivos para dentaduras postizas tipo crema en ensayos de citotoxicidad directa
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y, en ensayos de citotoxicidad indirecta, los extractos de los adhesivos para dentaduras
postizas se obtuvieron incubando el medio de cultivo y el adhesivo para prétesis juntos
antes de agregar el cultivo celular de acuerdo con normas internacionales (76-78). En
nuestro caso, también debido a la alta viscosidad de los materiales, se realizaron tres
pasos de centrifugacion (10 minutos a 4000 rpm) hasta que se obtuvo un extracto
claro y no sélido. Posteriormente, los extractos se recogieron y diluyeron en medio de
cultivo sin suero (1:1, 1:2 y 1:4). Al igual que en otros estudios, los extractos de los
adhesivos para dentaduras postizas fueron homogeneizados y mezclados con el medio
de cultivo para inmediatamente exponer los fibroblastos gingivales humanos sin un

paso separado de extraccion (79).

Este trabajo se basa en distintas pruebas de citotoxicidad in vitro, que son utiles para
diferenciar los productos reactivos de aquellos que no lo son, discriminando, de este
modo, los materiales que son biocompatibles. Es util conocer si un ensayo de
citotoxicidad es positivo, para conocer si un producto deber ser usado clinicamente o,
al menos, tener precaucién ante su utilizacién en pacientes, ya que esto implicaria que
tiene algin componente nocivo. El objetivo de las pruebas de toxicidad es la
simulacién de las reacciones bioldgicas cuando los tejidos vivos se ponen en contacto
con algun tipo de material, ofreciéndonos una manera de estudiar materiales
novedosos que puedan salir al mercado, mas barata y en la que no se utilizan animales

de laboratorio (80).

El conjunto de pruebas para evaluar la biocompatibilidad de los productos se compone
de los cultivos celulares, la experimentacidn animal y los estudios clinicos. Los métodos
analiticos de ultima generacién proponen, en primera instancia, los estudios in vitro
para conocer los posibles efectos contraproducentes sobre las células (citotoxicidad y
mutagenicidad). Los denominados estudios secundarios se realizan sobre animales
pequefios en piel o mucosas, para detectar posibles efectos sistémicos puestos de
manifiesto cuando dan lugar a irritacion de los tejidos. Y como ultimo paso, los
materiales son aplicados sobre animales de la misma manera que se aplicarian sobre

los humanos (81).
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En estudios como el nuestro, son de obligado cumplimiento las normas internacionales
sobre dispositivos médicos y sus efectos biolégicos denominadas “Evaluacién de la
biocompatibilidad de los productos sanitarios utilizados en odontologia” (ISO
10993:2009), haciendo hincapié en el apartado de preparacion de muestras y
materiales de referencia (ISO 10993-12:2009) (82) y al apartado de “Ensayos de
citotoxicidad in vitro” (ISO 10993-5:2009)(73). El subapartado 12, “Ensayos para la
preparaciéon de muestras y materiales de referencia”, explica cémo debemos preparar
los materiales, siendo su forma final la mds aconsejada y se debe usar un control
positivo y un control negativo. El subapartado 5 propone varias pruebas para valorar
los efectos bioldgicos de los materiales utilizando cultivos de células de mamiferos
como las de ratén o las humanas, en frascos de cultivo y utilizando medios de cultivo
apropiados. Las pruebas estdndar de citotoxicidad consisten en sembrar células de
estos frascos donde crecen en monocapa, consiguen la confluencia y se ponen en
contacto con los productos que se estdn probando. Con el método de elucion, se
hacen las diluciones pertinentes de los productos para ponerlas en contacto con las
células. Tras los periodos designados, se observa si las células muestran cambios
producidos por la toxicidad de los materiales tales como cambios de tamano o

apariencia, desarrollo de componentes celulares o pérdida de su integridad.

En nuestro trabajo se realizaron pruebas de biocompatibilidad in vitro de los adhesivos
de prétesis sobre células humanas, en este caso fibroblastos, con el objetivo de
confirmar que su uso fuera seguro en la practica diaria. Las ventajas que este método
nos ofrece son la simplicidad, la rapidez, la fiabilidad de los resultados y su buena

relacidn coste/beneficio(83).

El tiempo de exposicidon de los adhesivos es importante en el disefio experimental, ya
qgue afecta al nivel de citotoxicidad. En nuestro estudio las pruebas realizadas se
hicieron a tiempos de 24, 48 y 72 horas, tal y como regulan las recomendaciones ISO.
En el estudio e Lee y cols. (79) se llevd a cabo un tiempo de exposicién de 48 horas y
en otros estudios similares fue de 24 horas(78, 84, 85). Usando varios tiempos de
exposicidon, pretendemos simular una situacion real en la cual un paciente no sabe o no

puede limpiar correctamente los restos de adhesivo de la protesis y/o su boca, o no se
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quita la prétesis para limpiarla durante varios dias. El tiempo de uso de los adhesivos
recomendado es de 12 a 16 horas (76), pero los pacientes a menudo los utilizan para
un periodo de tiempo mas prolongado, por lo que también realizamos la exposicién a
ellos a las 48 y 72 horas. Ante esto, las recomendaciones del odontélogo suelen ser
qgue el paciente duerma sin la protesis y la lave después de cada comida, pero la
mayoria de los pacientes no siguen estos consejos, lo que puede llevar a tener en

contacto demasiadas horas el producto sobre la mucosa oral.

6.2 Sobre el linaje celular

La encia se compone de tejido conectivo rodeado de tejido epitelial. Estd altamente
vascularizada e inervada y contiene gran variedad de células incluyendo células
inmunitarias, colageno y donde destacan los fibroblastos gingivales (86). Los
fibroblastos gingivales son células mononucleares, no polarizadas y son las células mas
abundantes de todos los tejidos conjuntivos, representan entre 60% a 65%, es decir,
alrededor de 200 x 10° células por cm? de dicho tejido. Estas células constituyen un
elemento indispensable en las diversas propiedades de la encia. Son participes de la
regulacién de la embriogénesis, organogénesis y el desarrollo y, también de la

homeostasis y remodelacién de los tejidos (87).

Para la realizacidn de nuestra investigacion se decidid la utilizacién de fibroblastos
gingivales humanos, ya que segun algunos estudios, los resultados obtenidos varian
considerablemente dependiendo del linaje celular. De este modo, nuestros resultados
se acercarian lo maximo posible al ser humano, en comparacién con el uso de lineas
celulares de animales (77, 88, 89). Ademas, se han seleccionado los fibroblastos ya que
son las células en intimo contacto con los adhesivos de protesis, cuando el paciente los
usa, y por tanto son las que sufririan una reaccidén bioldgica provocada por dicho
contacto. Algunos autores como Perin y cols. (89) usaron células epiteliales como los
gueratinocitos orales para comprobar la citotoxicidad de los adhesivos de prétesis. de
Gomes y cols.(77) usaron fibroblastos de ratén, y otros autores, como Soares y
cols.(88) y Lee y cols. (79), en consonancia con nuestro estudio, utilizaron para ello los

fibroblastos gingivales humanos.
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6.3 Sobre el analisis del pH

Las caracteristicas quimicas que de los productos de uso médico se deben concretar y
ser estudiadas dada su relevancia a nivel de la célula y a nivel cromosémico. Los
materiales liberan moléculas hacia el espacio extracelular que pueden provocar
cambios en el pH de este entorno. Como afirman algunos estudios, los bajos niveles de
pH y una alta osmolaridad se asocian con una mayor citotoxicidad de algunos agentes
quimioterapéuticos(90). Asi, se pueden provocar cambios en los niveles de pH y esto
dar lugar a daifo celular a nivel cromosémico debido la incorporacién de iones
monovalentes al medio extracelular. Aunque esta situacién puede minimizarse,
obtener un pH neutro y reducir el contenido de iones que se liberan mediante un
cambio en las condiciones derivadas del material utilizado (91). Debido a esto,
debemos saber qué iones y en qué concentraciones se liberan. Para ello, realizamos
pruebas de pH de los materiales para conocer si los productos usados liberan iones en

condiciones de biocompatibilidad.

Nuestros resultados concluyen que los adhesivos a cualquier tiempo presentan un pH
mayor a 5.5, concordando con los datos obtenidos por otros autores (64, 76). Segun
los resultados obtenidos en nuestro estudio, los adhesivos de prétesis provocan
cambios en el pH. Algunos autores como Silva y cols.(92) y Rajaram y cols.(93) que
afirman que estos cambios pueden ser los responsables de la citotoxicidad,
coincidiendo un pH mas acido con una mayor citotoxicidad, como en el caso de los
adhesivos KPPD y KPD de nuestro trabajo. Sin embargo, otros autores como Luczaj-
Cepowicz y cols. (94) describieron que no existian diferencias en la citotoxicidad
mostrada aunque hubiera cambios en el pH, aunque en el caso de su estudio todos los

pH obtenidos fueron alcalinos aunque hubiera variaciones.

6.4 Sobre la viabilidad celular

Para el analisis de la viabilidad celular, es decir, para evaluar la citotoxicidad y la
proliferacién celular, encontramos varios métodos in vitro. La prueba ideal para ello
debe tener una serie de caracteristicas principales como: ser sensible y fiable, que se

pueda realizar en un Unico paso, que sea segura y no téxica para las células (95).
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En nuestro caso, se utilizé el ensayo colorimétrico de sal de tetrazolio de MTT descrito
por Mosmann en 1983 (96). Este método se basa en la reducciéon del 3-(4.5-
dimeltiltiazol-2-yl)-2.5-difeniltetrazolio bromuro, un colorante amarillo que es soluble
en agua y que es reducido en células viables mediante los componentes de la cadena
respiratoria a formazan (cristales azul violeta, insoluble en agua), fundamentalmente
por la respiraciéon (deshidrogenasas mitocondriales) y su flujo de electrones, lo cual es
intrinsecamente téxico para las células (97, 98). Otros autores como Collado-Gonzélez

(99) o Rodriguez-Lozano (100) usan en sus estudios el ensayo MTT.

En cuanto a nuestros resultados, demostraron unas diferencias significativas a las 72
horas entre CSS, CAT y el grupo de Kukident, teniendo el maximo en el grupo CSS, lo
gue concuerda con otros estudios realizados por de Gomes y cols. que analizaron diez
adhesivos sobre fibroblastos de ratones, de entre ellos, cinco eran de tres de las
marcas analizadas en nuestro estudio: Corega, Kukident y Novafix; el Kukident
demostré ser el que mayor citotoxicidad provocaba con diferencias significativas,
siendo el grupo Corega de los que mejores resultados obtenia, sin embargo, los
resultados de Novafix difieren con los nuestros mostrando una menor afectacién
celular que en nuestro estudio (77). Perin y cols. realizaron un estudio en el que usaron
tres adhesivos, todos de la marca Corega, y no encontraron toxicidad exponiéndolos a
la linea celular humana NOK-SI, lo que concuerda también con nuestro estudio (89).
Otro trabajo exponia fibroblastos humanos a cuatro adhesivos de protesis, uno de
ellos, Corega, sus resultados demostraron que era de los adhesivos que menor
cantidad de apoptosis presentaba, asi como de los mas parecidos al control en la
viabilidad celular analizada mediante MTT, lo que indican resultados parecidos a

nuestro estudio (79).

En resumen, se observé mayor biocompatibilidad en los productos de Corega y sin
embargo, los productos Kukident mostraron una menor biocompatibilidad,
comparando tanto con el grupo control como con el resto de adhesivos. Aunque la
identificacion de los compuestos culpables de la toxicidad es muy dificil, debido a que
la composicion y concentracién de los productos de los adhesivos rara vez estan
disponibles en detalle, tanto en nuestro estudio como en los de otros autores, parece
ser que los adhesivos menos biocompatibles son aquellos que llevan en su

composicién sales de Zn?*, como lo son los de Kukident (77). Se ha visto que las sales
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de Zn?* inducen efectos citotdxicos (77, 101-103) incluso superando al hierro, cobalto,
cobre o manganeso en la misma concentracién (77). Por este motivo, se cree que
deberia evitarse este elemento en la composicion de los adhesivos de protesis.
Ademas, también se ha observado que puede conllevar un riesgo de desarrollar
problemas neuronales (104, 105). Sin embargo, para poder afirmarlo, se deberian
analizar estos mismos adhesivos sin Zn%* en su composicion, de esta forma podremos

corroborar que es este componente el que produce este efecto citotdxico.

Todos los adhesivos para protesis, en estudios previos y en el nuestro, muestran
diversos grados de citotoxicidad sobre los fibroblastos gingivales humanos. Por ello, los
odontdlogos deberian aconsejar a sus pacientes que no abusen de estos en términos

de cantidad y tiempo de duracién de su aplicacion.

6.5 Sobre el andlisis morfoldgico

Los efectos sobre la morfologia celular son dependientes de la dosis y se observan
alteraciones de la organizacion del citoesqueleto de actina en la mayoria de adhesivos.
La actina es una proteina estructural que estd muy concentrada justo debajo de la
membrana plasmatica, estableciendo una capa organizada que controla la forma
celular y el movimiento de la superficie, modulando los mecanismos celulares
subyacentes a los eventos de proliferacion y diferenciacién. Asi, las alteraciones
citoesqueléticas como las observadas en presencia de los extractos de los adhesivos,
pueden comprometer el crecimiento celular y la expresidn del fenotipo, consideradose
un importante signo de respuesta a la citotoxicidad (106). En el grupo control se
muestran células bien diseminadas, con una morfologia alargada, un citoesqueleto de
actina bien desarrollado y un prominente nucleo. En los extractos preparados de los
adhesivos, se muestran efectos deletéreos como condensacidon de material nuclear, un
disminucion significativa en el compartimento citoplasmatico asociado con Ia
contraccion del citoesqueleto de actina, un redondeo de las células y una reduccion del

numero de células adherentes (79).

Nuestros resultados coinciden con los de Lee y cols., que describen en su estudio sobre
citotoxicidad de adhesivos que aquellos que presentaban una buena compatibilidad
con fibroblastos presentan extensiones citoplasmaticas y nucleos redondeados,
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mientras que aquellos que tenian mayor citotoxicidad se apreciaba una contraccién de
la membrana celular, asi como menor cantidad de células adheridas (79). Este tipo de
alteraciones citoplasmaticas se observa predominantemente en los adhesivos de la
marca Kukident (77). Otras investigaciones han demostrado que, cuando los
fibroblastos estan expuestos a materiales dentales citotdxicos, hubo una disminucién
del volumen citoplasmatico asociado con contraccion del citoesqueleto de actina y se

pudo observar una reduccién de fibroblastos adherentes (77, 79, 107).

6.6 Sobre la apoptosis celular

El procedimiento para valorar la apoptosis celular, se llevé a cabo mediante la técnica
de la citometria de flujo. Existen numerosos métodos que nos permiten evaluar la
apoptosis, como podrian ser la inmunofluorescencia, la deteccidn in situ mediante la
técnica de TUNEL, el western blot, la electroforesis de ADN o la ya citada citometria de
flujo (108). En nuestro estudio hemos usado este uUltimo método, ya que nos permite
cuantificar mejor los valores obtenidos, ademas de que ya se ha usado en el dmbito

odontoldgico por diversos autores con buenos resultados (83, 99, 109).

Dependiendo del tipo de adhesivo que tuvo contacto con los fibroblastos gingivales,
los efectos sobre la induccion de apoptosis y/o necrosis fueron diferentes. En el caso
de KPPD y KPD provocaron necrosis, y tras contacto con KPD en dilucién 1:4 se
sometieron a apoptosis. Existen estudios que han demostrado que aquellos adhesivos
de prétesis con formaldehido o diazolidinilurea en su composicién tienen una mayor
cantidad de apoptosis (60, 79), aunque con respecto al contenido en zinc, no
encontramos estudios sobre éste y su posible induccidon de apoptosis y/o necrosis

celular.

6.7 Sobre la formacion de ROS

Estudios anteriores sugirieron que un alto nivel de produccién de ROS altera la funcién
celular e induce senescencia prematura en las células (110, 111). Por lo tanto,

diferentes factores estresantes para las células o condiciones ambientales, pueden
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inducir acumulacién de ROS, lo que da lugar al acortamiento de los telémeros, causa
dafio en el ADN y se asocia con la muerte celular (112, 113). Algunos autores
demuestran que, la exposicidon a diversos biomateriales usados en odontologia
aumenta la produccidon de especies reactivas del éxigeno (114). Nuestro estudio
muestra que los productos Kukident promovieron la produccién de ROS en células
gingivales. La exposicién a Zn?* condujo a la disfuncién mitocondrial, la inactivacion de
la glutatiéon reductasa y la estimulacion de la produccién de ROS(115) . Parece que la
disminucion en el numero de células gingivales tras la exposicidn exdgena al zinc se
debid al Zn?* disuelto en el medio de cultivo (116). Por lo tanto, los adhesivos para
dentaduras postizas que contienen zinc, KPD,KPPD , exhibieron una citotoxicidad mas
alta que los adhesivos para dentaduras postizas que no contenian zinc en su

composicion.

6.8 Limitaciones del estudio

Este estudio presenta una serie de limitaciones. Podemos encontrar decenas de
adhesivos diferentes en el mercado, asi como nombres comerciales distintos
dependiendo del pais donde nos encontremos. Lo ideal seria poder tener muestras del
maximo numero de adhesivos diferentes para obtener unos resultados mas
consistentes y cerciorarnos, de esta manera, de nuestras hipotesis. Sin embargo, esto
seria muy complicado por la gran cantidad de adhesivos que existen, asi como por el

elevado coste que supondria.

Los adhesivos con mayor toxicidad en nuestro estudio presentan en su composicién el
Zn?*. Para comprobar que realmente este elemento es el causante de la toxicidad, lo
apropiado seria poder obtener un adhesivo con la misma composicidon que estos pero
sin la presencia del Zn?". De esta manera podriamos asegurarnos de si éste es el

causante o no de la toxicidad.

En muchos estudios sobre citotoxicidad una de las pruebas que se realizan de manera
rutinaria es la espectrometria dispersiva de rayos X (EDX), que sirve para conocer la

composicidn de los materiales de estudio. Algunas casas comerciales son reticentes a
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facilitar a los investigadores la composicion completa de sus productos. Con este
método podriamos comprobar exactamente la composicién de los productos, que ésta
se corresponda con la que afirma el fabricante y conocer si contienen o no elementos

causantes de la toxicidad de los mismos.
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7-CONCLUSIONES
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7- CONCLUSIONES

Los resultados sugieren que los adhesivos para dentaduras postizas que contienen zinc
pueden inhibir la viabilidad celular, estimular la produccién de ROS, provocar una

morfologia celular aberrante e inducir la apoptosis y la muerte celular.

1. El pH del entorno celular disminuye en presencia de todos los adhesivos de

protesis, sobre todo en los de la marca comercial Kukident (KPPD y KPD).

2. Con respecto a la viabilidad celular, el Corega Sin Sabor (CSS) es el que mejores
resultados obtiene, siendo los productos Kukident (KPPD y KPD) los mas

citotoxicos.

3. En relacion a la morfologia de las células, aquellas sembradas sobre Corega Sin
Sabor, Corega Accidon Total y FiftyDent fue correcta y éstas estaban bien
adheridas. Las células expuestas a. KPPD y KPD eran minimas y con morfologia

aberrante.

4. El adhesivo FixtyDent es el que menos apoptosis provoca, mientras que los que

mas lo hacen son KPPD y KPD.

5. Los adhesivos KPPD y KPD son los que inducen mayor cantidad de especies

reactivas del oxigeno, siendo el adhesivo Corega Accidn Total el que menos lo

hace.
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ANEXO I
HOJA EXPLICATIVA AL PARTICIPANTE

Proyecto de Investigacion titulado: “Estudio in vitro de la citotoxicidad de seis

adhesivos de protesis sobre fibroblastos humanos”

Investigadores principales: D. Maria Andrea Garcia Guirao, Dr. Francisco Javier
Rodriguez Lozano.

Promotor: Servicio de Doctorado en Integracion y Modulacion de Sefiales en
Biomedicina (Universidad de Murcia).

Se solicita su participacion en este proyecto de investigacion, cuyo objetivo principal es
profundizar en el conocimiento de la biocompatibilidad de adhesivos de prétesis

En este estudio participa el servicio de Cirugia Oral y Maxilofacial del Hospital Clinico
Universitario Virgen de la Arrixaca y el Laboratorio de Investigacion Biosanitaria
(LAIB) de la Universidad de Murcia

Se estima que participen un total de 10 pacientes de dicho servicio hospitalario.

Su participacion en este estudio no implica que obtenga un beneficio econdémico. Sin
embargo, la identificacion de posibles factores citotdxicos relacionados con la
utilizacion de estos cementos podria beneficiar el curso de la terapia protésica a nivel
clinico. Su participacion en el estudio es totalmente voluntaria, y si usted decide no
participar recibira todos los cuidados médicos que usted precise y la relacion con el
equipo médico que le atiende no va a verse afectada.

Si usted decide participar, se le realizara una historia clinica breve y la exodoncia de
un/varios cordal/es programada por su dentista/facultativo y se extraera el tejido
gingival circundante a la/las pieza/as exodonciada/as para obtener las muestras de
células gingivales. La toma de muestras no supone ningdn riesgo para su salud ya que
se realiza en un laboratorio de manera in vitro a partir de los cordales ya exodonciados.

Se le pedira su consentimiento para que con sus cordales exodonciados se hagan 2
cosas:

1. Que acepte que se obtengan células gingivales a partir de los tejidos circundantes a
sus cordales para la realizacidn de este estudio.

2. Que autorice al investigador a almacenar su muestra para la realizacion de otros
estudios similares al presente, con técnicas similares y con los mismos u otros productos
que se desarrollen en el futuro. Si usted acepta autorizar este almacenamiento, se
eliminaran de la muestra todos los vinculos con su identidad, antes de guardarla, y no
sera posible llegar a conocer su identidad a partir de ella.

Usted debe otorgar su consentimiento informado por escrito.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proyecto de Investigacion titulado: “Estudio in vitro de la citotoxicidad de seis

adhesivos de protesis sobre fibroblastos humanos”

Investigadores principales: D. Maria Andrea Garcia Guirao, Dr. Francisco Javier

Rodriguez Lozano

Promotor: Servicio de Doctorado en Integracion y Modulacion de Sefiales en
Biomedicina (Universidad de Murcia).

declaro bajo mi responsabilidad que he leido la hoja de informacion sobre el estudio y
acepto participar en este estudio.

2. Se me ha entregado una copia de la hoja de informacion al paciente y una copia de
este consentimiento informado, fechado y firmado. Se me han explicado las
caracteristicas y el objetivo del estudio y los posibles beneficios y riesgos que puedo
esperar. Se me ha dado tiempo y oportunidad para realizar preguntas. Todas las
preguntas fueron respondidas a mi entera satisfaccion.

3. Sé que se mantendra en secreto mi identidad y que se identificara mi/s cordal/es con
un namero codificado.

4. Soy libre de retirarme del estudio en cualquier momento por cualquier motivo, sin
tener que dar explicacion y sin que repercuta negativamente sobre mi tratamiento
médico futuro. Tras ello se procedera a la destruccion de la muestra codificada. Si se
hubiera retirado previamente el vinculo de identificacion de la muestra, no se podra
relacionar conmigo, de forma que no se podra destruir.

5. Entiendo que el objetivo del estudio es evaluar la biocompatibilidad de células
gingivales humanas frente a adhesivos de protesis y que los resultados del mismo no se
comunicarén ni a mi ni a mi médico, excepto en el caso de que dichos hallazgos tengan
alguna implicacion significativa para la salud de los participantes.

Consiento en participar voluntariamente en este estudio.

Fecha:
Firma del

Constato que he explicado las caracteristicas y el objetivo del estudio y sus apartados y
los riesgos y beneficios potenciales al sujeto cuyo nombre aparece escrito mas arriba. El
sujeto consiente en participar por medio de su firma fechada en persona.

Fecha:

Firma del facultativo: D. Maria Andrea Garcia Guirao
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ANEXO I1
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