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Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos

RESUMEN

Objetivo: El objetivo principal de este estudio fue determinar los efectos bioldgicos de
cuatro cementos; RelyxUnicem 2 (RU), Panavia V5 (PV5), Multilink Hybrid Abutment (MHA) y

SoloCem (SC) en fibroblastos gingivales humanos.

Material y métodos: Fibroblastos gingivales humanos (FGH) se expusieron a diferentes
eluatos de cementos a base de resina. El efecto citotdxico y la migracién celular se evaluaron
utilizando los ensayos MTT y de cicatrizacion de herida. La adhesiéon y la morfologia celular
se analizaron mediante microscopia electréonica de barrido (MEB). Se determinaron los
niveles de especies reactivas del oxigeno intracelular (ROS) producidos por los eluatos de los
diferentes cementos. El estudio estadistico se realizé utilizando un analisis de varianza

unidireccional (ANOVA) y la prueba de Tukey (p <0,05).

Resultados: MHA no afecté la viabilidad celular en las primeras 24h o 72h con cualquier
dilucién, y mostré diferencias significativas en comparacién con el control (**p<0,01) a las
48h sin diluir y con la dilucién 1:2. Los extractos de SC sin diluir (1:1) provocaron una
disminucion de la viabilidad de los FGH en todos los tiempos de estudio con diferencias
significativas en comparacion con el grupo control (***p<0,0001). Igualmente, la migracién
celular se vio afectada en presencia del grupo de SC sin diluir en todos los periodos en
comparacion con el control (***p<0,001). Por el contrario, en todos los tiempos de estudio y
en todas las diluciones estudiadas, las tasas de migracién celular en el grupo MHA fueron
similares a las del grupo control. En relacién a la adhesién celular, MEB mostré muy pocas
células en el grupo SC, y se detecté un crecimiento celular moderado en el grupo MHC, PV5 y
RU. Los niveles de ROS en los FGH tratados con SC (1:1; 1:2) y RU (1:1) mejoraron
significativamente en comparacion con los de las células de control o las células tratadas con

otros eluatos de cemento (***p <0,001)

Conclusiones: Los eluatos de MHA mostraron una mejor migracion celular, mayor adhesién
celular y mayor viabilidad celular que los obtenidos con los otros cementos. El grupo SC
mostré peores resultados en todos los parametros con respecto al grupo control y los otros

cementos.
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Relevancia clinica: Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que el Multilink
Hybrid Abutment tiene mejores propiedades biolégicas para cementar las coronas de

implantes sobre los pilares.

Palabras clave: pilar de implante, citotoxicidad, periimplantitis, fibroblastos gingivales

humanos, cemento a base de resina.
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SUMMARY

Objective: The main objective of this study was to determinate the biological effects of four
cements; RelyxUnicem 2 (RU), Panavia V5 (PV5), Multilink Hibryd Abutment (MHA) and

SoloCem (SC) on human gingival fibroblasts.

Materials and Methods: Human gingival fibroblasts (HGF) were exposed to different eluates
of resin-based cements. The cytotoxic effect and cell migration were assessed using MTT and
wound-healing assays. The attachment and the cell morphology were analyzed by Scanning
Electron Microscopy (SEM). The levels of intracellular reactive oxygen species (ROS)
produced by the eluates of the different cements were determined. Data from results were

performed using a one-way analysis of variance (ANOVA) and Turkey’s test (p< 0.05).

Results: MHA did not affect cell viability in the first 24h or 72h at any dilution, and it showed
significant differences in comparison to the control (**p<0.01) at 48h undiluted and 1:2
dilution. Extracts of SC reduces the viability of HGFs at any time undiluted with significant
differences in comparison to the control (***p<0.0001).Cell migration was affected by the
undiluted SC group at all period-times compared to the control (***p<0.001). Contrarily, at
all period-times and all dilutions studied, cell migration rates in the MHA group were similar
to that of the control group. SEM showed very few cells in SC group, and moderate cell

growth was detected in MHC, PV5 and RU group.

The ROS levels in the SC (1:1; 1:2) and RU (1:1) treated-HGFs were significantly enhanced
compared with that in the control cells or cells-treated with other cement eluates (***p<

0.001)

Conclusions: MHA eluates showed a better cell migration, greater cell attachment and higher
cell viability than those obtained with the other cements. SC group showed worse results in

all parameters with respect to the control group and the other cements.

Clinical Relevance The results obtained in the present work, suggest that Multilink hybrid

abutment has better biological properties for cementing implant crowns on abutments.

Keywords: implant abutment, cytotoxicity, periimplantitis, human gingival fibroblasts, resin-

based cement.






:@ﬁ:j‘ Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos
1{%73/

ABREVIATURAS






Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos

ABREVIATURAS

RU RelyxUnicem 2

PV5 Panavia V5

MHA Multilink Hibryd Abutment

SC SoloCem

FGH Fibroblastos Gingivales Humanos
HGF Human Gingival Fibroblast

CAD-CAM Disefio y fabricacion asistidos por ordenador

CBCT Tomografia computerizada de haz cénico
2-D 2 Dimensiones

EAO Asociacidn Europea de Osteointegracién
FZ Fosfato de Zinc

vV lonédmero de vidrio

IVMR lonédmero de vidrio modificado con resina
OZE Oxido de zinc eugenol

OZsinE Oxido de zinc sin eugenol

PCB Policarboxilato

Cr-Co Cromo-cobalto

PFM Porcelana fusionada con metal

CcC Cementacion convencional

R25 Cementacion con el uso de un pilar de precementacién con una disminucién

de 25 um en su radio y altura
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R50 Cementacion con el uso de un pilar de precementacién con una disminucién

de 50 um en su radio y altura

R75 Cementacion con el uso de un pilar de precementacién con una disminucién

de 75 pum en su radio y altura

BOPT Técnica de preparacioén biolégicamente orientada
MEB Microscopio electrénico de barrido
HR Humedad relativa



Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos

INDICE DE FIGURAS






Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos

INDICE DE FIGURAS
Figura 1. Componentes del implante: (a) cuerpo del implante, (b) tornillo de pilar y (c) pilar.

Figura 2. Implante Roxolid con superficie SLA (Straumann Holding AG, Basilea, Suiza). (a) Los
implantes dentales Roxolid estan hechos de aleacién de titanio y zirconio. (b) El granallado
genera los aspectos de macro nivel de la superficie, (c) mientras que las caracteristicas

microtopograficas son inducidas por grabado acido con HCl / H2SOa.

Figura 3. Los implantes dentales estan disponibles principalmente como (A) con forma
cilindrica roscada o (B) con forma cdnica (raiz). (C) Radiografia de un caso clinico donde se
usan dos implantes de forma cilindrica. (D) Radiografia de un caso clinico donde se muestra

un implante con forma cénica.

Figura 4. Sobredentadura sobre dos (A) y un implante (B) respectivamente con sistema de

sujecioén Locator.
Figura 5. Uso de 3 implantes para sostener una prétesis hibrida.

Figura 6. Corona atornillada del 4.5 situada sobre el implante antes de ser atornillada y
tornillo sobre el destornillador (a). Atornillado manual de la corona al implante con un

destornillador (b). Corona atornillada sobre el implante del 2.1, vista oclusal (c).

Figura 7. Esquema de las partes de la prétesis cementada sobre implantes (A).Corte

transversal de una corona cementada sobre aditamento de implante (B).
Figura 8. Valoracidn radiografica de la pérdida de hueso marginal.

Figura 9. "Concepto Conométrico Acuris ™" (Implantes Dentsply Sirona, Bensheim,

Alemania).

Figura 10. Sondaje de un implante con periimplantitis (a). Evidencia radiografica de la

progresiva pérdida de hueso (b).

10



Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos
Figurall. Corona unitaria sobre implantes que presenta inflamacion en los tejidos
periimplantarios.

Figura 12. Tejidos periimplantarios con remanentes de cemento después de quitar una

restauracion fracturada.

Figura 13. Sangrado e inflamacidén de los tejidos periimplantarios alrededor de una protesis
cementada (a). Imagen radiografica de perimucositis. Se observan restos de cemento y

pérdida de hueso marginal (b).

Figurald. En rojo se observa el drea cubierta con cemento remanente en el margen

interproximal entre el pilar y la corona.

Figural5. Mucositis periimplantaria inducida por cemento (A). Excesos de cemento siendo

eliminados (B). Tejido blando curado a las dos semanas y desaparicién de la inflamacién (C).

Figura 16. Proceso de cementado de corona unitaria sobre implante.

Figura 17. Extenso desbordamiento de cemento alrededor del margen de la corona y el pilar
(A). R25: no se observé desbordamiento de cemento (B).R50 (C). R75 (D). En Cy D se va

observando una cantidad mayor de exceso de cemento.

Figural8. Realizacién de un orificio de ventilacidn en la cofia de una corona usando una fresa

de alta velocidad de carburo.

Figura 19. Corona cemento-atornillada.

Figura 20. Proceso de cementado extraoral de corona cemento-atornillada.

Figura 21. Tres tipos de restauraciones. A) Corona atornillada. B) Corona cementada sin linea

de terminacién (BOPT), C) Corona cementada convencional sin linea de terminacion.

Figura 22. Pilar con exceso de cemento no detectado (flecha) después de su extraccion (A).
Radiografia, en el momento de la revisién, que muestra el nivel éseo periimplantario (flecha)

en el segundo molar superior izquierdo (B).
Figura 23. Presentacién comercial de los 4 cementos usados en el estudio.

Figura 24. Cabina de seguridad biolégica vertical tipo Il con filtro HEPA (Telstar).

11



Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos

Figura 25. Centrifuga de laboratorio.

Figura 26. Medio de cultivo DMEM.

Figura 27. Contador celular y Cdmara de Neubauer (divisiones de la cdmara).

Figura 28. Medio de cultivo DMEM, placa de 96 pocillos y placa de 12 pocillos dentro de la
camara de flujo vertical.

Figura 29. Formacion de cristales de formazan.

Figura 30. A) Placa de 12 pocillos. B) Microscopio éptico. C) Pantalla del microscopio éptico
Figura 31. Cdmara de secado (A). Muestras recubiertas de oro (B).

Figura 32. Microscopio de Barrido JEOL-6100 y sistema de Microandlisis por dispersién de
Rayos X INCA de Oxford Instruments.

Figura 33. Muestras recubiertas con carbdn.

Figura 34. Proliferacidon celular de los diferentes materiales aplicados sin diluir.

Figura 35. Proliferacidon celular de los diferentes materiales aplicados a dilucién 1:2.

Figura 36. Proliferacidon celular de los diferentes materiales aplicados a dilucién 1:4.

Figura 37.Efecto de diferentes extractos de cemento sobre fibroblastos gingivales humanos.
Figura 38. Morfologia del citoesqueleto y nucleo de los fibroblastos gingivales a las 72 horas
de cultivo en los cuatro tipos de cementos comerciales mediante microscopio de
fluorescencia confocal.

Figura 39. Microfotografias mediante microscopia electrdnica de barrido de las superficies
de los distintos cementos en contacto con los fibroblastos gingivales humanos.

Figura 40. Analisis morfolégico y quimico de cada uno de los cementos comerciales
estudiados mediante microscopia electrdnica de barrido y dispersién de Rayos X.

Figura 41. Evaluacion de las especies reactivas de oxigeno en los distintos cementos

comerciales estudiados mediante citometria de flujo.

12






Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos

INDICE DE TABLAS

13






Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Ventajas y desventajas de las coronas atornilladas sobre implantes.

Tabla 2. Ventajas y desventajas de las coronas cementadas sobre implantes.

Tabla 3. Comparacion entre coronas atornilladas y cementadas.

Tabla 4. Clasificacion de los cementos dentales.

Tabla 5: Caracteristicas de los cementos provisionales para protesis cementadas sobre
implantes.

Tabla 6. Caracteristicas de los cementos semidefinitivos para proétesis cementadas sobre
implantes.

Tabla 7. Caracteristicas de los cementos definitivos para proétesis cementadas sobre
implantes.

Tabla 8. Tipos de cemento elegidos basandose en la combinacién pilar-protesis.

Tabla 9. Composicion quimica y propiedades de los biomateriales testados.

14






Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos

INTRODUCCION

15






Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos

I-INTRODUCCION
1- IMPLANTES DENTALES

Los dientes son estructuras anatdmicas cuya funcién primordial es la de triturar los
alimentos, dando lugar a una digestién adecuada. Ademas, tienen un papel trascendental en
la fonacidn, e intervienen en la armonia facial. Por tanto, el edentulismo puede producir
cambios en la funcién y en la estética del aparato estomatogndtico. Por ello, es
recomendable restaurar las ausencias dentarias(1). A lo largo de los afios, las técnicas tanto
quirdargicas como protésicas para lograr este fin, han ido progresando. De este modo, la
terapia con implantes ha cambiado por completo la odontologia, manifestando que la
rehabilitacion oral de los pacientes con pérdidas dentales unitarias, multiples o totales

mediante el uso de la implantologia es un tratamiento predecible y exitoso(2).

Los dientes pueden perderse por diversas causas, como problemas endoddnticos,
periodontales, traumatismos o cirugias de los maxilares, dando lugar, ademas de lo
anteriormente mencionado en cuanto a los cambios en la funcidn y la estética, a pérdidas
del hueso alveolar, a migraciones o desplazamientos dentales, problemas oclusales o

parafunciones como el bruxismo(3).

El odontdlogo dispone de multiples formas para restaurar las ausencias dentales, aunque,
con los anos, los profesionales conocen que la terapia implantoldgica es la terapia mas
conservadora e incluso mas ética, pues para su realizaciéon no es necesaria la preparacion de
los dientes adyacentes, y por tanto, no hay que prescindir del tejido dental de estos ultimos,
pudiendo quedarse sus estructuras intactas (2). Asi, en las ultimas tres décadas, no existe
ningun tratamiento convencional ni mas novedoso, que se haya impuesto a la rehabilitacion

de las ausencias dentales mediante el tratamiento con implantes.

La protesis dental tiene como fin el bienestar del paciente mediante el restablecimiento de
la funcién y la estética orales, ante un paciente oligoddntico, es decir, con numerosas

ausencias. Conseguir este fin requiere, por parte del dentista, de un conocimiento del

16
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aparato estomatognatico y una planificacién terapéutica importantes (1).

Se sabe que, desde la antigliedad, el hombre ha intentado reponer los dientes ausentes,
pero es desde la ultima mitad de siglo XX cuando la tecnologia implantoldgica ha
evolucionado mas(4). Fue con el estudio de Branemark y cols.(5) sobre la osteointegracion
de los implantes a largo plazo, que daba lugar a un buen anclaje protésico, cuando la
implantologia dio un vuelco. Hasta los afios 80, el sistema Branemark se utilizaba
principalmente en las universidades, clinicas especializadas y en centros de investigacion.
Posteriormente una implementacién mas general de estas técnicas fue posible hasta llegar a

los cirujanos orales, periodoncistas y odontdlogos generales(6).

La continua investigacién en cuanto a materiales y métodos, disefo de nuevos implantes,
nuevas herramientas diagndsticas y planificacién mas exhaustiva, dan como resultado la
evolucidon desde los protocolos clasicos a los protocolos de “carga inmediata” de los
implantes, es decir a poder posicionar sobre los implantes, las rehabilitaciones protésicas sin
tener que esperar meses para poder realizarlo, pudiendo hacerlo incluso en las primeras 48

horas tras la cirugia de colocacion del implante(7).

Desde los afios 80, la cantidad de implantes orales que se usan ha aumentado mas de diez
veces, yendo esta cifra también en aumento en numerosos paises desarrollados. En la
actualidad, la mayoria de los odontélogos colocan a diario los implantes orales para soportar
tanto protesis fijas como removibles(8). El aumento del uso de la implantologia oral se debe
a diversos factores como son: el envejecimiento de la poblacidn y una esperanza de vida
mayor y por tanto mayor nimero de ausencias dentales por el aumento de la edad de los
pacientes (9, 10); los fracasos de las rehabilitaciones fijas sobre dientes pilares(3); la
demanda de mas estética y los aspectos psicoldgicos que conllevan las ausencias
dentarias(11, 12); los buenos resultados de los implantes y las prétesis sobre implantes(13,
14); la comodidad y el menor balanceo de las prétesis sobre implantes respecto a las
protesis removibles convencionales (15); la preservacion de la altura y el ancho de la cresta
alveolar(16); que los implantes se puedan usar como anclaje en tratamientos de ortodoncia
(17); que no sea necesaria la preparacién de los dientes adyacentes; que sea un tratamiento

bastante predecible y que requieran poco mantenimiento(18).
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El éxito clinico de los implantes, generalmente se describe en términos de supervivencia del
implante en si y la pérdida désea y las complicaciones protésicas limitadas, aunque la

satisfaccion del paciente también depende del resultado estético final(6).

1.1Estructura del implante dental

Un implante dental tipico consta de varias partes. El cuerpo del implante, que es la parte del
implante disefiada para colocarse quirdrgicamente en el hueso. Los implantes con forma de
raiz son la forma comun del cuerpo del implante, con un disefio de tornillo destinado a fijar

fuertemente el mismo al hueso (Figura 1).

El pilar o aditamento es la parte del implante que sirve para soportar y / o retener la
supraestructura (es decir, la prétesis fija o removible que va sobre ella) y se une al cuerpo
del implante mediante un pequefio tornillo (19) (Figura 1). El pilar sirve como la extensién de
un implante dental en la cavidad oral y, por lo tanto, como base para la posterior
restauracion. Su funcién bioldgica es dar forma vy soportar los tejidos blandos
periimplantarios y al mismo tiempo, funcionar como una barrera suficiente para la
colonizacidn bacteriana. Los pilares del implante se seleccionan de acuerdo con el nivel éseo,
el grosor de la mucosa, la angulacién y la forma y tamafio de la reconstruccién. El margen
puede establecerse tanto en la banda supramucosa como en la submucosa, dependiendo de
la arquitectura de los tejidos blandos y los requisitos estéticos. Los implantes se pueden
restaurar con restauraciones atornilladas o cementadas. Esta ultima es una técnica protésica
de uso comun, ya que permite una mayor tolerancia con respecto al eje y posicion del

implante y es conocida para la mayoria de los profesionales (20).
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Figura 1. Componentes del implante: (a) cuerpo del implante, (b) tornillo de pilary (c)

pilar(19).

Un implante dental es un biomaterial aloplastico que se inserta quirdrgicamente en el hueso
de los maxilares para resolver problemas funcionales y / o estéticos. La mayoria de los
implantes dentales actuales estan hechos de titanio comercialmente puro (CP-Ti grado 4) o
de aleacién de titanio Ti-6Al-4V ELI (intersticial extra bajo). Esta seleccién de materiales se
basa en las propiedades bien establecidas de biocompatibilidad y resistencia a la corrosién
de aquellos materiales que se atribuyen al éxido nativo de superficie (TiO2) con una espesor

de capa de 2-10 nm(1).

El éxito de los implantes dentales se atribuye en gran medida a lo que se conoce como
"osteointegracién”, un término originalmente definido por Branemark en 1952. La
osteointegracién implica un mecanismo de anclaje, por el cual los componentes artificiales
pueden incorporarse de manera confiable y predecible en el hueso vivo, persistiendo este

anclaje bajo las condiciones de carga normales(19).

Existen dos parametros principales que contribuyen a un proceso exitoso de
osteointegracion. El primero son las caracteristicas de la superficie del implante, y el
segundo, de una naturaleza mas macroscdpica, es el disefio del implante, que permite la

estabilidad primaria necesaria para que ocurra el proceso bioldgico de osteointegracion(21).
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Los movimientos del implante, cuando éste no ha tenido estabilidad primaria, incluso en el
rango del micrometro, pueden influir negativamente en la osteointegracién y la
remodelacidén dsea al formar tejidos fibrosos, causando asi la resorcidn ésea en la interfaz

hueso-implante(22).

1.2 Caracteristicas de la superficie del implante

El efecto de las caracteristicas de la superficie en la reaccién biolégica y en el contacto
hueso-implante ha sido ampliamente estudiado en la literatura. Los tratamientos
superficiales aumentan el drea de superficie activa y permiten una unién mecanica mas
firme con los tejidos circundantes (22). Ademas, la topografia de la superficie conduce a un
anclaje éseo mas rapido y mds fuerte y puede conferir una mayor estabilidad durante el
proceso de curacién, lo que permite una carga mas temprana del implante(23). Se conoce
que los parametros de desviacién de altura promedio (Ra y Sa) entre 1y 2um, que definen
una "superficie moderadamente rugosa", son éptimos para un proceso de osteointegracion

exitoso(23-25).

Hoy en dia existe una gran variedad de tratamientos de superficie para lograr el grado
deseado de rugosidad de la superficie. Las diferentes modificaciones de la superficie se
pueden dividir en seis tipos, aunque este parametro esta en continua evolucién:
mecanizado, pulverizacién con plasma y peening con laser (tratamiento de superficie con
laser, LST), grabado acido, granallado seguido de grabado acido, anodizado y recubrimiento
biomimético. Entre ellos, el granallado es uno de los tratamientos de superficie de implantes
dentales mdas comunes(25). La rugosidad superficial con valores de S, que oscilan entre 0,6 y
2,1 um, se considera ideal para la osteointegracién del implante(23). Durante este proceso,
los implantes se pulverizan con particulas cerdmicas duras impulsadas por aire (Al203, TiO2 y
CazP,05)]. Dependiendo del tamafio de las particulas ceramicas y su velocidad, se pueden

producir diferentes niveles de rugosidad de la superficie del implante(24) (Figura 2).
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(a) (b) (c)

Figura 2. Implante Roxolid con superficie SLA (Straumann Holding AG, Basilea, Suiza). (a) Los
implantes dentales Roxolid estan hechos de aleacién de titanio y zirconio. (b) El granallado
genera los aspectos de macro nivel de la superficie, (c) mientras que las caracteristicas

microtopograficas son inducidas por grabado acido con HCl / H2S04(26).

1.3 Disefio de implante

El objetivo del disefno del implante es lograr un mejor anclaje del mismo en la cresta ésea. La
mayoria de los implantes actuales son implantes con forma de "raiz" con un disefio de
tornillo destinado a fijar fuertemente el implante al hueso (Figura 3). Las caracteristicas de
disefo adicionales, como el didmetro del implante, la profundidad y el ancho de la rosca, el
paso del rosca, la geometria de la rosca y el angulo de hélice, pueden ser optimizados (al
menos en principio) por los fabricantes de implantes para apoyar inicialmente el implante y

mantenerlo en su lugar(1).

21



Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos

Figura 3. Los implantes dentales estan disponibles principalmente como (A) con forma
cilindrica roscada o (B) con forma cdnica (raiz). (C) Radiografia de un caso clinico donde se
usan dos implantes de forma cilindrica. (D) Radiografia de un caso clinico donde se muestra

un implante con forma cdénica (27).

2- TIPOS DE PROTESIS SOBRE IMPLANTES

2.1 Sobredentadura sobre implantes

Los implantes dentales son efectivos minimizando la reabsorcion de hueso de la cresta
remanente. Las prétesis dentales soportadas por implantes preservan el hueso, e incluso
pueden promover su crecimiento, en contraposicidn con las proétesis completas

convencionales, que dan lugar a una resorcion 6sea(28).

Han pasado mads de 15 afos desde la Declaracidon del Consenso de McGill que describio la
"sobredentadura mandibular de dos implantes como estandar de atencion de primera
eleccion para pacientes desdentados”. La sobredentadura consiste en una protesis
removible pero retenida por implantes mediante 2 tipos de sistemas macho/hembra: una

barra metalica que une los implantes o mediante el sistema locator(29) (Figura 4).
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Aunque la sobredentadura sobre implantes tiene un coste mayor que las prétesis completas
convencionales, la diferencia no es tan grande como cabria esperar y deberia ser asequible
para los pacientes desdentados. En el Consenso de York en 2009 se afirmé que la
sobredentadura sobre dos implantes debe ser el tratamiento de primera eleccion minimo
ofrecido a pacientes desdentados aunque todavia el coste sigue siendo una barrera real para

este tratamiento(29).

Algunos autores sugieren como una alternativa viable a los tratamientos habituales la
sobredentadura sobre un solo implante(30, 31). El uso de un implante en la linea media de la
mandibula ha demostrado tener un buen resultado clinico y un alto nivel de satisfaccién del
paciente, mejorando la comodidad, la funcién y la estabilidad de las sobredentaduras
mandibulares. Se recomiendan ensayos clinicos de mayor duracién con muestras de mayor
tamafio, aunque esta modalidad parece tener un potencial realista para convertirse en el
" " . . L . .

nuevo" estandar minimo de atencidn para pacientes desdentados y reposicion de la

denticion(31).

Figura 4: Sobredentadura sobre dos (A) y un implante (B) respectivamente con sistema de

sujecion Locator(30).
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2.2Prdtesis hibrida sobre implantes

Las protesis hibridas son rehabilitaciones completas fijas sobre 4 6 6 implantes mas
parecidas en cuanto a funcidn y estética a la denticiéon natural, al no ser removibles. Las
prétesis pueden ser de metal-porcelana o metal-resina. Aunque comparadas con las
sobredentaduras, en cuanto a supervivencia de los implantes y la prdtesis, la satisfaccién del

paciente y el rendimiento masticatorio, tienen resultados similares(32).

Es una buena alternativa de tratamiento, ya que las prétesis fijas sobre implantes, en las que
cada implante/corona sustituye un diente natural, tienen un elevado coste. Asi, con un
numero menor de implantes, se podria reponer toda una arcada de forma fija y con gran
éxito. De esta manera surgid el concepto de “All-on-four”, es decir, una prétesis hibrida
sostenida sobre sdlo 4 implantes, con una tasa de supervivencia de los 4 implantes que
sostienen la prétesis hibrida de un 95.4% y una supervivencia protésica del 99.7% después
de 7 afios de la colocacion. El éxito de esta técnica se basa en la longitud y distribucién de los
implantes, lo que proporciona una amplia dispersion de la fuerza funcional que actua sobre

los estos y el hueso(33, 34).

BranemarkNovum a principios de los 2000, empezé a usar sélo 3 implantes para sostener la
protesis hibrida. Este método utiliza una subestructura de titanio preformada que guia la
colocacién de los implantes en una mandibula edéntula y sirve como barra primaria.
Posteriormente se utiliza una subestructura secundaria prefabricada de titanio para crear la
protesis definitiva usando dientes acrilicos y polimetilmetacrilato, lo que permite la
colocacién de la prétesis en el mismo dia de la colocacién de los implantes. Clinicamente,
este método mostrd una supervivencia de los implantes del 93% al 95%y de la protesis un
99% a los 5 afios (35). Este concepto fue reintroducido recientemente como Trefoil de Nobel
Biocare y ha ganado protagonismo por poder ofrecer protesis soportadas por implantes de
arco completo con menor costo y con menor numero de implantes (Figura 5). Segun el
fabricante, a través de la tecnologia de disefo y fabricacién asistidos por ordenador (CAD-

CAM), la barra prefabricada estd disefiada anatdmicamente para adaptarse al arco
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mandibular y ha mejorado el ajuste pasivo a través de una articulacidon adaptativa de las
desviaciones horizontales, verticales y angulares. Con el uso de la tomografia computerizada
de haz cénico (CBCT) y la planificacién digital, el resultado puede ser mas favorable que la

anterior generacién antes mencionada(36).

Figura 5: Uso de 3 implantes para sostener una protesis hibrida (37)

Independientemente del tipo de prétesis, los implantes dentales son capaces de mejorar los
resultados de la rehabilitacion prostoddntica para pacientes desdentados y realmente
cambian sus vidas. Se deben explorar formas de utilizar esta tecnologia para que las

personas edéntulas sean tratadas de manera global(37).

2.3Protesis fija sobre implantes

Las coronas individuales sobre implantes tienen una alta previsibilidad de tener buenos

resultados clinicos a largo plazo. Se ha demostrado que la tasa de supervivencia de estos
implantes unitarios varia entre el 96 y el 97% vy la supervivencia protésica entre el 87% y 97%
en un periodo de 5 afios. A los 10 afios, la tasa de supervivencia fue del 95%, mientras que la

tasa de supervivencia de las restauraciones protésicas fue del 89% (38).

25



Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos

Los puentes sobre implantes son una alternativa de tratamiento para el edentulismo parcial.

Se ha demostrado que las prétesis dentales fijas soportadas por implantes mejoran la
funcién masticatoria y proporcionar una mayor satisfaccion del paciente en comparaciéon
con las proétesis removibles convencionales, que serian otra opcidn de tratamiento para este

tipo de pacientes(39, 40).

Las restauraciones fijas soportadas por implantes han demostrado un éxito predecible como
una modalidad de tratamiento para los dientes ausentes. La apariencia y la masticacion de
los pacientes parcial o totalmente edéntulos se han mejorado enormemente utilizando
restauraciones sobre implantes. Estas restauraciones pueden ser atornilladas al implante,
cementadas a un pilar o aditamento que va atornillado sobre el implante, o cemento-
atornilladas, es decir, la prétesis va cementada pero a su vez lleva tornillos de fijacién por
lingual o palatino(41). La seleccion de un sistema de retencién de la prétesis u otro depende
de las preferencias propias del clinico que las maneja. En general, el modo de retencidn se
decide durante la etapa de planificacién del caso, cuando se tienen en cuenta los pros y

contras de cada sistema en funciéon del tratamiento planificado(41).

2.3.1 Prétesis fija atornillada

Por lo general, los sistemas atornillados se seleccionan cuando hay mdultiples pilares
presentes, ya que este mecanismo de retencién permite la extraccion de las prétesis para su
higiene, mantenimiento y posibles reparaciones. Con este sistema la discrepancia marginal
entre el implante y la corona en su unién es minima, aunque el aflojamiento de los tornillos
puede ser un problema comun. Ademas hay que tener en cuenta las consideraciones
estéticas, ya que podrian verse las entradas o chimeneas de los tornillos en zonas estéticas
cuando los implantes no estén colocados en una posicion deseable (42) (Figura 6). Las

ventajas y desventajas de las coronas atornilladas sobre implantes se resumen en la Tabla 1.
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Figura 6. Corona atornillada del 4.5 situada sobre el implante antes de ser atornillada y
tornillo sobre el destornillador (a). Atornillado manual de la corona al implante con un

destornillador (b). Corona atornillada sobre el implante del 2.1, vista oclusal (c) (43).

CORONAS ATORNILLADAS

VENTAIJAS DESVENTAIJAS
Recuperable Necesita una posicién del implante
ideal
Se puede usar en espacios Técnica sensible a ganar pasividad

interoclusales limitados

Mejor respuesta de los tejidos a las Posibles interferencias oclusales

restauraciones provisionales

Fracturas de la porcelana y fracturas o

pérdidas del tornillo

Ma3s dificil de acceder

Mas caro

Tabla 1: Ventajas y desventajas de las coronas atornilladas sobre implantes
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2.3.2 Prétesis fija cementada

El uso de las protesis cementadas se consideran ideal donde la estética sea un requerimiento
imprescindible, ya que se puede compensar con la prétesis cuando los implantes estén
colocados en situaciones desfavorables y asi poder corregir la relacidn entre la corona vy el
implante. Ademas, son faciles de fabricar y sus posibles complicaciones durante la fase de
fabricaciéon en el laboratorio son menores. Se usan mas cominmente en pacientes que
requieren coronas individuales, porque los estudios in vitro han demostrado que ejercen una
tensién minima sobre el tejido dseo y los componentes del implante, menos que con las
protesis atornilladas (44, 45) (Figura 7). Las ventajas y desventajas de las coronas

cementadas se resumen en la Tabla 2.

[ crown

[ Resin/Cement Laye
] Screw

B Abutment

W implant

M Cortical Bone

[ Cancellous Bone

Bone cylindrical part
near the implant

Figura 7. Esquema de las partes de la prétesis cementada sobre implantes (A)(46). Corte

transversal de una corona cementada sobre aditamento de implante(B) (47)
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CORONAS CEMENTADAS

DESVENTAIJAS

Mas flexibilidad en cuanto a la

posicidn del implante

Recuperabilidad impredecible

Facil obtener pasividad

Requiere gran espacio interoclusal

Mejor control de la oclusion

Excesos de cemento

Facil de acceder

Mas barato

Técnica facil con las restauraciones

provisionales

Tabla 2: Ventajas y desventajas de las coronas cementadas sobre implantes

2.3.3 Comparativa entre proétesis atornillada y cementada

Para evaluar el éxito o el fracaso del implante, los cambios en el nivel 6seo marginal y la
osteointegracién son los principales hallazgos radiograficos que deben considerarse.
Aunque, las imagenes en dos dimensiones (2-D) tienen sus limitaciones, la radiografia dental
convencional sigue siendo el método clinico preferido para evaluar el éxito duradero de un
implante(48)(Figura 8). Actualmente, la literatura dental no es clara en cuanto a la
asociacién entre la pérdida de hueso marginal y el mecanismo de retencién del implante.
Algunos autores afirman que las restauraciones cementadas exhiben mas pérdida de hueso
marginal (> 2 mm) que las restauraciones atornilladas por las complicaciones bioldgicas
asociadas al cemento(49). Por el contrario, diversos estudios muestran que no existen
diferencias estadisticamente significativas entre restauraciones atornilladas y cementadas
con respecto a la supervivencia del implante o la pérdida de la corona. En resumen, no hay
acuerdo sobre que un sistema de retencién de las restauraciones fijas sobre implantes sea

superior al otro(48, 50, 51).
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Figura 8. Valoracién radiografica de la pérdida de hueso marginal(41)

En la tercera conferencia de consenso de la Asociacién Europea de Osteointegracion (EAO)
en 2012, se aceptaron las siguientes recomendaciones clinicas: en coronas individuales son
igualmente aceptados ambos métodos de fijacion (cementada y atornillada); en el caso de
reconstrucciones cementadas, es crucial para prevenir complicaciones biolégicas, la
eliminacion de los excesos de cemento; las grandes reconstrucciones con numerosos
implantes o reconstrucciones de arco completo tipo hibridas, deben ser atornilladas; las
reconstrucciones atornilladas al poder desatornillarse son facilmente reparables ante

cualquier problema técnico y son preferibles desde una perspectiva bioldgica(52).

La retencidn de las coronas mediante tornillos evita los problemas bioldgicos que puedan
desencadenar los restos de cemento. Sin embargo, requiere la creacidén de un orificio para
poder acceder al tornillo en la superficie oclusal. Aunque el orificio puede taparse con
composite, puede producirse una microfiltracion si el punto de contacto oclusal esta sobre la
resina. Ademas el orificio ocupa parte de la superficie oclusal, siendo esta proporcién mayor

cuanto mds pequefia sea la superficie oclusal de la corona(43).

En la Tabla 3 podemos observar la comparativa entre las prétesis atornilladas y cementadas

(53).
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CORONA ATORNILLADA CORONA CEMENTADA
Estética Posicion ideal del implante Mas universal
Recuperabilidad Si Posible pero impredecible
Retencion Posible incluso si la altura >5mm de altura del pilar

del pilar es <4mm

Pasividad Técnica critica El espacio del cemento

actua de amortiguador

Oclusion Posibles interferencias Mejor control de la
oclusales oclusion
Complicaciones Mas susceptible a fracturas Mas susceptible a
de la ceramicay a pérdidas inflamacién y
o fracturas del tornillo periimplantitis por el

exceso de cemento

Accesibilidad Mas dificil Mas facil
Coste Mas caro Mads barato
Restauraciones Mejor respuesta de los Faciles de fabricar, pero
provisionales tejidos y mejor susceptible al exceso de
comunicacion con el cemento
laboratorio

Tabla 3: Comparacion entre coronas atornilladas y cementadas

2.3.4- Conexidn por friccidon

Como ya hemos visto, hasta ahora, una restauracion fija soportada por implantes podria
cementarse o atornillarse. Recientemente, se ha introducido alternativamente una conexion
de cono morse entre el pilar y la corona para retener las protesis fijas definitivas retenidas
por implantes. La conexién por friccién elimina el uso de cementos o tornillos, lo que
permite una facil recuperacién de las restauraciones con un mantenimiento regular. Este

enfoque restaurador, denominado "Concepto Conométrico Acuris ™" (Implantes Dentsply
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Sirona, Bensheim, Alemania), se ha utilizado para retener restauraciones del sector posterior
de diferentes materiales (hibridos acrilico-composite, disilicato de litio monolitico y coronas
de zirconio monolitico). Los autores dan resultados favorables a medio plazo con una alta
supervivencia del implante, tejidos duros y blandos estables y pocas complicaciones
protésicas(20)(Figura 9). La fijacidn sin cemento ni tornillos proporciona un ajuste preciso
entre la corona del implante y el pilar porque la superficie interna de la corona del implante
se reviste con composite fluido durante el proceso de fabricacién y requiere de una
estructura hundida en la superficie oclusal del pilar llamada “orificio de aire”, que se crea

para distribuir uniformemente las tensiones sobre la superficie oclusal(46).

| G =

Figura 9. "Concepto Conométrico Acuris ™" (Implantes Dentsply Sirona, Bensheim,

Alemania)

3. TIPOS DE CEMENTOS

Las prétesis cementadas sobre implantes se han usado comunmente por su simplicidad y
rentabilidad. Los pardmetros de salud periimplantarios son similares entre las proétesis
atornilladas y cementadas, siempre que se elimine el exceso de cemento. Aunque la
fabricacidn de las protesis cementadas sobre implantes es sencilla y similar a las coronas

sobre dientes, la retencidn de los cementos dentales varia para ambos tipos de prétesis(54).

El cemento de fosfato de zinc (FZ) se ha utilizado durante mucho tiempo para la
cementacion permanente y ha sido definido como el gold estandar para la comparativa de
cementos en numerosos estudios. También son populares el iondmero de vidrio (IV), éxido
de zinc eugenol (OZE), el iondmero de vidrio modificado con resina (IVMR), el
policarboxilato (PCB) y numerosos cementos de resina que actualmente estan disponibles

para la cementacién de prétesis fijas(55).
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La seleccion de un material u otro dependera de las caracteristicas de los cementos dentales
utilizados en implantologia, y segun el material del que estén fabricados el pilar o
aditamento y la prétesis en si. AUn no se ha desarrollado un cemento ideal y, actualmente,

los criterios de seleccidn utilizados dependen de las preferencias del clinico que los use (56).

Un cemento ideal debe tener las siguientes caracteristicas(57):

e Biocompatibilidad

e Caracteristicas mecanicas adecuadas, es decir, suficiente retencidn para resistir las
fuerzas de desplazamiento durante la funcidn, pero permitir la recuperacion de la
restauracién cuando se requiere repararla

e  Promocién de la salud de los tejidos

e Sellado marginal adecuado

e Resistencia a la disolucion

e Radiopacidad

e Excelente estética

e Rentabilidad

Existen diversos sistemas de clasificacion de los cementos en funcién de sus caracteristicas,
tales como la composicion y las propiedades de uniéon quimica(56). La clasificacion de los
cementos dentales para cementar proétesis en pilares naturales no se aplica necesariamente
a proétesis soportadas por implantes. Por ejemplo, mientras que el OZE se usa en
cementaciones a corto plazo y durante la provisionalizacidn sobre los dientes, proporciona
suficiente retencion para el cementado definitivo de coronas sobre implantes. De este
modo, podriamos clasificar los cementos dentales como provisionales, semidefinitivos y

definitivos(58) (Tabla 4).
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CLASIFICACION DE LOS CEMENTOS DENTALES

PROVISIONAL

SEMIDEFINITIVO

DEFINITIVO

Oxido de zinc eugenol

(OZE)

Fosfato de Zinc (FZ)

lonédmero de vidrio
modificado con resina

(IVMR)

Oxido de zinc sin eugenol

(OZsinE)

lonémero de Vidrio (1V)

Policarboxilato (PCB)

Cementos de resina

Tabla 4: Clasificacidon de los cementos dentales(57).

3.1Cementos provisionales

Los cementos provisionales son altamente solubles y muestran una débil resistencia a la

traccion. Esto puede ser ventajoso al cementar una protesis sobre implantes o al recementar

una protesis que se asocie a periimplantitis. Los cementos provisionales permiten la

recuperacién de las protesis sobre implantes(59). Sin embargo, por el mismo motivo, estas

protesis pueden perder retencidén y descementarse cuando se usa cemento provisional.

Tanto OZE como OZsinE se consideran cementos provisionales. Segun la revision sistematica

de Ma y Fenton, el 17,6% de pérdida de retencidn de las protesis sobre implantes ocurrieron

cuando se usaron cementos provisionales(60).Los datos clinicos indican que es mas facil

eliminar sus excesos que los de los cementos de resina(20). Las caracteristicas de OZE y

OZsinE se abordan en la Tabla 5.
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TIPO DE CEMENTO

Bactericida

CARACTERISTICAS

VENTAIJAS

Reduccién
significativa de
patégenos
periodontales

INCONVENIENTES

Formacion de gap
en la interfase
protesis-
aditamento

Soluble

Sin cemento

residual, baja
incidencia de
periimplantitis

Descementaciones
frecuentes

Radiopaco

El exceso de
cemento es
detectado
facilmente

Baja adhesion a
titanio

El exceso de
cemento se elimina
facilmente

Baja resistencia a la
traccion

Ideal para
provisionalizaciéon

pH alto

Biocompatible

Sellado marginal
excelente

Acidos organicos
sustituyen al

OZsinE
eugenol

Menor
microfiltracion
bacteriana

Hipoalergénico

Mas microfiltracion

Soluble

Elimina el efecto
negativo del
eugenol sobre la
polimerizacion de
la resina en
cementados
permanentes

Baja retencién

Baja resistencia a la
traccion

Bajos parametros
inflamatorios de los
tejidos blandos

Baja incidencia de
periimplantitis

Tabla 5. Caracteristicas de los cementos provisionales para protesis cementadas sobre

implantes(57).




Efectos Bioldgicos de Cuatro Cementos Definitivos usados en Implantologia sobre los Fibroblastos Gingivales Humanos

3.2 Cementos semidefinitivos

Los cementos semipermanentes o semidefinitivos proporcionan una retencion suficiente a
las proétesis para resistir los frecuentes descementados y permitir su recuperacion si fuera
necesario. El fosfato de zinc y el IV se consideran cementos semipermanentes cuando se
usan con protesis cementadas sobre implantes(59). Los cementos semidefinitivos reducen la
incidencia de descementados en comparacidon con los cementos provisionales. Cuando un
cemento tiene una resistencia a la traccién media entre provisionales y definitivos, se
clasifica como cemento semidefinitivo. Un cemento definitivo, como el cemento de resina,
puede hacerse semidefinitivo mezclandolo con vaselina. El fosfato de Zinc y el IV ofrecen un
cierto grado de recuperacion cuando se usan con pilares de titanio o zirconio(61). La revisidn
sistemadtica de Wittneben y Bragger demostrdé una tasa de descementado del 0% para las
coronas cementadas sobre implantes conde fosfato de Zinc(54).La Tabla 6 proporciona una

descripcién general de las caracteristicas de los cementos semidefinitivos.

TIPO DE CEMENTO  CARACTERISTICAS VENTAIJAS INCONVENIENTES
La resistencia a la Menos incidencia de No recomendado para
Fosfato de Zinc traccion es menor que la | descementados que con pilares cortos
de los IV pero mayor que los cementos
(FZ) OZsin E provisionales
Baja viscosidad Fluye facilmente para Inadecuado sellado
mejorar la retencion marginal
mecanica
No adherencia al titanio Muy rigido, adecuado
0 a protesis para zonas con grandes
fuerzas oclusales
Mddulo de elasticidad Estable
mas alto dimensionalmente, no

genera estrés en protesis
de ceramica sin metal

Alta solubilidad durante Facil deteccidén de los
el tiempo de fraguado excesos de cemento
Menos fluido La eliminacion de los

excesos es la mas facil
comparada con
cementos de IV y
cementos de resina

Radiopacidad mas alta Rentable, buena relacién
gue otros cementos coste-efectividad

Barato
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londmero de vidrio
(Iv)

Adecuada fuerza de
mecanica y adhesion a
metal

Retencidn adecuada

Control inadecuado de la
humedad, lo que
produce
microfiltraciones

Manipulacién critica
durante el tiempo de
fraguado

Arrastres-deformacion
del material con el
tiempo

Algunas marcas se
pueden detectar

radiograficamente (E;j.

GC FujiTemp LT)

Microrroturas por
sequedad excesiva
durante el tiempo de
fraguado

Inestabilidad
dimensional (no
recomendado para

coronas completas de
ceramica/disilicato de
litio)
No recomendado en
zonas sometidas a altas
fuerzas oclusales

Alta absorcién de agua

Bajo modulo de
elasticidad

Radiopaco

La retencién aumenta
con el tiempo debido a
la continua
polimerizacidn

Barato
Tabla 6. Caracteristicas de los cementos semidefinitivos para prétesis cementadas sobre

implantes(57).

3.3 Cementos definitivos

Después de una evaluacidon cuidadosa de la salud de los tejidos periimplantarios, los
odontdlogos cementan la protesis indefinidamente. Los cementos definitivos deben tener
caracteristicas que eviten la aparicién de cualquier complicacidn protésica; deben permitir la
retencién a largo plazo; deben perpetuar la salud periimplantaria y tener un resultado
estético deseable. Los iondmeros de vidrio modificados con resina (IVMR), el policarboxilato
de zinc (PCB), y los cementos de resina son cementos permanentes para cementado de
protesis sobre implantes. Una revision sistematica realizada por Chaar y cols.(62) revelé una

tasa de descementado de un 4% con estos cementos (Tabla 7).

Los cementos de resina a su vez pueden ser autopolimerizables o duales (auto vy
fotopolimerizables). La solubilidad marginal del cemento dental también se ve afectada por
la afinidad del cemento para absorber agua. Los cementos de resina absorben agua, pero en
menor medida que los convencionales. Este fendmeno depende de la composicidon quimica
de la matriz, el tipo y la proporcién de particulas de relleno, el grado de conversién de

mondmeros, la arquitectura molecular y nivel de humedad intraoral(55).
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TIPO DE CEMENTO

Manipulacion mas facil que
con el IV convencional

IVMR

CARACTERISTICAS

VENTAIJAS

Apto para zonas con altas
fuerzas oclusales

INCONVENIENTES

Dimensionalmente menos
estable (contraindicado en
prétesis completas de
ceramica)

Aumenta la resistencia a la
traccion y la fuerza de
flexion gracias a la resina

Indicado para cementar
metal, porcelana fusionada
con metal, y ceramicas de

alta resistencia

Mejor fuerza inicial y
menos solubilidad de IV

Menos microfiltracion

Méds absorcion de agua

Los excesos de cemento se
detectan facilmente
mediante radiografias

Radiopacidad parecida a
esmalte

Existen diferentes tonos de
color

Buena retencién

PCB de Zinc

Excelente estética y
capacidad retentiva

Se puede usar en
condiciones de retencion
no
ideales, solo cuando
el ajuste de la prétesis es
perfecto

La eliminacion del exceso
de cemento es dificil si no
se realiza rapidamente.

La pérdida de retencion es
facil con un mal ajuste de la
protesis

Alta solubilidad y media
erosion a los acidos

Fuerza cohesiva débil

Deformacion bajo presion

Radiopaco a 0.5mm de
espesor

Comportamiento corrosivo
del titanio

Insoluble y proporciona

adhesion
Cementos de

El exceso de cemento
puede ser
detectado

Muy baja microfiltracion

Tiene la mayor
microfiltracién de todos los
cementos

Arenar el pilar o la prétesis
no mejora la retencion

No recomendado para
protesis extensas

No recomendado con
pilares de titanio

Alta incidencia de
periimplantitis cuando no
se eliminan los excesos

Resina Mayor retencién

Indicado para pilares cortos

Su alta viscosidad puede
evitar que la protesis se
posicione correctamente en
su lugar, dando lugar a
discrepancias marginales o
a fracturas de la cerdmica

Alto médulo de elasticidad
y fuerza de flexion

Excelente en sector
posterior

La eliminacion de los
excesos es dificil después
de que haya fraguado el
cemento

Fortalece las prétesis de
ceramica

Menos fracturas de protesis
totalmente ceramicas

Altamente viscoso

Alta absorcién de agua

Alta unidn a titanio

Radiotransparente

Excelente estética

El exceso de cemento no se
puede detectar
radiograficamente

Tabla 7: Caracteristicas de los cementos definitivos para prétesis cementadas sobre

implantes(57).
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3.4 Seleccién de los cementos para cementar protesis sobre implantes

La seleccién del cemento dental adecuado se basa principalmente en la retencion y
resistencia a la traccién del material. Sin embargo, la estética se vuelve igualmente
importante al restaurar dientes anteriores. La retenciéon y la estética dependen de la
interaccion del cemento con el pilar o los materiales protésicos disponibles. Diversos
estudios han evaluado la estética y la retencidén de varias combinaciones de pilar-prétesis en
una busqueda para determinar el cemento con mejor rendimiento para cada

combinacion(57).
Valor estético

La combinacién de la seleccidn de prdtesis, cemento y pilar puede cambiar la apariencia del
resultado final. Dede y cols.(63) probaron el efecto de 3 tonos diferentes de cementos de
resina (transltcido, universal y blanco opaco) en la percepcién visual de la prétesis final. El
estudio usd discos para representar combinaciones de pilares disponibles y tonos de
cemento cuando se usa con una corona de disilicato de litio. Los pilares probados eran de
Zirconio, Oro-paladio y Titanio. De todas las combinaciones probadas, solo la combinacién
de Zirconio o pilares de oro-paladio con cementos de resina de color universal fue

estéticamente aceptable.

Estabilidad del color

Las aminas terciarias son componentes de los cementos de resina autopolimerizables y
duales, que activan la reaccién quimica de polimerizacién. Sin embargo, también son
responsables de la inestabilidad del color dentro de la resina. Aunque, es discutible si el
cambio gradual de color en los cementos compuestos afecta el resultado estético a largo

plazo de las prétesis cementadas(64).

Poder de retencion

La resistencia a la traccion de un cemento determina el grado de retencidén. Los
investigadores han probado con varias combinaciones de cementos, con pilares y protesis.
La retencién depilares de Titanio y Zirconio con varios cementos y materiales protésicos se

revisan a continuacion(57).
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Pilares de Zirconio

-Disilicato de litio

Sellers y cols.(61) investigaron la retencién de 6 cementos que cementan coronas de
disilicato de litio totalmente cerdmicas sobre pilares de Zirconio. Se utilizé un modelo de
termociclado para simular el medio oral. El cemento mas retentivo después del termociclado
fue el cemento de resina (Multilink Hybrid Abutment). Sin embargo, la retenciéon de 2
cementos de resina (Panavia 21 y RelyxUnicem) se redujo significativamente después del

termociclado

-Zirconio

Rinke y cols. (65) estudiaron 42 coronas anteriores cementadas provisionalmente en pilares
prefabricados de zirconio durante 7 afios para evaluar la supervivencia y la tasa de
complicaciones protésicas. Solo hubo 4 descementados en un periodo de 7 afios. Se
recomendd el uso de cemento provisional si hay una retencién suficiente. Aunque, es
preferible el cemento de resina si se puede lograr una eliminacién completa del exceso de

cemento.

Pilares de titanio

-Cromo-cobalto (Cr-Co)

Mehl y cols.(66) examinaron la retencidn de las piezas de Co-Cr cementadas sobre pilares de
titanio utilizando varios tipos de cementos. La mayor retencion se obtuvo con los cementos
de resina. El PCB fue el segundo cemento mas retentivo seguido del IV. Otro estudio
confirma que los cementos de resina proporcionan mas retencién para el Cr-Co en

comparacion con IV(67).
-Zirconio

Schiessl y cols. (68) investigaron la retencion de 2 materiales protésicos, Cr-Co y zirconio
cementados sobre pilares de titanio utilizando PCB, FZ, OZsinE, OZE, IV, y cementos de

resina. En este estudio, PCB ofrecié la mayor retencion para Cr-Co. Se observd que la
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retencién de la cofia de zirconio era similar cuando se usaban FZ, OZsinE, OZE, IV y cementos

de resina.
-Oro

Se evalud la retencion de cofias de oro cementadas con cemento de resina en relacidén con
las diferentes alturas de los pilares mejorado la cantidad de retencién. En este estudio, una
superficie de pilar mas grande mejord su cantidad de retencion. Ademas, las cofias se

cementaron con éxito para pilares de titanio de tan solo 5 mm con cemento de resina(69).
-Porcelana fusionada con metal (PFM)

Woelber y cols. (70) realizaron un estudio retrospectivo para evaluar la retencién de protesis
de PFM cementadas apilares de titanio con OZE. La tasa de descementado fue de 8.8% en un
periodo medio de 9,3 afos. Los investigadores recomendaron OZE como una opcidn viable
para retener PFM a los pilares de titanio. Por otro lado, Rinke y cols. (71)examinaron las
complicaciones protésicas de 112 coronas individuales de PFM retenido por OZE y no
recomendaron OZE para retener PFM debido a la alta tasa de descementado. Ademas,
Worni y cols. (72) probaron la retencién de varios agentes de fijacién en combinacién con 2
alturas de pilar diferentes. Los resultados de este estudio sugirieron que el tipo de cemento
utilizado fue mas influyente que la altura del pilar. Entre los cementos probados, PCB
(Durelon, 3M ESPE) y el cemento de resina (Improv, Alvelogro) proporcionaron la mayor

retencidn para coronas PFM apoyado por pilares de titanio.

Sobre la base de estos estudios mencionados anteriormente y otros articulos relacionados,
una guia de seleccién de cemento propuesta basada en la combinacién del pilar y la prétesis

deseada se resume en la Tabla 8
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TIPO DE

Corona

RESTAURACION PFM

Corona

Zirconio

Corona

ceramica

Corona

de oro

Corona

de Cr-Co

OZE/ Cemento | Cemento
I ETRC NG AV RS cemento - de resina | temporal -
de resina de
Hidroxido
de Calcio
PCB/ PCB/ IV/ OZE Cemento PCB/IV/
Pilar de Titanio Cemento | Cemento de resina | Cemento
de resina | deresina de resina
v/ Cemento | Cementos
Pilar de Zirconio Cemento | deresina | de resina/ - -
de resina OZE
~ Pilar cerdmico - Cemento | Cemento
deresina | deresina - -

Tabla 8. Tipos de cemento elegidos basandose en la combinacidn pilar-protesis(57)

4. FRACASO/ COMPLICACIONES DE IMPLANTES

Una complicacion es definida en el Glosario de los Implantes Orales y Maxilofaciales como
» . . -

una desviacion inesperada del resultado normal del tratamiento. Generalmente se clasifica
basicamente como técnica o bioldgica, pero puede incluir, complicacién quirlrgica,
hemorragia, dafo al nervio alveolar inferior, infeccidn, cicatrizacion tardia de la herida o

falta de osteointegracion”(73).

Tanto las coronas unitarias como las protesis soportadas por implantes sufren de diferentes
tipos de complicaciones que conducen a la necesidad de tratamiento correctivo, lo que
aumenta el tiempo total de consulta y los costos del tratamiento. Como consecuencia,

puede producirse una reduccion de la satisfaccion general de la prétesis(74).
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Las complicaciones técnicas incluyen: fractura de implante, fractura de pilar, fractura de la
porcelana, aflojamiento de los tornillos o el pilar o la pérdida de retencién(74). Las protesis
dentales fijas atornilladas sobre implantes demostraron una tasa significativamente mayor

de complicaciones técnicas que las cementadas (73).

Las complicaciones bioldgicas incluyen: periimplantitis y pérdida ésea marginal, signos de
inflamacién (dolor, enrojecimiento, hinchazén y sangrado) o complicaciones de tejidos

blandos, como fistula, gingivitis o hiperplasia(75) (Figuras 10y 11).

Figura 10. Sondaje de un implante con periimplantitis (a). Evidencia radiografica de la

progresiva pérdida de hueso (b) (76).

Figurall. Corona unitaria sobre implantes que presenta inflamacién en los tejidos

periimplantarios(77).
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4.1 Complicaciones periimplantarias y su relacién con el exceso de cemento

Como ya hemos senalado, se puede producir una pérdida 6sea asociada a periimplantitis
tras colocar restauraciones sobre implantes, siendo esto una de las complicaciones
bioldgicas mas comunes. Algunas revisiones sistematicas han encontrado que entre un 8.6—
14.4% de los implantes restaurados son propensos a desarrollar periimplantitis en un
periodo de 5 afios (76). Ademads, parece que a pesar de su tratamiento meticuloso, la
periimplantitis aun puede conducir a la pérdida de los implantes. Hay una fuerte evidencia
de que las bacterias son el factor etioldgico clave en el desarrollo de la periimplantitis. Sin
embargo, los factores de riesgo predisponentes, como haber tenido antecedentes de
infeccion periodontal, el tabaco, la genética o la mala higiene bucal son factores que
también se discuten ampliamente en la literatura(78). Wilson en 2009 (79) también afirmd
que el cemento residual puede actuar como uno de los factores predisponentes para el
desarrollo de periimplantitis. El estudio sugirid que alrededor del 81% de los implantes
restaurados con restauraciones cementadas con signos clinicos y radioldgicos de

periimplantitis tenian cemento residual extracoronal (Figura 12).

Figura 12. Tejidos periimplantarios con remanentes de cemento después de quitar una

restauracién fracturada(76)

Otro estudio mostrd que al usar restauraciones cementadas sobre implantes a menudo se
dejan restos de cemento en los tejidos periimplantarios(80). El hallazgo mas intrigante del
estudio de Wilson fue que los tejidos periimplantarios mostraron una reaccion variada al

cemento residual extracoronal. Las manifestaciones de la enfermedad ocurrieron desde los 4
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meses hasta los 9 afos después de la colocacién de la protesis. Se ha demostrado que la
pérdida dsea relacionada con el cemento puede ocurrir con mucha rapidez; aunque en
algunos casos, se retrasa, y ademas algunos pacientes pueden ser completamente
resistentes al desarrollo de periimplantitis. Los motivos de estas diferencias ain no se han

identificado(79) (Figura 13).

Figura 13. Sangrado e inflamacidn de los tejidos periimplantarios alrededor de una proétesis
cementada (a). Imagen radiografica de perimucositis. Se observan restos de cemento y

pérdida de hueso marginal (b)(76).

Se ha demostrado que la enfermedad periimplantaria estd asociada con el cemento residual,
en particular en pacientes con predisposicion a la enfermedad periodontal. Los restos de
cemento en pacientes sin antecedentes de periodontitis suelen causar enfermedad
periimplantaria menos grave o puede que no se produzca periimplantitis. Los restos de
cemento deben considerarse como un factor predisponente adicional en el desarrollo de
enfermedades periimplantarias crénicas. Por lo que en pacientes susceptibles a la
periodontitis se debe considerar como la mejor alternativa las restauraciones sobre

implantes atornilladas en vez de cementadas (76).

La colonizacién bacteriana de los restos de cemento se ha confirmado en varios estudios in
vitro. Wilson afirmd que no hubo una relacion aparente entre el tipo de cemento utilizado y
la presencia de enfermedad periimplantaria(79). Sin embargo, Korsch(81)en un estudio mas
reciente afirma que los cementos a base de metacrilato parecen ser mas propensos a la

colonizacidén por bacterias patégenas que los cementos a base de OZE. Las superestructuras
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que se fijaron a implantes con cemento a base de metacrilato dan lugar a un aumento de la

hemorragia al sondaje, supuracién, y pérdida 6sea periimplantaria.

En pacientes con periimplantitis asociada a cemento, la eliminacion del exceso de cemento
del surco eliminard la periimplantitis en aproximadamente el 75% de los casos. Estos
estudios, sin embargo, cubren un periodo de observacién de no mds de 3 a 4 semanas
después de la eliminacién del cemento. Hay indicios de que ciertos cementos podrian
provocar inflamacion periimplantaria incluso en ausencia de exceso cemento. Por lo tanto,
no esta clara la influencia, a largo plazo, que la eliminacidn del exceso de cemento tendra en
el tejido periimplantario. Por otro lado, la instrumentacion del pilar utilizando curetas y
escarificadores puede comprometer su superficie y puede favorecer nuevamente la

formacién de una biopelicula(81).

Cuando se observan los margenes del pilar bajo el margen mucoso, incluso después de
intentar una cuidadosa remocién de estos, los restos de cemento siempre estdn presentes,
independientemente de la experiencia del clinico y de los instrumentos utilizados (Figura
14). Estudios in vitro e in vivo demuestran que la profundidad de la interfase corona-pilar de
los pilares del mercado influyen negativamente en la capacidad de eliminar el exceso de
cemento(76, 80). Como ya sabemos, una de las desventajas de las protesis cementadas es la
dificultad o la imposibilidad de retirar la restauracion en caso de complicaciones, sin dafiarla
ni destruirla, siendo el principal beneficio de las reconstrucciones atornilladas su capacidad
de recuperacién. Mientras que la mayoria de los datos disponibles en los estudios se refieren
a pilares prefabricados disponibles en el mercado, se sabe poco sobre la incidencia de los
residuos de cemento en pilares personalizados fabricados por ordenador (CAD / CAM).
Gerhke y cols.(20) en una investigacion in vitro, afirman que el margen de los pilares de los
molares fabricados con CAD / CAM debe ubicarse lo mas coronalmente posible para
minimizar la cantidad de restos de cemento. Si la ubicacion ideal del margen no es factible
debido a las consideraciones estéticas, no se puede recomendar colocar el margen de pilares

los molares mas profundo de 1.5 mm en las regiones interproximales.
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Figural4: En rojo se observa el area cubierta con cemento remanente en el margen

interproximal entre el pilar y la corona(20).

Como ya hemos mencionado, el exceso de cemento no detectado causara inflamacién
periimplantaria asociada a este cemento en aproximadamente el 80% de los implantes. Por
esta razén, se han realizado muchos estudios cuyo objetivo es evitar este cemento
remanente. Una opcidon para la consecucién de este objetivo es la modificacién de la
restauracion dental. Ademas los orificios de drenaje en el pilar y la infraestructura pueden
reducir la cantidad de exceso de cemento después de la cementacion. Otras publicaciones
describen protocolos de cementacién que minimizan el riesgo de exceso de cemento
submucoso y recomiendan que durante la cementacidn las superestructuras solo se llenen
parcialmente, no completamente. La cementacién extraoral temporal con pilares de
implantes duplicados puede reducir notablemente el exceso de cemento cuando la
restauracién dental se inserta inmediatamente en la boca antes de que el cemento se haya
endurecido completamente. Sin embargo, ninguno de estos protocolos eliminara el riesgo

por completo (81).

Las técnicas de cementacion adecuadas aseguran una retencidn correcta de la prétesis y
disminuyen la incidencia de posibles complicaciones. Todas las técnicas deben ser realizadas
para minimizar el exceso de extrusién de cemento durante el asentamiento de las proétesis.
Por lo tanto, las prétesis nunca deben llenarse completamente durante la cementacion ya

gue aumentarian el gap entre el pilar y la corona y esto probablemente dara como resultado
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la extrusion de cemento en el tejido gingival(82). Ademas, los margenes de la corona deben
ser inferiores a 2 mm apicales a la cresta gingival para permitir la deteccidn y eliminacién del
exceso de cemento. A continuacién, vamos a resumir diversos métodos que se han
recomendado para cementar las prétesis soportadas por implantes con el objetivo comun de
limitar el exceso de cemento y previniendo asi la periimplantitis asociada a cemento (83) La

Figura 15 muestra un caso clinico de mucositis periimplantaria inducida por cemento.

Figural5: Mucositis periimplantaria inducida por cemento (A). Excesos de cemento siendo
eliminados (B). Tejido blando curado a las dos semanas y desaparicién de la inflamacion (C)

(57).

5-FORMAS DE LIMITAR EL EXCESO DE CEMENTO

e Recubrimiento incompleto del hueco interno de la prétesis

Una de las técnicas propuestas para minimizar el exceso de cemento en el tejido
periimplantario es recubrir con el cemento solo la mitad coronal del hueco interno de las
protesis. Se cree que este modo de cementacién es beneficioso para prevenir el
asentamiento incompleto de las protesis(84). Sin embargo, podria provocar una zona sin
cemento y una microfiltracién bacteriana en la interfase corona-pilar. Por lo tanto, los
clinicos pueden optar por cubrir solo la mitad apical (no la coronal) del hueco de las protesis
para evitar este problema, siendo este método tan efectivo como el recubrimiento

completo(85)(Figura 16).
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Figura 16. Proceso de cementado de corona unitaria sobre implante(20)

e Presentacidn protésica extraoral con un pilar andlogo del pilar definitivo.

La técnica de presentacién extraoral implica el uso de una réplica (andlogo de pilar), en el
gue se presenta la protesis. Se aplica el cemento y la protesis se coloca en el pilar analogo
primero, por lo que nos permitird poder limpiar correctamente los excesos. Una vez
eliminados los excesos, en el interior de la corona solo quedard el cemento indispensable
que nos permitira cementar la protesis intraoralmente con menor riesgo de que queden
remanentes (86). Santosa y cols. (87) compararon la retencién lograda por las técnicas
convencionales de cementacion y usando los pilares andlogos con los cementos OZsinE e
IVMR y no se hallaron diferencias en cuando a la retencién de los dos cementos al comparar
ambos métodos de retencién. Sin embargo, la cementaciéon extraoral minimizé
significativamente el exceso de cemento(88). La Figura 17 muestra las imdgenes de un
estudio en el que se analiza el sellado marginal con esta técnica, observando la cantidad de
cemento desbordado segin la reduccidn de la altura y radio de los pilares de
precementacién realizados con CAD-CAM, donde observamos la cementacién convencional
(CC), la cementacion con el uso de un pilar de precementacién con una disminucién de 25

pum en su radio y altura(R25), de 50 um (R50) y de 75 um (R75) (88).
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Figura 17. Extenso desbordamiento de cemento alrededor del margen de la coronay el pilar
(A). R25: no se observo desbordamiento de cemento (B). R50 (C). R75 (D). En Cy D se va

observando una cantidad mayor de exceso de cemento (88).

e Creacion de un orificio de ventilacion como depdsito de cemento

Otro método probado para reducir el exceso de cemento es crear un orificio de ventilacién
en las protesis(89) (Figura 18). Esto proporciona un canal para el escape de cemento, lo que
limita el exceso de cemento en el tejido periimplantario. Algunos prostodoncistas optan por
dejar el canal de acceso de tornillo abierto como depdsito para el exceso de cemento.
Jiménez y Vargas-Koudriavtsev(90) midieron la cantidad de exceso de cemento OZsinE
utilizado en 3 protocolos de cementacion diferentes: creando un orificio de ventilacién en la
corona, dejando abierto el canal del tornillo, o utilizando una técnica de precementado,
como ya hemos visto. Los 3 métodos reducen el exceso de cemento. Los investigadores
recomendaron un orificio de ventilacion o canal de acceso del tornillo abierto porque ambos

reducen la cantidad de exceso de cemento mientras se mantiene una retencidn aceptable.
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Figural8: Realizacién de un orificio de ventilacidn en la cofia de una corona usando una fresa

de alta velocidad de carburo (90)

e Cementacién extraoral (Coronas cemento-atornilladas)

Otro método utilizado para limitar el exceso de cemento en el tejido periimplantario es la
realizacion de proétesis cemento-atornilladas. Esto se logra al cementar las prétesis de forma
extraoral, limpiando cualquier exceso de cemento, luego atornillar la combinacién prétesis-
pilar al implante. Las coronas cemento-atornilladas combinan las ventajas de la retencion de
tornillos y la retencion de cemento, permiten la recuperaciéon de las coronas cuando sea
necesario y eliminan el riesgo de exceso de cemento siempre y cuando se limpie

adecuadamente en el proceso extraoral(91)(Figuras 19 y 20).

Figural9: Corona cemento-atornillada
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Figura 20: Proceso de cementado extraoral de corona cemento-atornillada

e Técnica de preparacidn biolégicamente orientada (BOPT)

La técnica BOPT es un tipo de preparacioén sin linea de terminacion. Este protocolo elimina el
perfil de emergencia anatémico de la corona, creando una nueva corona anatdmica con un
perfil de emergencia protésico que simula la forma de un diente natural. El éxito a largo
plazo de los implantes es determinado parcialmente por el collar de tejido blando que rodea
el cuello del implante y la restauracién, lo que promueve un sellado efectivo que protege de
la invasion bacteriana y de posibles inflamaciones futuras. Con la técnica de preparacién
BOPT se mejora el disefo y el comportamiento del tejido periimplantario, ya que se elimina
el gap entre la restauracion y la linea de terminacion al final del pilar transepitelial. Esto deja
la porcién apical del pilar sin cubrir por la restauracién protésica por al menos 2 mm para
estabilizar el tejido conectivo adyacente. Se recomienda una anchura de la mucosa
periimplantaria minima que es necesaria para proteger la osteointegracion tras la colocacién
del pilar y de la corona de los implantes. Con el disefio de las prdétesis cementadas BOPT se
obtiene una mayor anchura de la mucosa queratinizada alrededor del implante, menos
profundidad de sondaje y una menor incidencia de sangrado al sondaje tras 3 afios de carga
funcional de los implantes, en comparacién con las coronas cemento atornilladas y con las
coronas cementadas de manera convencional (Figura 21). Ademds no tuvieron ninguna

complicacién ni mecdnica ni biolégica(77).
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Figura 21. Tres tipos de restauraciones. A) Corona atornillada. B)Corona cementada sin linea

de terminacién (BOPT), C) Corona cementada convencional sin linea de terminacion (77).

Entre los métodos mencionados anteriormente, la utilizacion de un pilar andlogo
proporciond la menor cantidad de exceso de cemento. La técnica de coronas cemento-
atornilladas es aconsejable cuando se utiliza un cemento con suficiente retencién y dificil
eliminacidon del exceso de cemento (p. ej. los cementos de resina), especialmente si los

margenes de la protesis estan 3 mm por debajo de la cresta gingival (57).

El exceso de cemento debe eliminarse inmediatamente después de la cementacién con
curetas, hilo dental o sondas. Una radiografia puede confirmar el asentamiento de la
prétesis y permite detectar grandes trozos de exceso de cemento. Ademas, todos los
pacientes con una prétesis cementada sobre implantes debe acudir de manera rutinaria para

su seguimiento exhaustivo(92).

Para ayudar a la eliminacién de cemento es vital que el odontélogo use magnificacion
mediante microscopio o lupas de aumento, para poder localizar mas facilmente los excesos
de cemento, ya que el tiempo que el cemento estd presente junto a los tejidos
periimplantarios esta directamente relacionado con el nivel de inflamacién, supuracion y

destruccién periodontal(93).
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Figura 22: Pilar con exceso de cemento no detectado (flecha) después de su extraccion (A).
Radiografia, en el momento de la revisidén, que muestra el nivel dseo periimplantario (flecha)

en el segundo molar superior izquierdo (B) (93).

6 -EVALUACION DE LA BIOCOMPATIBILIDAD DE LOS PRODUCTOS SANITARIOS UTILIZADOS
EN ODONTOLOGIA

La norma oficial, en espafiol, de la Norma Europea EN I1SO 7405:2008, que a su vez adopta la
Norma Internacional ISO 7405:2008, elaborada por el comité técnico AEN/CTN 106
Odontologia cuya secretaria desempefia el FENIN: denominada “Odontologia: Evaluacién de
la biocompatibilidad de los productos sanitarios utilizados en odontologia” (94) especifica los
métodos de ensayo utilizados en la evaluacidn de los efectos bioldgicos de los productos
sanitarios que se utilizan en odontologia. Segun la citada norma, encontramos diferentes

definiciones:

Un producto sanitario se define como cualquier instrumento, dispositivo, equipo, software,

material u otros articulos, que se utilicen tanto solos o en combinacién, junto con otros
accesorios, para ser utilizados como fines médicos sobre seres humanos con la finalidad de
realizar:

-diagndstico, prevencién, control, tratamiento o alivio de enfermedades;

-diagndstico, control, tratamiento, alivio o compensacidn de una lesién o deficiencia;

-investigacion, sustitucion o modificacion de la anatomia o de un proceso fisioldgico;
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-control de la concepcién;
Y que no ejerza su accién principal prevista en o sobre el cuerpo humano por medios
farmacoldgicos, inmunoldgicos o metabdlicos, pero que puede ser ayudado en su funcién

con tales medios.

Un material dental es una sustancia o combinacidn de sustancias especialmente formuladas

y preparadas para ser utilizadas en la practica odontoldgica y/o en procedimientos asociados

a la misma.

Un producto final es un producto sanitario en su estado de “listo para ser utilizado”. Esto
incluye muchos materiales dentales que se utilizan recién mezclados, y la evaluacién de los
materiales se deberia considerar tanto en la condicién de recién mezclados como después

de fraguados.

Un control positivo o material de control positivo, es un material y/o sustancia bien

caracterizada que, cuando se evalia mediante un método de ensayo especifico, demuestra
la idoneidad del sistema de ensayo para dar una respuesta reproducible, adecuadamente

positiva o reactiva, en el sistema de ensayo.

Un control negativo o material de control negativo es cualquier material y/o sustancia bien

caracterizada que, cuando se evalia mediante un método de ensayo especifico, demuestra
la idoneidad del sistema de ensayo para dar una respuesta reproducible, adecuadamente

negativa, no reactiva o minima, en el sistema de ensayo.

Esta norma, ademas, clasifica los productos sanitarios de la siguiente manera(94):

1-Clasificacion por la naturaleza del contacto

a) Productos sin contacto: no entran en contacto directo o indirecto con el cuerpo del
paciente. No incluidos en la norma I1SO 10993-1

b)Productos con contacto en la superficie: se incluyen los productos que entran en

contacto con piel intacta, piel erosionada o comprometida de otra manera, con superficie de
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mucosa oral intacta, erosionada o comprometida de otra manera, y los que entran en
contacto con superficies externas de tejido duro dental, incluyendo el esmalte, la dentina y
el cemento dental.

c)Productos de comunicacién externa: en estos productos se incluyen los productos
dentales que penetran y estan en contacto con la mucosa oral, con los tejidos duros
dentales, con el tejido pulpo dental o con el hueso, o con cualquier combinacion de estos, y
gue estan expuestos al entorno bucal. Este grupo también incluye cualquier tipo de material
de revestimiento o de base que se utilice bajo una restauracion.

d) Productos para implantes utilizados en odontologia: En estos se incluyen los
implantes dentales y otros productos dentales que estan parcial o totalmente embebidos en
uno o mas de los sistemas siguientes: tejido blando, como implantes subperidsticos o
subdermales; hueso, como implantes endodseos y sustitutos de hueso; sistema pulpo-
dentinal del diente, por ejemplo, materiales endoddnticos; cualquier combinacion de estos,

como implantes transdseos.

2-Clasificacién por la duracidn del contacto
a) Productos de exposicidn limitada: productos cuya utilizacién o contacto sencillo o
multiple probablemente sea de hasta 24 horas
b) Productos de exposicién prolongada: productos cuya utilizacion o contacto
sencillo, multiple o a largo plazo probablemente sea superior a 24 horas, pero no
excede de 30 dias.
c) Productos de contacto permanente: productos cuya utilizacion o contacto

sencillo, multiple o a largo plazo es superior a 30 dias.

Proceso de evaluacion bioldgica

Cada producto sanitario utilizado en odontologia se debe someter a un programa
estructurado de evaluacién biolégica contemplado dentro de un proceso de gestidon de
riesgos. La seleccién de los ensayos usados para tal fin y la evaluacion global de sus
resultados debe ser realizada por un experto que tenga los apropiados datos quimicos,
fisicos y bioldgicos relativos al producto y que conozca las condiciones de utilizacion

previstas. La seleccion de los métodos de ensayo se debe basar en la consideracién de: el
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uso previsto del producto sanitario; el o los tejidos con los que el producto sanitario puede

entrar en contacto y la duracidn del contacto

Los tipos de ensayo se dividen en 3 grupos:

-Grupo 1: ensayos de citotoxicidad in vitro que incluyen: ensayo de difusién en agar, ensayo
de difusion en filtros, ensayos de contacto directo o de un extracto de acuerdo a la Norma
ISO 10993-5, ensayo de citotoxicidad de barrera de dentina y modelos de placas de diente.
-Grupo 2: ensayos de toxicidad sistematica aguda (aplicacion oral o por inhalacion), ensayos
de toxicidad sistematica subaguda y subcrdnica, irritacion de la piel y reactividad
intracutdnea, hipersensibilidad de tipo retardada, genotoxicidad, efectos locales después de
la implantacion.

-Grupo 3: ensayo de utilizacidon en pulpa y dentina, ensayo de recubrimiento pulpar, ensayo

de utilizacion endoddntico(94)

El término citotoxicidad se utiliza para describir los eventos de la cascada molecular que por
alguna causa se ven interrumpidos e interfieren en la sintesis de macromoléculas
provocando dano celular, estructural y funcional. Este trabajo se centra en las pruebas de
citotoxicidad, en estas pruebas se valoran las reacciones celulares de manera morfoldgica o
cuantitativa basadas en la presencia o ausencia de indicadores evaluables como la viabilidad,
la proliferacion y la funcionalidad celular. Como es el caso de la apoptosis, la adhesidn, la
migracion y la secrecion de sustancias. Estas pruebas son utiles ya que clinicamente los
tejidos danados tienen un menor numero de células viables y, por tanto, menor rango

metabdlico y de proliferacion(95).

Los cementos permanentes usados en implantologia se colocan en la cavidad oral cuando
todavia no han fraguado y por este motivo, durante un periodo corto de tiempo sus
componentes provocan una respuesta local cuando han reaccionado parcialmente o ain no
han reaccionado. Tras el tiempo de fraguado, la liberacién de parte de sus componentes aun
puede ser potencialmente tdxica, ya sea por contacto con los fluidos tisulares, por corrosiéon
o debido a sus propiedades, siendo este el motivo por el que es tan importante testarlos

antes de utilizarlos de manera cotidiana en la practica clinica (96).
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7 -FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS

Los fibroblastos son el principal tipo de célula presente en los tejidos conectivos. Dado que
sus funciones principales son mantener la matriz extracelular y promover una respuesta
inflamatoria, los fibroblastos pueden considerarse unas células clave en el proceso de
curacion de las heridas. Curiosamente, la mucosa oral muestra una cicatrizacion mas rapida
de las heridas y una formacién de cicatrices significativamente reducida en comparacién con
la piel. Las caracteristicas superiores de cicatrizacién de las heridas de la mucosa oral pueden
atribuirse en parte a los fibroblastos orales. Ya se ha demostrado in vitro que los fibroblastos
orales proliferan y migran mas que los fibroblastos de la piel. Por lo tanto, la investigacion
sobre los mecanismos que regulan la proliferacién y migracién de fibroblastos orales y su
respuesta inflamatoria al trauma es de interés para futuras terapias de curacion de heridas y

regenerativas (97).

El principal tipo de células en los tejidos blandos periimplantarios son los fibroblastos
gingivales humanos. Los fibroblastos sintetizan y mantienen los componentes de la matriz
extracelular, participan en el mantenimiento de la homeostasis del tejido conectivo y son los
responsables de la reparacion y la regeneracion de los tejidos en el proceso de curacién. Los
fibroblastos juegan un papel importante en el establecimiento y mantenimiento del sellado
mucoso de los implantes. Algunas investigaciones han sugerido que la modificacidon de la
superficie de los implantes influye significativamente en el comportamiento de los
fibroblastos, como la adhesion, la proliferacién, la morfologia y diferenciacion, lo que

desencadena una reaccién del tejido blando en la superficie del implante (98).

Alrededor de dientes e implantes, el epitelio de unidn y los fibroblastos gingivales del tejido
conectivo proporcionan un sellado entre la cavidad oral y el hueso mediante
hemidesmosomas, evitando asi que las bacterias y las toxinas bacterianas migren a lo largo
de la interfase entre los tejidos blandos y las reconstrucciones. El cemento y los materiales
restauradores, que estan en contacto con tejidos blandos, por lo tanto, deben promover la

adhesién y crecimiento de los fibroblastos al mismo tiempo que impiden la formacion
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extensa de biopeliculas. Estudios in vitro con fibroblastos gingivales humanos se realizan
comunmente, como ya hemos mencionado, para evaluar la biocompatibilidad de los
componentes de los implantes (99) y otros materiales dentales como adhesivos de
protesis(100), cementos para cementar proétesis definitivas(101) o materiales de

restauracion(102).
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I1- JUSTIFICACION CLiNICA

Cuando se colocan prdétesis cementadas sobre implantes se usan diversas variedades de
cementos, siendo uno de los tipos mas usados en la actualidad, por adherir bien a
numerosas superficies, los cementos de resina. Estos materiales quedan bloqueados debajo
de las restauraciones, debido a que la eliminacién de su extrusion es muy complicada, por
eso estos materiales quedan en intimo contacto con los tejidos gingivales, volviéndose la

biocompatibilidad una de las caracteristicas indispensables para estos productos.

En el mercado actual podemos encontrar numerosos tipos de cementos y la aparicion de
nuevas formulaciones de los mismos estd al orden del dia. Los materiales que surgen
intentan combinar propiedades y caracteristicas de otros ya establecidos, con nuevas y
prometedoras propiedades. La constante evolucion de estos materiales requiere de una
investigacion adecuada para decretar tanto las indicaciones como las limitaciones que
puedan representar para la practica clinica. Como se viene haciendo tiempo atras y de
manera ya establecida, el andlisis de las propiedades fisico-quimicas, mecanicas y por
supuesto, los estudios de biocompatibilidad, son necesarios para conseguir despejar

cualquier duda que pueda cuestionar su utilizacion.

Con este estudio se pretende analizar las propiedades de biocompatibilidad de estos

cementos utilizando fibroblastos gingivales humanos, ya que son las células que quedan mas

préximas a la zona de actuaciéon de los materiales que nos ocupan.
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11I-OBJETIVOS

Objetivo principal:

Determinar los efectos biolégicos de cuatro cementos comerciales (RelyxUnicem 2, Panavia
V5, Multilink Hybrid Abutment y SoloCem), utilizados en implantologia sobre fibroblastos

gingivales humanos.

Objetivos secundarios:

Evaluar la proliferacidn y viabilidad celular de los fibroblastos gingivales humanos en

contacto con los cementos de resina

e Estudiar la migracién celular de los fibroblastos en presencia de los cementos de

estudio.

e Observar la morfologia celular de los fibroblastos en contacto directo con los

cementos, mediante la obtencidn de imagenes de fluorescencia.

e Analizar imagenes microscopicas de las caracteristicas y superficies de los cementos

e Valorar el numero de especies reactivas de oxigeno producidas tras la aplicacion de

los distintos cementos.
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IV- MATERIAL Y METODOS

1. MATERIALES

1.1 CEMENTOS.
Los biomateriales utilizados en este estudio fueron dos cementos de polimerizacion dual:
RelyxUnicem 2 (RU) y Panavia V5 (PV5); y dos cementos de autopolimerizacion: Multilink

Hybrid Abutment (MHA) y SoloCem (SC).cuyas composiciones quimicas y propiedades se

muestran en la Tabla 9.

MATERIAL

TIPO

FABRICANTE

COMPOSICION

NUMERO
DE LOTE

Relyx
Unicem
2®

Polimerizacidn
dual

3M, Seefeld,
Germany

Esteres fosféricos
metacrilados, mondmero de
metacrilato, rellenos de
DMA, rellenos silanados, 72
% en peso/54 % volumen de
cargas.

5867714

Panavia
V5@

Polimerizacion
dual

Kuraray Medical
Inc., Sakazu,
Kurashiki,
Okayama, Japan

Pasta A: Bis-GMA, TEGDMA,
dimetacrilato aromatico
hidrofébico, dimetacrilato
alifatio hidrofillico, relleno
de vidrio de barrio silanado,
relleno de vidrio de
fluoroalminosilicato, silice
coloidal, acelerador,
iniciador.

Pasta B: Bis-GMA,
dimetacrilato aromatico
hidrofébico, dimetacrilato
alifatico hidrofilico, relleno
de de vidrio de barrio
silanado, relleno de 6xido de
aluminio silanado, relleno de
oxido de aluminio silanado,
acelerador, dI-
alcanforquinona, pigmentos.

450101

Multilink
Hybrid
Abutment

®

Auto-curacion

Ivoclar Vivadent,
Schaan,
Liechtenstein

Mondmero matrix:
dimetacrilato, HEMA
rellenos inorganicos (aprox.
36%): vidrio de bario,
trifluoruro de iterbio, dxido
mixto esferoide, 6xido de
titanio.

Y31604

SoloCem®

Auto-
polimerizacion

Coltene/Whaled
ent, Altstaetten,
Switzerland

UDMA, TEGDMA, 4-META,
2-HEMA, DBP; BP

146204

Tabla 9. Composicidon quimica y propiedades de los biomateriales testados.
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En la Figura 23 podemos observar las presentaciones comerciales de los cuatro cementos

utilizados en este estudio.

(A2)

Figura 23: Presentacién comercial de los 4 cementos usados en el estudio

1.2 PREPARACION DE LOS MATERIALES
Para que las condiciones de este estudio in vitro fueran lo mas parecidas posible a la
realidad, y puesto que los cementos iban a estar en contacto con el tejido gingival y son
materiales que fraguarian junto a las células gingivales, se eligidé el método de elucidn, en el
gue se extrae un eluato o extracto mediante un disolvente que entra en contacto con el
material, al que llamamos eluente. La preparacién de los extractos de los distintos
materiales se realizo siguiendo el protocolo estandar establecido en las normas ISO 10993-5

para test de citotoxicidad in vitro(94).

Los cementos fueron preparados segln las instrucciones del fabricante y depositados en
moldes cilindricos de 5 mm de didmetro (40 discos de cada cemento). Posteriormente, Relyx
y Panavia fueron auto-polimerizados 30 segundos y polimerizados con luz mediante la
ldmpara Bluephase G4 (lvoclarVivadent, Schaan, Liechtenstein) durante 20 segundos cada
uno a 515 nm y 1200 mW/cm?, mientras que Multilink y SoloCem fueron depositados en

moldes cilindricos hasta su completa polimerizacidon. A continuacion, las muestras fueron
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desinfectadas mediante exposicidn bajo una lampara de luz ultravioleta durante 20 minutos
y depositadas en medios de cultivo (DMEM Gibco, Thermo Fischer Scientific, Carlsbad, CA,
Estados Unidos) durante 24h a 372C, 5% CO, y humedad atmosférica. Se siguieron también
las normas de la Organizacidon Internacional para la Estandarizacion (I1SO) guia 10993/12 para
la evaluacién biolégica de dispositivos médicos, preparacion de muestras y materiales(103).
Posteriormente, antes del uso en cultivo celular, los diferentes extractos de los cementos
fueron recogidos con una jeringa estéril y filtrados, para eliminar residuos, a través de un
filtro con un tamafio de particula 0.22 um. De este modo se obtuvo un resultante a

concentracion total (1:1) y se realizan diluciones del mismo (dilucién 1:2 y dilucién 1:4).

2. AISLAMIENTO Y CULTIVO CELULAR

Los fibroblastos gingivales humanos se obtuvieron del tejido gingival que se extrajo unido a
cordales inferiores impactados en el momento de su extraccién (n=10), de acuerdo con el
comité de ética de la Universidad de Murcia (UM; ID: 2199/2018) (Anexo 1). Todos los
participantes fueron informados por escrito, dando asi su consentimiento para participar en
el proyecto de investigacion (Anexo Il). Inmediatamente tras la extraccion de los dientes
incluidos, estos se depositaron en un tubo tipo Falcon con un medio de cultivo que constaba
de Minimum Essential Medium Eagle (MEM; Sigma-Aldrich), una mezcla antibidtica (100
unidades/ml de penicilina y 100ug/ml de estreptomicina; Sigma-Aldrich) y antifungicos (250
unidades/ml de anfotericina b; Sigma-Aldrich). Las muestras fueron conservadas a una

temperatura entre 4-8°Cy se procesaron antes de que transcurrieran 12 horas.
Extraccion del tejido gingival

Durante la extraccion del tejido gingival se trabajo en condiciones de esterilidad, haciendo

uso de una cabina de seguridad biolégica vertical tipo Il con filtro HEPA (Telstar) (Figura 24).
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Figura 24. Cabina de seguridad bioldgica vertical tipo Il con filtro HEPA (Telstar).

La muestra se obtuvo mediante la extraccion distal de la mucosa de los terceros molares
inferiores. A continuacion, el tejido obtenido fue lavado con solucién fisioldgica estéril para

eliminar restos de sangre y finalmente se procedié a retirar mecanicamente el epitelio.

El tejido fue disgregado con ayuda de un bisturi sobre una cdpsula de Petri, que contenia

tampon fosfato salino (PBS, 0,1M, PH 7,4), obteniéndose asi pequefias porciones del mismo.

Posteriormente, la muestra fue suspendida en medio Eagle modificado por Dulbecco (D-
MEM) completo, suplementado con 10% de suero fetal bovino L-glutamina al 1% y 100ug/ml

de una mezcla de antibidticos (penicilina/estreptomicina).

A continuacion, el tejido gingival (junto con el tampdn fosfato, PBS) se transfirié a un tubo
(Falcon), el cual se centrifugé a 1000 rpm durante 10 minutos, eliminando el sobrenadante y
extrayendo un precipitado, que posteriormente se sometiod a una disgregacién enzimatica y

mecanica con el fin de separar las células del tejido.
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Disgregacion enzimatica
El procedimiento fue el siguiente:

1

Extraccion del precipitado celular, sometido a una solucidn de proteasa: colagenasa |

(3 mg/I (Sigma Aldrich) durante 1 hora a una temperatura de 372C.

2- La proteasa se inactivd adicionando un volumen igual o mayor de medio de cultivo
celular MEM muy frio.

3- Centrifugacién durante 10 minutos a 1100 rpm (Figura 25).

4- Eliminacion del sobrenadante y adicion de medio de cultivo celular MEM con

antibiotico (anfotericina b a una concentracién de 250 unidades/ml).

Figura 25. Centrifuga de laboratorio

Disgregacion mecanica
1- Supresién de los partes mas grandes de tejido remanente, extraccion de las células

del tubo con una pipeta Pasteur y depdsito sobre una malla estéril de 70 um (Falcon,

BD), donde se tamizaron a través de la malla afadiéndose medio de cultivo MEM.

2- Centrifugacién durante 10 minutos a 3G.

3- Eliminacién del sobrenadante y adicién de medio de cultivo celular MEM.
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Finalmente, las células fueron sembradas en un frasco de cultivo con medio de cultivo
DMEM (Figura 26) y se incubaron a 37 2C a una saturacion del 5% en CO2 y 95% de humedad
relativa. Transcurridos 7 dias, se cambié el medio de cultivo por DMEM completo y se
conservaron en la incubadora en condiciones normales. Por ultimo, los fibroblastos
gingivales humanos fueron criopreservados en suero fetal bovino que contenia DMSO al 10%

hasta ser utilizados.

Figura 26. Medio de cultivo DMEM

3. RECUENTO CELULAR
Previamente a cultivar las células obtenidas, se llevé a cabo un recuento asi como una
estimacion de la viabilidad celular haciendo uso de la camara de Neubauer o hemocitometro

con azul tripan.

Para separar las células del frasco, se procedié a la eliminacién del medio de cultivo y
posterior lavado con tampdn fosfato, PBS. A continuacidn, se afadieron 2 ml de tripsina al
0,25% con EDTA al 0,25 mM y se incubd a una temperatura de 379C, 5% CO, y 95% de
humedad relativa durante un tiempo de 5 minutos. Una vez separadas las células del frasco
gue contenia el medio de cultivo, se adiciond 10 ml de Medio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) con el objetivo de neutralizar la tripsina. Finalmente, se transfirieron las células
suspendidas a un nuevo tubo tipo Falcon, para poder centrifugarlo a 300g durante 5
minutos, quedando de esta forma las células en el precipitado. Obtenido el precipitado, se

volvid a resuspender en medio DMEM completo. Todos los procedimientos llevados a cabo
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se realizaron dentro de la camara de flujo vertical tipo Il, asegurando asi las condiciones

estériles del medio.

Realizado el procedimiento descrito con anterioridad, se procedid al recuento de células por
mililitro. Para ello, se agitd la suspension celular obtenida y se transfirieron 50 microlitros de
la misma a un tubo Eppendorf, junto con 50 microlitros de azul tripan, se homogeneizé la
mezcla y se transportd a una cdmara Neubauer o hemocitémetro (Figura 27), donde tras
dejar que las células se asentaran durante 2 minutos se procedid a realizar el conteo,
haciendo uso del microscopio de contraste de fases. Contando por separado, células teiidas
de color azul (no viables) y células birrefringentes o blancas (vivas o viables) que se
observaban en cada uno de los cuadros, obteniéndose como resultado muestras entre 3000
y 5000 células, cantidades preestablecidas mediante la realizacién de una curva de

viabilidad.

Figura 27: Contador celular y Cdmara de Neubauer (divisiones de la camara)
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Tras hacer el recuento y la estimacion de viabilidad, se ajustd la solucion celular a 1x10°
células/ml y se sembraron 3 ml por frasco de cultivo DMEM de 25 cm? (Sarstedt) a 372C, 5%
COy, y 95% HR. En nuestro estudio, se utilizé una placa de 96 pocillos para el andlisis de
proliferacion celular y una placa de 12 pocillos para el analisis de adhesién al material de

estudio (Figura 28).

Figura 28: Medio de cultivo DMEM, placa de 96 pocillos y placa de 12 pocillos dentro de la

camara de flujo vertical

4. ENSAYOS EXPERIMENTALES

4.1ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR (MTT).

La viabilidad celular se evalia en presencia de diferentes eluciones de los materiales a
estudiar (cementos), utilizando para ello el ensayo colorimétrico MTT (MTT Cell Growth kit,
Chemicon, Rosemont, EEUU). Dicha técnica pretende evaluar de forma indirecta la
proliferacion de fibroblastos gingivales, mediante la determinaciéon de la funcionabilidad
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-
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ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Al reducirse, el MMT se convierte en un compuesto de la
familia formazanos, de color violeta e insoluble en agua. Para cuantificarlo se disuelve en un

disolvente organico, DMSO (dimetilsulféxido) y se mide su color mediante la Aszo.

En nuestro estudio, se colocaron los fibroblastos gingivales en placas de 96 pocillos a una
densidad aproximada de 100 células / pocillo y a continuacidn, se incubaron a 37 ° C/ 5% de
CO; hasta la confluencia. Posteriormente, se procedio a retirar el medio de cultivo (medio de
cultivo con el cemento) y se reemplazé por uno de los eluidos descritos anteriormente (1: 1,
1: 2 y 1: 4) durante 72 h. La actividad metabdlica de los fibroblastos gingivales humanos
expuestos a los extractos de cemento fueron analizados a las 24, 48 y 72 horas del cultivo.
Las células sin extractos sirvieron como control. A continuacion, se anadio el reactivo MTT
(amarillo) a los pocillos y se dejo reposar durante 4 h, a 379C, 5% de COyy 95% de HR.
Posteriormente se retird el sobrenadante con el MTT y se lavaron las células con PBS, y se
adicioné dimetilsulféxido (DMSO) (100 ul / pocillo) para romper las membranas celulares y
asi poderse liberas los cristales formados de formazan. Se retird la cubierta y se evalud la
absorcion de luz en cada pocillo a 570 nm utilizando un lector de microplacas (Synergy H1,

BioTek) a 570 nm (Abs570) (Figura 29).

Figura 29. Formacion de cristales de formazan.
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4.2 ENSAYO DE MIGRACION CELULAR

El ensayo de cierre de “herida” (wound healing assay) tiene como principal objetivo el
estudio de la migracidn celular. Es un ensayo fdcil, barato y ampliamente utilizado por los
investigadores. Se basa en la observacion del comportamiento de una monocapa confluente
de células a la que previamente se le ha realizado una brecha o “herida”. Las células en el
borde de la brecha se moveran hacia la abertura hasta establecer nuevos contactos célula-
célula, cerrando asi la citada “herida”. Los pasos basicos implican la creacidn de la “herida” o
area libre de células en la monocapa celular, la captura de imdgenes de manera periddica
durante el experimento y la comparacién de todas las imdagenes para determinar la

velocidad de migracion celular.

Este experimento permite analizar tanto la migraciéon de la monocapa como el movimiento
de células individuales. Comparando la capacidad de las células para cerrar una solucion de
continuidad sin estar expuestas a las sustancias que queremos estudiar (control) con

respecto a las células que si lo estan.

EL protocolo utilizado fue el siguiente:

1. Recuento celular en la camara de Neubauer o hemocitdmetro para analizar la
cantidad de células a sembrar.

2. Siembra de células en 5 placas de 12 pocillos (una para cada cemento mas el control),
con DMEM completo e incubacion a 372C, 5% CO; y 95% HR hasta que las células
alcanzaron mas del 80% de confluencia en monocapa.(Figura 30A)

3. Realizacion de una herida o “scratch wound” siguiendo la técnica de “wound healing”
en el centro de cada pocillo y se desecha el medio de cultivo.

4. Adicién del eluente obtenido con cada uno de los cementos selladores y en
diluciones 1/1, 1/2 y 1/4 excepto para el control que simplemente se cambié el
medio con DMEN completo. El procedimiento se realizé por triplicado, incubandose
las células en condiciones normales.

5. Observacién del progreso de cierre de la herida bajo microscopio dptico (Figura 30B),
mediante toma de imagenes del proceso a la 0, 24 y 48 horas. Dichas imagenes se
analizaron con el programa Image J, determinando de esta manera el area sin cerrar.

(Figura 30C)
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Figura 30. A) Placa de 12 pocillos. B) Microscopio dptico. C) Pantalla del microscopio éptico.

4.3 ANALISIS DE LA MORFOLOGIA CELULAR.

El analisis confocal se utilizd para analizar los cambios en el citoesqueleto de actina de las
células gingivales. Para ello, los fibroblastos gingivales humanos se sembraron a una
densidad de 1x10* en placas de 24 pocillos cultivadas en medio de cultivo que contenia
extractos sin diluir de los diferentes cementos. Posteriormente, las células fueron fijadas con
una solucion de paraformaldehido al 4% en PBS, se lavaron con PBS y se permeabilizaron con
Tritdn X-100 al 0,25% en PBS durante 10 minutos. El citoesqueleto de actina F se detectd
incubando células durante 1 h con faloidina conjugada con CruzFluor594 (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX, EEUU). Después de varios lavados, las células fueron incubadas
con diclorhidrato de 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (sonda molecular fluorescente, 0,2
mg/ml en PBS) durante 1 hora a 37° C con la finalidad de marcar los nucleos celulares.
Finalmente, las imdagenes fueron adquiridas utilizando un microscopio de fluorescencia

Axiolmager M2 Zeiss (Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania).

4.4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO CON ESPECTROMETRIA DISPERSIVA DE
RAYOS X (MEG/EDS
Para estimar el efecto de la quimica superficial de los diferentes cementos sobre la adhesion
celular y el crecimiento, se utilizé el microscopio electréonico de barrido (MEB).
El proceso realizado fue el siguiente:

e Un total de 5x10* fibroblastos gingivales humanos fueron directamente sembrados

en cada superficie de disco y cultivadas durante 72 horas.
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e Se elimind el sobrenadante de las muestras y se lavaron con PBS.

e Posteriormente, las muestras fueron fijadas con glutaraldehido al 4% en tampdn
cacodilato de sodio con sacarosa 0,1 M de 3-5 horas.

e Se retird el fijador en frio y se afiadid el lavador (tampdn cacodilato de sodio con
sacarosa) durante una noche.

e Contrastado de la muestra con tetradxido de osmio al 1% durante 2 horas.

e Lavado con tampdn cacodilato con sacarosa y asentamiento durante 12 horas.

e Deshidratacion en acetona al 30%, 50%, 70%, 90% y 100% durante 20 minutos con
cada concentracion.

e Se llevaron al punto critico con acetona al 100% y CO2 liquido en una cdmara de
secado de punto critico Leica EM CPD030(Figura 31A)

e Adicién de un recubrimiento (pelicula) de oro/paladio mediante la técnica de
“sputtering” en el metalizador 134 Bio RAD Polaron SEM COATEM SYSTEM E5100
(Hercules, California, EEUU)(Figura 31B)

e Observacién de las muestras mediante microscopia electrénica de barrio (Jeol 6100
EDAC, EEUU) (Figura 32) con un voltaje operativo de 30 kV y toma de imagenes con
el sistema de captacion autobeam del sistema de microanaalisis INCAX-STREAM con

amplificaciones de 100x y 300x.

Figura 31: Camara de secado (A). Muestras recubiertas de oro (B).
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Figura 32. Microscopio de Barrido JEOL-6100 y sistema de Microanalisis por

dispersidon de Rayos X INCA de Oxford Instruments.

El espectro de rayos X emitido por un espécimen permite llevar a cabo una medida

cualitativa (medida del rango de cada rayo X emitido que es caracteristico de cada elemento)

y una medida cuantitativa (la medida de la cantidad de rayo X que se emite por segundo nos

dice qué cantidad de elemento esta presente). Asi, podemos caracterizar un material sélido

mediante MEB con espectrometria dispersiva de rayos X (EDS).

El protocolo para la caracterizacidn de los cementos fue el siguiente:

1.
2.

Eliminacién del sobrenadante de las muestras y lavado con PBS.

Fijacion con glutaraldehido al 2,5 % en tampdn cacodilato de sodio con sacarosa 0,1
M de 3-5 horas.

Eliminacién del fijador en frio y adicion del liquido lavador (tampdn cacodilato de
sodio con sacarosa) durante una noche.

Contrastado de la muestra con tetradxido de osmio al 1% durante 1-2 horas.

Lavado con tampdn cacodilato con sacarosa y asentamiento durante 12 horas.
Deshidratacidén en acetona al 30%, 50%, 70%, 90% y 100% durante 20 minutos con
cada concentracion de forma sucesiva.

Se llevaron al punto critico con acetona al 100% y CO; liquido en una cdmara de
secado de punto critico Leica EM CPD030 (Figura 33).

Aplicacién de una pelicula de carbdn en la unidad CC7650 SEM Carbon Coater.
Andlisis de las muestras mediante el sistema de captacién de rayos X incorporado en

el microscopio electrénico de barrido Jeol 6100 EDAX (EEUU).
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N

Figuré 33. Muestras recubiertas con carbdn.

4.5 EVALUACION DE ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO

Para determinar los niveles de cualquier especie de oxigeno reactivo (ROS) producida por los
eluatos de los diferentes cementos, los fibroblastos gingivales humanos fueron
resuspendidos en 1 ml de PBS e incubados con 5 uM del indicador general de estrés
oxidativoCM-H2DCFDA (Invitrogen, Molecular Probes, Eugene, Ca, EEUU) durante 30
minutos a 37 2C. A continuacidén, los fibroblastos gingivales humanos fueron lavados dos
veces, se introdujeron de nuevo en la estufa con medio de cultivo completo y se analizaron

por citometria de flujo (FACSCANTO II ™),

5. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de migracidn celular, ensayo de viabilidad (MTT) y evaluacidn de especies reactivas
de oxigeno (ROS), fueron analizados mediante el uso del paquete de software estadistico
SPSS version 20.0 (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA). Se utilizo el test de Kolmorov-Smirnov para la
evaluacién de la distribucion normal de los datos, mientras que las diferencias entre grupos
fueron estudiadas mediante el andlisis de la varianza (ANOVA) seguido de un test de
Bonferroni. El conjunto de todos los datos han sido expresados como media + desviacidon

estandar, considerando un valor significativo una p<0,05.
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RESULTADOS
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V-RESULTADOS

1. ENSAYO DE VIABILIDAD (MTT)
La actividad metabdlica de los fibroblastos gingivales humanos expuestos a los extractos de
cemento fueron analizados a las 24, 48 y 72 horas del cultivo y a diluciones 1:1, 1:2 y 1:4

(Figuras 34-36).

Desde las 24 horas en adelante, todos los extractos diluidos de Panavia disminuyeron
significativamente la viabilidad de los fibroblastos gingivales humanos en comparacion al
grupo control (**p<0,01, ***p<0,001), con la Unica excepcién de la dilucién 1:4 después de

72 horas de cultivo, la cual muestra una viabilidad comparable al control celular.

Por otro lado, los extractos de Multilink no afectaron a la viabilidad celular en las primeras
24 horas, aunque produjeron una reduccidn transitoria y significativa de la viabilidad celular
a las 48 horas tanto en la dilucién 1:1 y 1:2 (**p<0,01, ***p<0,001). Sin embargo, la
viabilidad celular presenta una tasa similar al grupo control después de 72 horas,

evidenciando una recuperacion de la misma.

Los extractos de SoloCem reducen significativamente la viabilidad de los fibroblastos
gingivales humanos tanto usando la muestra sin diluir como en la dilucién 1:2 (***p<0,001).
Sin embargo, la dilucién 1:4 no afecta a la viabilidad celular después de 24 o 48 horas del

cultivo celular.

Finalmente, extractos de Relyx no muestran diferencias significativas pasadas 48 horas

desde el cultivo en comparacion al control (*** p<0,001).
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Figura 34. Proliferacidon celular de los diferentes materiales aplicados sin diluir.
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Figura 35. Proliferacidn celular de los diferentes materiales aplicados a dilucion 1:2.
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Figura 36. Proliferacion celular de los diferentes materiales aplicados a dilucién 1:4

2. EVALUACION DEL ENSAYO DE MIGRACION CELULAR.
Para evaluar los efectos de los diferentes cementos sobre los fibroblastos gingivales
humanos, se llevd a cabo el proceso de migracién celular, mediante el modelo de
curacion de herida (wound healing). El estudio tiene como finalidad observar el
comportamiento de una monocapa de células a las que previamente se le ha realizado
una “herida” (o raspado). Las células en el borde donde se hizo el raspado se moverdn
hacia la abertura, de tal modo que se puede diagnosticar que tipo de cemento cierra

mejor dicha “herida”.

Como muestra la Figura 37, la velocidad de migracidon de los fibroblastos gingivales
humanos en presencia del extracto SoloCem sin diluir fue significativamente mas lento
que en la muestra control en todos los periodos de tiempo (*** p<0,001).
Contrariamente, en todos los periodos de tiempo y en todas las diluciones estudiadas, la

velocidad de migracién con eluatos de Multilink fue similar a la del grupo control y sin
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diferencias detectables. En relacién al grupo Panavia, Unicamente se detectaron
diferencias significativas con el eluato sin diluir (*p<0,05;**p<0,01); mientras que no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas ni en la diluciéon 1:2 ni en la
diluciéon 1:4 en comparacion con el cierre de herida del grupo control. Finalmente, se
detectaron diferencias significativas en eluatos de Relyx sin diluir en comparacion al

grupo control tanto a las 24 horas como a las 72 horas (**p<0,01; (***p<0,001).

Control
5 Control Solocem Panavia Multilink Relyx
2 110
= 100 i
S @ 80
e 270
< s M Non diluted
] E o M Diluted 1:2
5 § i I Diluted 1:4
> & 40
° gomm 0gl R B
o) O 20
< 10
“ 0
g 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72 24
< Tiime (h) Tiime (h) Tiime (h) Tiime (h) Tiime (h)
~
~

Solocem Panavia Multilink Relyx  Solocem Panavia Multilink  Relyx Solocem Panavia Multilink  Relyx

Non Diluted Diluted 1:2 Diluted 1:4

72 hour 48 hour 24 hour 0 hour

Figura 37. Efecto de diferentes extractos de cemento sobre fibroblastos gingivales

humanos.

3. ANALISIS CONFOCAL, MORFOLOGIA CELULAR (INMUNOFLUORESCENCIA)
Después de que los cultivos celulares fueran expuestos, durante 72 horas, a los diferentes
extractos de los tipos de cementos, se observaron los siguientes resultados (Figura 38):
e Los fibroblastos gingivales humanos cultivados en presencia de extracto SoloCem
mostraron una baja densidad de células viables.

e Los fibroblastos gingivales humanos en contacto con otros cementos comerciales
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(Panavia, Multilink, Relyx) mostraron un crecimiento celular favorable ademas de
una similar y correcta organizacién de filamentos de actina-F en comparacién al

grupo control.

Solocem Panavia

Control

100pum

Multilink Relyx

100pum

Figura 38. Morfologia del citoesqueleto y nucleo de los fibroblastos gingivales a las 72 horas
de cultivo en los cuatro tipos de cementos comerciales mediante microscopio de

fluorescencia confocal.

4. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO Y ESPECTROMETRIA DISPERSIVA DE RAYOS X.

El analisis de la adherencia y morfologia celular de los fibroblastos gingivales humanos en la
superficie de los diferentes cementos mostraron la presencia de pocas células y detritos en
el grupo SoloCem, evidenciando muerte celular, mientras que una mayor abundancia y
funcionalidad celular fue evidenciada en el grupo Relyx. Ademas, un crecimiento celular
moderado y células alargadas fueron detectados en los grupos Multilink y Panavia. En
relacion a la apariencia morfolégica de las superficies, la microscopia electrénica de barrido
mostré variaciones morfoldgicas entre las diferentes muestras analizadas. Microfotografias
de las superficies de cementos de Relyx y SoloCem evidenciaron agregados esféricos e
irregulares de varios tamanos. Particulas de formas irregulares de varios tamafios pudieron

ser observadas con cementos de Multilink y Panavia (Figura 39).
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Solocem Panavia Multilink
100X 1 OX 100X

Figura 39. Micrografias mediante microscopia electrdnica de barrido de las superficies de los

distintos cementos en contacto con los fibroblastos gingivales humano

En cuanto a su composicidon quimica, el analisis elemental de Multilink mostro silicio y altas
cantidades de titanio. Sin embargo, el analisis elemental mostré que SoloCem contenia
grandes cantidades de terbio y silicio. Relyx presentd carbono, oxigeno, aluminio, silicio,
fésforo, fluor, sodio, azufre, calcio, estroncio, lantano y tungsteno en su composicién.
Finalmente, en el caso de Panavia, la principal diferencia en términos de composicién fue la

presencia de grandes cantidades de bario (Figura 40).
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Figura 40. Andlisis morfolégico y quimico de cada uno de los cementos comerciales

estudiados mediante microscopia electrdnica de barrido y dispersion de Rayos X.

EVALUACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ROS)
Como muestra la Figura 41, los niveles de especies reactivas del oxigeno medidos en
fibroblastos gingivales humanos cultivados en presencia de extractos de SoloCem
(dilucion 1:1 y 1:2) o Relyx (diluciéon 1:1) fueron significativamente mayores en
comparacion a los niveles de especies reactivas de oxigeno detectadas en las células del
grupo control (***p<0,001). Por el contrario, cuando los fibroblastos gingivales humanos

fueron cultivados con Multilink o Panavia sin dilucidon o extractos diluidos, los niveles de
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especies reactivas de oxigeno intracelular no fueron diferentes de las observadas en las

células control.

Control Multilink Panavia Relyx Solocem
11 11 11 11
A \ A A
\ \
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Figura 41. Evaluacién de las especies reactivas de oxigeno en los distintos cementos

comerciales estudiados mediante citometria de flujo.
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VI- DISCUSION

Los cementos dentales son uno de los componentes imprescindibles en la realizaciéon de
restauraciones cementadas sobre implantes y proporcionan un ajuste pasivo con retencién a
largo plazo de la interfase pilar-corona. Aunque los implantes atornillados mitigan la
inflamacién inducida por los cementos y una posible periimplantitis, muchos odontdlogos
prefieren restauraciones cementadas para mejorar la estética y la forma oclusal y por
razones econdmicas. Es fundamental que los dentistas estén bien informados sobre las
posibles consecuencias de las diferentes composiciones de los cementos dentales sobre la
salud del tejido periimplantario, especialmente teniendo en cuenta que la seleccidn
adecuada de cemento puede disminuir el riesgo de complicaciones que conducen al fracaso
del implante dental. Es de gran importancia que el clinico conozca que el cemento entrard
inevitablemente en contacto con los tejidos blandos al cementar la corona, y que si éste se
deja subgingival, su composicion puede influir en la compatibilidad con los tejidos del

huésped y contribuir al desarrollo de procesos inflamatorios (104).

El objetivo de este estudio fue investigar la biocompatibilidad de cuatro composiciones de
cementos dentales definitivos de resina, incluidos dos cementos duales: RelyxUnicem 2 (RU)
y Panavia V5 (PV5); y dos cementos autopolimerizables: Multilink Hybrid Abutment (MHA) y

SoloCem (SC), cuando se colocan en contacto directo con fibroblastos gingivales humanos.

Durante décadas se ha utilizado cemento de fosfato de zinc para la fijacion de
restauraciones. En restauraciones con grandes margenes, este cemento es mas susceptible a
la degradacion hidrolitica en comparacidon con cementos de resina. La introduccion de los
cementos de resina compuestos proporciona materiales que podrian adherirse al esmalte
grabado y en menor grado también a superficies de dentina. Ademas, la adhesién a la
restauracion se logra, por ejemplo, después del grabado vy silanizacidon de las ceramicas
feldespaticas o del disilicato de litio. Estas caracteristicas adhesivas de los cementos de
resina permitieron el disefio de restauraciones no retentivas, incluso restauraciones sin
preparacion, y facilitd un cambio hacia los disefios con una preparaciéon no invasiva(105).
Después de insertar una reconstruccién impregnada en cementos de resina, el exceso de
cemento se elimina inicialmente con bolitas de algoddn, si es un cemento autopolimerizable,

0 con una rapida fotopolimerizacidon de dos segundos, para lograr una polimerizacion inicial,
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seguida de una eliminacidon con instrumentos manuales del cemento remanente ya
ligeramente endurecido, cuando es un cemento dual (auto y fotopolimerizable). Después, el
margen de cemento puede ser alisado con fresas finas y pulidores de goma para eliminar la
capa de inhibicidn de oxigeno que contiene mondmero sin reaccionar y para prevenir una

formacion extensa de biopeliculas(106).

En cuanto a los cementos dentales, algunos estudios encuentran la mayor viabilidad de
fibroblastos en cementos de éxido de zinc sin eugenol, seguido de fosfato de zinc, éxido de
zinc y por ultimo cementos de resina. Anteriormente, se demostré que la adhesidn
bacteriana en el cemento dental es influenciada significativamente por la composicién del
material. La formacion de biopeliculas fue significativamente menor en cementos de resina
gue tienen una rugosidad superficial con un valor de Ra de 0.1 um comparado con aquellos
con un valor Ra de 1.2 um.12. Sin embargo, es actualmente desconocido si la composicidn
de los cementos de resina afecta al comportamiento de los fibroblastos, como se encontré
en la formacién de biopeliculas bacterianas. Por lo tanto, el propdsito de nuestro estudio
experimental comparativo in vitro fue evaluar si la composicién del material de los cementos

de resina influye en la viabilidad y la morfologia de los fibroblastos gingivales(99).

Ademas, la gran variedad de cementos utilizados en la practica clinica, y la evolucion
continua en sus formulaciones quimicas, pueden conducir a grandes diferencias entre los
cementos del mismo tipo que se observa en nuestro estudio entre SoloCem y Multilink, aun
considerandose los dos cementos de resina. Los efectos toxicos de los cementos debido a su
composicidn quimica o liberacidén de iones podrian provocar inflamacién o inducir apoptosis

en los tejidos gingivales (107).

1. DISCUSION DEL METODO

La biocompatibilidad es definida como la propiedad de una sustancia cuya actividad provoca
una reaccion positiva del huésped cuando es aplicada de manera intencionada. Ademas, la
citotoxicidad es definida como la capacidad de un producto para dar lugar a cambios
negativos en la viabilidad celular. De este modo, las pruebas de citotoxicidad son ensayos de
biocompatibilidad que comprueban la lisis celular, la inhibicién del crecimiento celular y

otros efectos nocivos de los materiales sobre las células. Por tanto, la biocompatibilidad
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debe ser evaluada antes de que un nuevo producto llegue al mercado (108). Un biomaterial
no es una sustancia inerte. Cuando éste es puesto en contacto con los tejidos vivos, se
originan interacciones con los sistemas bioldgicos que lo rodean, lo que puede producir
respuestas bioldgicas. Estas interacciones dependen del tipo de material, de las funciones

que desempefia, y del tipo del tejido del huésped (109).

Las pruebas “in vitro” son de gran utilidad para la evaluacidn de los efectos bioldgicos de los
biomateriales. Tienen diversas ventajas: no es necesario el uso de animales, los estudios se
realizan mas rapidamente y tienen un mejor coste/beneficio. Su mayor inconveniente es que
las condiciones que se reproducen en estos test “in vitro” no son exactamente todas las que
se pueden reproducir “in vivo” y por tanto, las respuestas de estas pruebas no son
extrapolables del todo a las reacciones “in vivo”. Aun asi, los cultivos celulares son modelos

para evaluar la citotoxicidad con gran sensibilidad (110).

En nuestro estudio se siguid estrictamente la normativa internacional anteriormente
explicada (ISO 10993:2009) sobre la evaluacidon de la biocompatibilidad de los productos
sanitarios usados en odontologia, basandonos en los apartados de preparacién de muestras
y materiales de referencia (ISO 10993-12:2009)(103) y de ensayos de citotoxicidad in vitro
(ISO 10993-5:2009)(94). Realizamos test in vitro de citotoxicidad de los materiales con
cultivos de células de origen humano, con el objetivo de simular una situacion clinica y
confirmar su uso seguro en la practica diaria. Se usaron fibroblastos gingivales humanos,
siendo estas células unas de las mas abundantes en el tejido conectivo y habiéndose usado
en numerosos estudios sobre citotoxicidad de diversos materiales dentales que tienen

intimo contacto con la encia y el ligamento periodontal (111).

Ademads, se ha informado previamente que distintas poblaciones de células del estroma oral,
por ejemplo, células madre mesenquimales y fibroblastos gingivales pueden participar y/o
potenciar la inflamacidn incipiente de periimplantitis por una mayor secrecién de citocinas,
guimiocinas, metaloproteinasas y otros factores de crecimiento que conducen a la
infiltracidn de leucocitos inflamatorios en el tejido de alrededor del implante, lo que da lugar

a un ciclo de autoalimentacion perjudicial (112). Por lo tanto, es crucial realizar un analisis en
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profundidad de cémo diferentes composiciones quimicas de los cementos empleados
podrian influir en las propiedades bioldgicas de las células de los tejidos gingivales como los

fibroblastos (79, 113).

La obtencion de fibroblastos a partir de tejidos gingivales se realizd segun los protocolos
establecidos en la “Guidance on Good Cell Culture Practice”(114) mediante dos técnicas
combinadas, las disgregaciones mecdnica y enzimatica ( 115). Autores como Marvin y cols.

obtuvieron fibroblastos con esta misma técnica (104).

Para analizar la microestructura de los materiales y la composicion elemental, utilizamos la
técnica de dispersion de energia de rayos X mediante el microscopio electrénico de barrido

(MEB EDX), ya utilizada por otros autores como Rohr y cols.(99).

La proliferacion celular en presencia de los diferentes cementos se ha cuantificado mediante
la técnica MTT. Es una prueba bdsica de citotoxicidad in vitro. Sus ventajas son que es un test
relativamente econdmico y sensible, ya que necesita pocas células para obtener resultados y
nos aporta mucha informacién(116). En el contexto de los cementos de resina, el MTT suele
ser la prueba de eleccién en diversos estudios encontrados(104, 107, 117). Ademds, como
una de las funciones del tejido gingival es hacer de barrera de aquellos materiales que
puedan difundir y llegar a dafar estructuras mas internas y que no deben tener contacto con
la cavidad oral como el hueso (99), hemos realizado diferentes diluciones (1:1, 1:2 y 1:4)

para intentar simular la situacion clinica in vivo.

La migracion de los fibroblastos se ha realizado mediante la técnica “wound healing” en la
gue se realiza una “herida” y se mide cdmo las células la recolonizan(118). Para detectar el
cierre de la herida se necesita un tiempo minimo de incubacién de 24 horas. Las imagenes
macroscopicas capturadas servirdn para confirmar el cierre de la herida. La inspeccién visual
en esta técnica es rdpida, da mucha informacién y se puede comparar con otras

imagenes(119). Las ventajas de esta técnica son las siguientes:

e El ensayo se puede realizar en placas multi-pocillo convencionales (NUNC, FALCON).

Esto es debido a que las imagenes se adquieren con objetivos de pocos aumentos
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(4x, 10x) para tener un campo que cubra toda la herida y estos objetivos permiten el
enfoque de placas convencionales.

e Se puede analizar la relacion células/matriz extracelular y su participacién en la
migracion celular ya que la superficie de ensayo se puede cubrir con diferentes tipos
de matrices extracelulares.

e Las células se mueven hacia una direccién definida cerrando la “herida”, lo que

facilita el analisis posterior de la velocidad de la migracion.

Las desventajas de esta prueba son(120, 121):

e Los resultados pueden verse comprometidos por la liberacién de factores desde las
células dafiadas por el raspado al hacer la “herida”

e El proceso de rayar la monocapa puede dafar la capa de matriz extracelular
subyacente, creandose un surco que impide la correcta migracion hacia el centro de
la “herida”

e En algunas ocasiones es dificil asegurar que tanto los cultivos control como los grupos
de tratamientos experimentales se realicen en condiciones equivalentes de

confluencia celular

Esta prueba ha sido utilizada por otros investigadores para evaluar la capacidad de migracion
celular y la consideramos imprescindible, ya que al quedar los restos de cemento en
proximidad a la encia y los fibroblastos, estos ultimos deben ser capaces reparar y regenerar
los tejidos en el proceso de curacidn y tienen un importante papel en el establecimiento y

mantenimiento del sellado mucoso de los implantes(97).

La morfologia celular es otro de los parametros que se ha tenido en cuenta en este estudio.
Se ha valorado tanto con la observacién al microscopio de fluorescencia (analisis confocal)
de su citoesqueleto previamente tefiido con faloidina, como con la microscopia electrénica
de barrido, que usamos para detectar si las células estan correctamente fijadas a los discos
de cemento. Cuando los fibroblastos estan sanos se observa un citoesqueleto ordenado,

pero cuando las células estan en estado de apoptosis tienen una morfologia redondeada y
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un citoesqueleto desordenado, por lo que termina despegandose del material y muriendo
(100, 122). Otra de las pruebas estudiadas que tiene gran relacién con la morfologia celular,
es la adhesidn celular. Se debe tener en cuenta, ya que repercute en la biocompatibilidad de
los cementos. Cuando mayor es la adhesion celular a un determinado material, mas efecto
puede ejercer sobre las células. Este parametro también ha sido evaluado mediante MEB,
que es un método sencillo, con una relacion coste/beneficio alta, facilmente reproducible y

que ha sido utilizado por otros autores para evaluar la capacidad de adhesién celular (99).

Para analizar la composicion y microestructura de los cementos, se ha usado la técnica de
dispersién de energia de rayos X (EDX) mediante el MEB, ya utilizada por otros autores como

Rohry cols. (99).

Finalmente, determinaron los niveles de especies reactivas de oxigeno intracelular (ROS)
producidas por los eluatos de los diferentes cementos. La produccidon de ROS en respuesta a
diferentes biomateriales utilizados actualmente por los dentistas en la prdctica clinica se ha
relacionado estrechamente con su citotoxicidad inducida y apoptosis celular en algunos
tipos de células madre mesenquimales derivadas de tejido dental (123) y en fibroblastos
gingivales humanos (100). Las ROS son especies quimicas reactivas quimicamente inestables
gue incluyen aniones superdxido, radicales hidroxilo e iones superéxido producidos como
moléculas naturales del metabolismo celular en si, pero también en respuesta a diferentes
estimulos exdgenos. Por lo tanto, diferentes factores estresantes para las células o
condiciones ambientales, pueden inducir criticamente la acumulacién de ROS, lo que da

lugar a dano celular, senescencia, citotoxicidad y dafio mutagénico(124).

2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

-Estudio de la viabilidad celular (MTT)

A partir de las 24 h, todos los extractos diluidos de Panavia disminuyeron significativamente
la viabilidad de los fibroblastos en comparacion con el grupo control, con la Unica excepcion

de la dilucion 1:4 a las de 72 h, que mostré una viabilidad comparable a las células de
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control. Solo se ha encontrado un estudio que avale la citocompatibilidad de este material
en concreto, en el que encontramos que de los seis cementos de resina estudiados, el
Panavia V5 es el quinto con menor viabilidad celular(99). Si que existen mas estudios de su
material antecesor (Panavia F), cuyos resultados muestran que este material induce una
citotoxicidad leve en células pulpares humanas (117) y moderada en fibroblastos humanos

(125).

Los extractos de Multilink Hybrid Abutment no afectaron la viabilidad celular en las primeras
24 h, pero causaron una reduccidn transitoria y significativa de la viabilidad celular a las 48 h
sin diluir y con la dilucion 1:2 y que después de 72h, los resultados fueron similares al grupo
control. Por lo que, en resumen, muestra menor citotoxicidad que los otros 3 cementos.
Rohr y cols. (99) afirman que de los 6 cementos de resina de su estudio, el segundo con una
mayor tasa de viabilidad celular es el MultilinkAutomix, un cemento de caracteristicas
parecidas. Solo se han encontrado estudios de las caracteristicas fisicas y mecanicas (126,

127), pero no de citocompatibilidad, del producto que realmente nos ocupa.

Los extractos de RelyxUnicem 2 muestran diferencias significativas solo a las 48 h de cultivo
en comparacion con el control. Rohr y cols. (99) afirman que de los 6 cementos de resina de
su estudio, éste que nos ocupa, es el segundo con mas viabilidad celular junto con el
Multilink antes mencionado. Al igual que en el estudio de Sismanoglu y cols. (128), en el que
de los 5 cementos estudiados, el RelyxUnicem fue también el segundo que mantuvo la

mayor viabilidad celular con un 80.7%.

Los extractos de SoloCem reducen significativamente la viabilidad de los fibroblastos
humanos en cualquier momento, utilizando la dilucién no diluida y 1:2 Sin embargo, la
dilucién 1: 4 no afectd la viabilidad celular después de 24 o 48 h de cultivo. Por lo que es el
producto mas citotdxico de los cuatro. Esto puede ser debido a la presencia de Zn en este
cemento. Informes anteriores han demostrado que ZnO causé dafios en el ADN y aumenté el
estrés oxidativo (129). Ademas, se ha detectado Zn?* en la etapa inicial de fraguado de los
materiales dentales, lo que sugiere que la liberacion de zinc u éxidos de zinc desempefa un
papel en la reduccion de la viabilidad celular (130, 131). Aunque no existen estudios con

SoloCem que corroboren estos resultados.
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Cuando aumenta la dilucion, la actividad metabdlica de los fibroblastos se vuelve
comparable al grupo control porque la concentracion del material es muy baja. Esta
tendencia es muy similar a la observada en otros estudios muy recientes como el de Cangul y
cols.(132) donde se compara la citotoxicidad de cuatro materiales adhesivos o el de
Abuarqoub y cols. (133), cuyo articulo estudia la biocompatibilidad del cemento de silicato
tricalcico purificado (Biodentine®) sobre células madre derivadas del ligamento periodontal
o Kong y cols. (117) que compara la citotoxicidad de tres cementos de resina en células

pulpares humanas.

Por otro lado, el tipo de curado no parece ser, en nuestro trabajo, un factor determinante en
la citotoxicidad, ya que SoloCem y Multilink son ambos cementos autopolimerizables vy
tienen resultados opuestos. Aunque, un estudio de Schmid-Schwap y cols. (134) en el que se
estudié la citotoxicidad de 8 cementos sobre fibroblastos, afirma que los cementos de resina
que usan adhesivos, fueron menos citotéxicos que los autopolimerizables y que los
cementos de fraguado quimico. Ademas, concluyen que los cementos duales muestran

menos citotoxicidad que los cementos autopolimerizables.

Los principales monémeros que se usan en las resinas de estos cementos son BisGMA,
UDMA, TEGDMA, HEMA, estando ordenados, de este modo de menor a mayor
biocompatibilidad (135, 136). Hanks y cols. afirman que mondémeros de BisGMA, UDMA vy
TEGDMA son capaces de reducir la sintesis de ADN vy la sintesis proteica y de inhibir
funciones metabdlicas celulares, lo que dar lugar a una toxicidad crénica y produce una

mayor vulnerabilidad celular y tisular(137).

Clinicamente, las alteraciones se producen, habitualmente por una mala polimerizacién de
los materiales (degradacién del material, mayor probabilidad de fractura del éste o mayor
filtracion marginal), un mal proceso de adhesién, una inadecuada preparacién y aislamiento
del campo e incluso un mal pulido de las restauraciones (con mayor acumulo de placa y
alteraciones gingivales localizadas). De este modo, el potencial téxico también se puede
incrementar por esta polimerizacion incompleta, por la inhibicién del proceso de

polimerizaciéon por parte del oxigeno y por la contaminacién con humedad durante la
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colocaciéon del material, lo que se inhibe la polimerizacién de las cadenas de mondmeros,
disminuyendo el grado de conversién de mondmeros a polimeros. Esto induce a pensar que
los compuestos polimerizados adecuadamente son relativamente biocompatibles porque

muestran una solubilidad minima(138).

-Estudio de la migracion celular

El ensayo de migracién celular es una prueba con un gran impacto clinico que involucra una
serie de eventos controlados, como la reorganizacién del citoesqueleto de actina, la
formacion de las uniones y su ensamblaje / desensamblaje. Estos eventos celulares son
particularmente importantes para una variedad de procesos como la angiogénesis y la
remodelacién de los tejidos (139). Cuando se coloca una corona sobre implante, el tejido
gingival sufre presion y se produce su remodelacién. El objetivo es crear una barrera para el
implante y que se forme una papila interproximal a los dientes adyacentes(140). Los
resultados negativos de esta prueba, como los obtenidos al usar el cemento SoloCem
(velocidad de migracidn mas lenta en todos los casos en presencia de este material), pueden
evitar el logro de estos objetivos, favoreciéndolo los buenos resultados como los de
Multilink, cuya presencia fue similar al grupo control en todos los periodos de tiempo y

diluciones estudiadas(141-143).

-Andlisis de la morfologia y la adherencia celular

En presencia de Panavia, Relyx y Multilink, los fibroblastos mostraron crecimiento celular
favorable, morfologia y presencia de filamentos de F-actina bien organizados similares al
grupo control, no siendo asi en el grupo de SoloCem, en el que se halla una baja densidad
celular viable y restos celulares, evidenciando la muerte celular, no habiéndose encontrado
en la literatura cientifica ningdn estudio similar al nuestro con el que podamos comparar ni

corroborar nuestros resultados respecto a este material.

En el grupo Relyx se evidenciaron células abundantes y mads orientadas funcionalmente.
Ademads, se detectd un crecimiento celular moderado y células alargadas en los grupos

Multilink y Panavia. En el estudio de Rohr y cols. (99) las imagenes SEM de las células en las
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muestras no revelaron diferencias visibles en la morfologia ni en el patrén del crecimiento
celular de los fibroblastos entre los diferentes cementos estudiados entre los que se

encuentran Panavia, Multilink y Relyx.

-Andlisis morfoldgico y quimico de los cementos (EDX)

Las micrografias de la superficie de los cementos Relyx y SoloCem evidenciaron agregados
esféricos e irregulares de varios tamanos. Se pudieron observar particulas con forma
irregular de varios tamafios con los cementos Multilink y Panavia, al igual que en un estudio

similar (99)

La composicion quimica de los cementos es un factor determinante en la citotoxicidad de los
mismos, influyendo ésta en sus efectos biolégicos posteriores. Este parametro seria
interesante de analizar mas detenidamente debido a los escasos estudios previos en esta
area de investigacion. Los efectos tdxicos de estos materiales provocados por su
composicion quimica provocan inflamacién y pueden producir apoptosis en los tejidos
gingivales(99). Respecto a este parametro, el analisis elemental de la composicién dada por
los fabricantes en combinacion con las imagenes determinadas con MEB y EDX, el Multilink
muestra silicio y altas cantidades de titanio. Sin embargo, el andlisis elemental mostré que
SoloCem contiene altas cantidades de terbio y silicio. Relyx presentd carbono, oxigeno,
aluminio, silicio, fésforo, fluoruro de aluminio, sodio, azufre, calcio, estroncio, lantano y
tungsteno en su composicién. Finalmente, en el caso de Panavia, la principal diferencia en
términos de composiciéon fue la presencia de altas cantidades de bario, resultados

coincidentes con el articulo de Rohr y cols.(99).

Utilizando el analisis EDX, solo se pueden determinar las composiciones inorganicas, y las
composiciones organicas son mostradas como contenido de carbono y parcialmente de
oxigeno. Ademas, los elementos presentes en muy pequenas cantidades, como el cobre, que
podria afectar al comportamiento celular, no se pudo capturar debido a la sensibilidad
limitada del detector y la presencia de elementos mdas pesados que potencialmente

encubren la sefial de elementos mas ligeros. Para los componentes orgdnicos, como ya
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mencionamos anteriormente, el mondmero induce efectos téxicos especialmente cuando no

esta suficientemente polimerizado(144).

Como ya afirmamos, aunque en el caso concreto de este material deberia ser mas
ampliamente estudiado, puede que los efectos citotéxicos de SoloCem estén relacionados
con la presencia de Zn en su composicién, ya que la presencia de este elemento en diversos
materiales dentales causa dafios en el ADN y otros efectos citotéxicos como corroboran

numerosos articulos(100, 129-131, 145-147)

-Especies reactivas de oxigeno (ROS)

En el presente estudio, demostramos que los niveles de ROS en los fibroblastos tratados con
SoloCem, aumentaron significativamente en comparacidn con los niveles detectados en las
células de control o en las células tratadas con los otros cementos, un evento celular que fue
directamente relacionado con la citotoxicidad exhibida por este biomaterial. En un estudio
de Stanislawski y cols. (148) la citotoxicidad inducida por TEGDMA, que es el monémero
incluido en el SoloCem, sobre los fibroblastos gingivales humanos se asocia con un rdpido
agotamiento de glutatiéon seguido de una gran produccién de ROS, aunque su mecanismo

aun sigue siendo desconocido.

3. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

En cuanto a las limitaciones del estudio, existen en el mercado numerosos tipos y marcas de
cementos, lo que da lugar a la imposibilidad de probarlos todos en un mismo estudio.
Ademads cada vez las casas comerciales van variando las composiciones de estos y

cambiando sus férmulas, por lo que se dificulta mucho mas esta labor.

Otra limitacién es el hecho de ser un ensayo in vitro, por lo que debemos ser cautos al sacar
conclusiones extrapolables a la practica clinica. Los fibroblastos aislados en un medio de
cultivo no reproducen las condiciones propias del medio oral, al obviarse tanto las barreras
mecanicas como los componentes del sistema inmune, lo que da lugar a que estos sean
limitados y necesiten de ensayos clinicos para complementarse y tener sus resultados mayor

repercusion cientifica.
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Otra de las limitaciones es la imposibilidad de realizar todas las pruebas existentes para
comprobar la viabilidad celular, como podrian ser las pruebas de apoptosis, por ejemplo
mediante citometria de flujo, inmunofluorescencia, la electroforesis de ADN o western blot

para corroborar los ensayos de viabilidad celular.

Por ultimo, se necesitarian mas estudios similares al nuestro de algunos de los cementos de

los que no se han realizado pruebas anteriores a este trabajo.
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CONCLUSIONES
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VII- CONCLUSIONES

1-

El método de evaluacion “in vitro” propuesto, constituye un sistema experimental

adecuado para la evaluacidn de la citotoxicidad de los cementos de resina

La viabilidad celular fue mayor en presencia de Multilink seguida de Relyx, Panavia y

SoloCem, que obtuvo los peores resultados.

La velocidad de migracion de los fibroblastos fue significativamente menor en
presencia de SoloCem, seguida de Panavia y Relyx. En presencia de Multilink no hubo

diferencias significativas respecto al grupo control.

La morfologia de las fibroblastos sembrados sobre todos los cementos fue correcta,

excepto en presencia de SoloCem que presentd una baja densidad de células viables.

La adhesién celular sobre Relyx fue adecuada, sobre Panavia y Multilink correcta y
sobre SoloCem fue muy limitada, evidenciando muerte celular. La morfologia de los
fibroblastos sobre Relyx y SoloCem muestra agregados esféricos e irregulares, y

sobre Multilink y Panavia particulas irregulares de varios tamafios.

Los niveles de especies reactivas de oxigeno fueros mayores en presencia de

SoloCem y Relyx que de Multilink y Panavia.
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ANEXO I
HOJA EXPLICATIVA AL PARTICIPANTE

Proyecto de Investigacion titulado: “Efectos bioldgicos de cuatro cementos definitivos

usados en implantologia sobre los fibroblastos gingivales humanos”.

Investigadores principales: D. José Luis Guerrero Gironés, Dr. Francisco Javier Rodriguez

Lozano.

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

Se solicita su participacidon en este proyecto de investigacion, cuyo objetivo principal es
profundizar en el conocimiento de la biocompatibilidad de cementos de resina usados en
implantologia.

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

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

Su participaciéon en este estudio no implica que obtenga un beneficio econdmico. Sin
embargo, la identificacién de posibles factores citotdxicos relacionados con la utilizacion de
estos cementos podria beneficiar el curso de la terapia implantoldgica a nivel clinico. Su
participacidon en el estudio es totalmente voluntaria, y si usted decide no participar recibira
todos los cuidados médicos que usted precise y la relaciéon 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
que rodea a la/las pieza/as exodonciada/as para obtener las muestras de células gingivales.
La toma de muestras no supone ningln riesgo para su salud ya que se realiza en un
laboratorio de manera in vitro a partir de los cordales ya exodonciados.

Se le pedird 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 realizacién de otros estudios
similares al presente, con técnicas similares y con los mismos u otros cementos 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 serd 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: “Efectos bioldgicos de cuatro cementos definitivos

usados en implantologia sobre los fibroblastos gingivales humanos”.

Investigadores principales: D. José Luis Guerrero Gironés, Dr. Francisco Javier Rodriguez

Lozano

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

1 o TP PP PP P PPPPORROPPPPPPPRTNt declar
o bajo mi responsabilidad que he leido la hoja de informacién sobre el estudio y acepto
participar en este estudio.

2. Se me ha entregado una copia de la hoja de informacién 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 identificard mi/s cordal/es con un
numero codificado.

4. Soy libre de retirarme del estudio en cualquier momento por cualquier motivo, sin tener
gue dar explicacidn y sin que repercuta negativamente sobre mi tratamiento médico futuro.
Tras ello se procederd a la destrucciéon 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 cementos usados en implantologia y que los resultados del mismo no se
comunicaran 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:

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. José Luis Guerrero Gironés
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