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INTRODUCCION

La caries dental es una entidad patoldgica que afecta a un porcentaje elevado de la
poblacién y junto con la enfermedad periodontal, constituyen las las principales
causas de pérdida de piezas dentales. Se trata de un problema que afecta a la humanidad
desde hace miles de afios. Existen documentos que muestran que desde los tiempos de
las primeras dinastias del Antiguo Egipto, ya se trataban de subsanar las caries con
procedimientos primitivos y mas o menos acertados, pero que demuestran el impacto
tan importante que estas enfermedades han supuesto para la salud, ya desde tiempos
muy remotos. El avance incontrolado de la caries, como bien sabemos, suele asociarse a
cuadros variables de un dolor que podria llegar a ser incapacitante. Encontrar a
pacientes que precisan de un tratamiento urgente por sufrir un dolor insoportable es, de
hecho, parte del dia a dia en las consultas dentales. Ademas, cuadros incontrolados de
lesiones no tratadas o mal tratadas pueden llevar a situaciones verdaderamente graves
con infecciones mal definidas, cursando con celulitis y abscesos que podrian tener
graves consecuencias debido a la situacion de la cavidad oral, en una zona de gran
inervacion y cercana a estructuras de vital importancia, como el cerebro. Es légico que
de este modo, los intentos de solventar estos problemas, ya sea en manos del chaman de
la tribu o de los mejores medicos del momento, sean tan antiguos como la enfermedad
en si (1).

Recientes estudios de arqueologia, nos sugieren que el streptococcus mutans, principal
culpable de estos males, no existia en tiempos de los neandertales y por tanto, estos al
menos, no padecian caries. Son sin embargo, teorias que quedan por demostrar y que
nos limitan poder datar cuando existié el primer caso de caries de la historia, aunque

como ya hemos dicho, si sabemos que fue hace miles de afios (2).

La cuestion es: ;como deberia tratarse? y ¢qué podemos hacer para prevenirla? Los
diversos estudios a lo largo de la historia de la odontologia han servido para establecer

las causas principales que favorecen la aparicion de caries (higiene oral deficiente,
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microbiologia, dieta...) y para desarrollar diversas técnicas y materiales para tratar las
lesiones establecidas. De este modo, se han utilizado todo tipo de materiales para el
relleno de las consecuentes cavidades, se han desarrollado los sistemas de adhesion
cuya evolucién ha sido uno de los mayores avances de la odontologia y se ha ampliado
extensamente el arsenal terapéutico con infinidad de aditamentos (matrices, cufias,
preformas...) para tratar de conseguir las restauraciones mas adecuadas y duraderas.
Los ultimos afios han servido, para que, a la par del ferviente desarrollo de la medicina y
la odontologia estética, consigamos ademas unas restauraciones que mimeticen los
tejidos dentarios buscando lograr también, el éxito estético. De hecho, el mayor
esfuerzo a nivel cientifico y de manufactura se ha centrado en la mejora de la fraccion
de relleno de estos materiales, desarrollandose una gran variedad de nuevas
formulaciones a una escala micro o nano estructural, con el fin de mejorar su

comportamiento mecénico y estético.

Por otro lado, y aunque en menor grado, también se han producido modificaciones a
nivel de la matriz resinosa de los composites, la mayoria de ellos formada por
monomeros de metacrilato. Estos mondmeros son los responsables de la mayoria de las
desventajas clinicas, como el grado de polimerizacién y la aparicién de microfiltracion
en la interfase entre el diente y el material (3). De hecho, se pueden producir efectos
adversos, debido a las sustancias liberadas de la matriz a consecuencia de una
polimerizacion incompleta o de la propia degradacion del material (4). Para intentar
contrarrestar estos problemas han surgido nuevos sistemas de monémeros, como los
siloranos, oxiranos, dendrimeros..., que tratan de sustituir a los monomeros de

metacrilato convencionales (5).

Otro factor a considerar viene dado por el ritmo de vida en los tiempos actuales. Las
exigencias de los pacientes e incluso de los clinicos han servido para tratar siempre de
minimizar los tiempos de tratamiento, tanto por comodidad como para optimizar la
agenda, asi como para simplificar las técnicas operatorias. De esta manera, surgen los
composites de bajo peso para contrarrestar el problema de la contraccion de
polimerizacion que sufren estos materiales y facilitar los procedimientos dentales.
Durante este trabajo se analizara la evolucion de los materiales utilizados para el relleno

de las cavidades dentales, asi como el comportamiento de estos materiales en términos
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de citotoxicidad, tratando de evaluar si su aplicacion en el medio oral puede

considerarse Util y segura (6).

1.-Breve evolucion historica de los materiales dentales.

La historia de la Odontologia es extensa, de modo que no es la pretension de este
apartado abarcar todas las personalidades dignas de mencion, ni tan siquiera todos los
procedimientos que se han ido llevando a cabo en las diferentes culturas y periodos de
la historia. No obstante, no establecer un breve contexto histérico dejaria de algin modo
incompleto el desarrollo de este trabajo, de manera que avanzaremos a gran velocidad a
través de los afios, dando unas pequefias pinceladas que nos ayuden a recordar de donde

venimos.

Desde hace miles de afios y a lo largo de la historia podemos encontrar ejemplos de
tratamientos que han tratado de solucionar los diversos problemas bucales. En la
América precolombina, los mayas realizaban tratamientos dentales, en este caso no con
propositos curativos, sino con fines rituales y religiosos. Preparaban cavidades en los
dientes anteriores y, en ocasiones, en los primeros molares y realizaban incrustaciones
de diversos minerales como la pirita, jadeita (mineral similar a la piedra de jade),
hematita (piedra de sangre) o cuarzo, para lo que utilizaban materiales abrasivos,
creaban las cavidades e incluso utilizaban cementos de fosfato de calcio para unir el
mineral con el diente, lo que ha permitido la conservacion de ejemplos de estos
procesos a pesar del largo paso del tiempo. A su vez, limaban y modificaban la forma de

los dientes como parte de procedimientos tribales.

Fig. 1. Ejemplos de incrustaciones de las culturas precolombinas.



Estudio de biocompatibilidad de dos composites de baja contaraccion sobre células madre de origen dental

Sobre los aztecas, asentados en la zona que en la actualidad ocupa Méjico, tenemos
muchos datos historicos debido al legado escrito por Fray Bernardino de Sahagun que
convividé con ellos y pudo observar como utilizaban diversas hierbas para tratar los
problemas dentales. Los aztecas pensaban que la caries era producida por un gusano,
(teoria ya descrita en los textos sumerios 5000 afios antes de Cristo y muy extendida en
la antigliedad) y trataban de combatirla masticando aji picante. Las cavidades de los
dientes se rellenaban con una mezcla de polvo de caracol, sal marina y una hierba de
dificil pronunciacién, llamada tlalcacahuat. De sus escritos nos llegan también practicas
de drenaje de abscesos, extracciones dentales, o sutura de heridas con mechones de
pelo. De entre los pueblos de la cultura precolombina, probablemente los mas
desarrollados fueron los incas, asentados en el actual Peru. Utilizaban diversas hierbas y
trataban los problemas gingivales mediante cauterizacion de los tejidos inflamados.
Nuestros conquistadores, en este caso Francisco Pizarro, no supieron respetar y
recopilar los diversos conocimientos de estos pueblos, privandonos de los sorprendentes
conocimientos de astronomia y la cultura de un pueblo en algunos aspectos muy
desarrollado. Los conocimientos que nos llegan, se los debemos a Garcilaso de la Vega,
descendiente de incas, que fue quien recogid las técnicas utilizadas para el tratamiento
de los problemas dentales.

Fig. 2 y 3. Ejemplos de odontologia en el antiguo Egipto. Escaner del crdneo de una momia que muestra

la obturacién de cavidades con pafio de lino embebido en sustancias calmantes.
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Esculapio describia en el 1250 a.C. las extracciones dentarias. Pero fue uno de los
personajes mas celebres, el considerado padre de la medicina, Hipdcrates, quién
comenzo a detallar las enfermedades como procesos bioldgicos sobre los que se podria
intervenir, alejandose de la vision mas espiritual y magica que hasta entonces se habia
impuesto. Fue el primero en separar la religion y el misticismo popular, uniendo
medicina y filosofia y rechazando de pleno que la enfermedad fuera un castigo divino,
sino mas bien la consecuencia de factores ambientales, dietéticos y los distintos habitos
de vida. Dentro de su obra, se pueden encontrar diversas alusiones a los dientes y sus
tratamientos. Hipocrates habla de la erupcién dental, del recambio de la denticion y de
la necesidad de cauterizar los dientes cuando comienzan a doler. Ademas, acufié el
término “muela del juicio”. De los yacimientos arqueologicos de la antigua Grecia nos
llegan los primeros forceps hechos de hierro, aunque Hipdcrates recomendaba realizar
las extracciones con cautela, dada su peligrosidad. Los cuidados higiénicos se
comenzaron a instaurar en Grecia cuando fue sometida y se convirtié en provincia de
Roma, aprendiendo a utilizar diversos materiales para frotarse los dientes como el polvo
de alabastro, talco de pomez, esmeril y éxido de hierro. En Roma surge la figura de
Celso, que habla extensamente de las necesidades de higiene y del tratamiento de los
diversos problemas dentales, incluyendo el tratamiento de fracturas de maxilares, las
extracciones dentales e incluso refiere la ferulizacion de dientes con movilidad. Claudio
Galeno (131 a.C.) fue el primero en hablar del dolor dental como consecuencia de

pulpitis o pericementitis.

Los romanos eran ademas excelentes restauradores; realizaban coronas de oro para
tratar los dientes cariados, presumiblemente encargando los trabajos a los orfebres.
Durante este periodo se desarrolla ampliamente la prétesis existiendo ejemplos de

completas o parciales e incluso ejemplos de protesis fija.

Los etruscos durante los dos primeros siglos después de Cristo, son reconocidos por sus

trabajos prostéticos. De su legado nos llegan coronas de oro y puentes fijos.

Como sucedié con otros conocimientos de la historia de la medicina, los avances y
procedimientos cientificos eran mucho mas avanzados en Oriente. De esta forma en
China, ya se practicaba la odontologia desde el Il siglo a.C. Utilizaban el arsénico para

el tratamiento de dientes con alteraciones pulpares y fueron los primeros en usar una
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aleacion de plata para realizar obturaciones de caries. La aleacion estaba descrita en su
composicion con las partes que se detallan: 100 partes de mercurio, 45 partes de plata y
900 partes de zinc. Estos compuestos se trituraban y obtenian una pasta sélida como la
plata. De esta forma se adelantaron en el uso de estos materiales cerca de mil afos

respecto a Occidente.

Fig 4y 5. Protesis y relieve que muestra un tratamiento dental de la época romana.

En sus viajes a China, Marco Polo, describié como los chinos cubrian sus dientes con
finas laminas de oro, y aunque no se sabe si con motivos cosméticos o rehabilitadores,
lo cierto es que eran grandes restauradores. Asi mismo y aunque también asociaron la
aparicion de la caries, a la presencia de un gusano, si describieron la importancia de
eliminar los restos de comida de la boca y enjuagarse. De este modo, desarrollaron el

primer cepillo de dientes de la historia en el afio 1490.

Mientras, en Europa, tras la caida del Imperio Romano, el legado de la medicina griega
y oriental pas6 a manos de los monasterios catélicos que funcionaron como
instituciones de caridad para el cuidado de los enfermos. Pablo de Egina (625-690) fue
el dltimo de los eclécticos griegos que escribié sobre odontologia. En su obra
“Epitome” se recoge una compilacion de los escritos antiguos. Dedica un capitulo a las
afecciones de la boca donde explicd con coherencia detalles sobre la denticion, el

recambio, las extracciones y la higiene oral.

Posteriormente, la mentalidad monacal y cristiana de la época en la que se despreciaba

el cuidado del cuerpo y se exacerbaba una mentalidad mas doctrinal y espiritual, llevada

13
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a unos limites que rozaban el fanatismo, Ilevd a una extensa época de oscurantismo para
el desarrollo de la ciencia en general y de la odontologia, principalmente restauradora,

en particular.
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Fig. 6. Grabado medieval que muestra el tratamiento dental de un barbero.

La Edad Media en Europa se caracterizd por la proliferacion de los barberos, que
fueron sustituyendo paulatinamente la labor de los monjes que inicialmente eran los que
realizaban los tratamientos médicos y las cirugias. Fue una época de uso extenso de
plantas medicinales y botanica con mayor o menor acierto. Con el desarrollo de las
primeras universidades (Salerno, Montpellier, Bolonia...) aparecen importantes
personajes en el mundo de la medicina y la cirugia. Cuando comienzan a realizarse las
primeras disecciones de cadaveres es cuando realmente existe un avance en los
conocimientos médicos, muy parcos hasta el momento. Guy de Chauliac es uno de los
personajes mas relevantes en los s. XIV-XV, destacando en el mundo de la cirugia tras

14
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formarse en Toulouse y Bolonia. Escribié su gran trabajo “Inventorium Chirurgicalis
Medicinae ”, donde describié la anatomia dentaria, las enfermedades que afectaban la
cavidad bucal y una serie de recomendaciones de higiene muchas de las cuales se
mantienen vigentes en la actualidad. Para la obturacion de piezas cariadas, hablé de
diversos materiales y extensas listas de hierbas, sin aclarar las proporciones o su modo
correcto de empleo. Uno de sus sucesores, Giovanni Arcolani, profesor de la
Universidad de Bolonia, escribio un tratado: “Cirugia Practica” (Venecia 1483), donde
describia el uso de pan de oro para la obturacion de cavidades cariadas, constituyendo el
primer ejemplo escrito de orificaciones de la Historia. Otro autor coetaneo, Giovanni da
Vigo, en su libro: “Practica copiosa in arte chirurgica” (1514), menciona nuevamente
el relleno de las cavidades producidas por caries con oro. Los historiadores sugieren que
bien pudo practicar este tipo de orificaciones al mismisimo Papa Julio Il (quién encargd
a Miguel Angel la Capilla Sixtina), ya que se convirtié en su médico personal en Roma.
Lo que resulta evidente es que el final de la Edad Media y comienzo del Renacimiento,

fue un periodo donde existié un importante auge en la odontologia restauradora.

La llegada del Renacimiento, supuso un cambio de paradigma y comenzé a dejarse atras
el oscurantismo y la supersticion reinante durante el medievo, creando el clima
adecuado para que el desarrollo de la ciencia adquiriese buen ritmo y fuese mucho méas
provechoso. Es una época de grandes anatomistas, que empiezan a describir el cuerpo
humano tal y como es, grandes personajes como Leonardo da Vinci, que ya describid el
seno maxilar, Andrea Vesalio, Eustaquio o Paracelso, quienes contribuyeron
enormemente al desarrollo de los conocimientos médicos por entonces demasiado
ligados al mundo de la religién y en manos de charlatanes, curanderos y chamanes. Asi
mismo, y a la par de los crecientes conocimientos en anatomia y medicina, comienza a
sustituirse el oficio medieval de barbero y comienzan a aparecer los especialistas en
cirugia. Destaca la figura de Ambrosio Paré, que también describid la estabilizacion de
las fracturas maxilares mediante ligaduras de alambre y el tratamiento de las caries,
aunque en este caso no hablaba de obturarlas. Cre6 ademaés el obturador palatino para
solventar las lesiones que se creaban consecuencia de las graves epidemias de sifilis, tan

frecuentes en la época.
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Fig. 7 Descripcion del seno maxilar por Leonardo da Vinci.

Para los historiadores, la figura mas influyente y el reconocido como padre de la
Odontologia Cientifica fue el francés Pierre Fauchard (1678). Pierre se enrol6 en la
Marina a la edad de 15 afios desoyendo los consejos de su padre y durante ese periodo,
aprendié bajo la influencia de Alexander Poteleret, un gran cirujano, que se mostré muy
interesado en las enfermedades de los dientes, gracias a lo que Fauchard gand una
inestimable experiencia como cirujano. Pronto comenzé a ser reconocido en Paris y fue
el primero que lucho por diferenciar a los barberos de los cirujanos dentistas, titulo que
el mismo se adjudic6. En 1728 escribié una obra de referencia bajo el titulo: “Le
chirurgien dentiste”, con mas de 800 paginas, y que supuso el verdadero cambio hacia
una odontologia cientifica. Desterrd definitivamente la teoria del gusano como origen
de las caries y recomendd su limpieza y obturacién con plomo, estafio u oro para

fortalecer los dientes ya debilitados.
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Fig. 8. “Le Chirurgien Dentiste” de Pierre Fauchard 1798.

Desde principios del s X1X, se extendio el uso de la amalgama de plata como material
de eleccion en odontologia restauradora. Thomas W. Evans, fue el encargado de
popularizar su uso en Europa. Desde entonces, se tratd de encontrar la composicion
ideal para mejorar las propiedades de la aleacion. De este modo Evans incorporo el
estafio, para reducir la contraccién del compuesto, 1o que se convirtié en un componente
usado hasta la actualidad. En 1895 Greene Vardinan Black, considerado uno de los
padres de la odontologia cientifica, modifico la aleacién que contenia un 68% de plata y
proporciones menores de cobre, estafio y zinc, mejorando las propiedades de la
amalgama que de esta manera, se mostraba mas duradera y con menor capacidad de

corrosion.
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D

Fig. 9. Instrumental dental de Black. SXIX
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El uso de las amalgamas de plata ha sido paulatinamente sustituido por las resinas,
debido principalmente a la continua evolucion de estas Gltimas y a las evidentes

demandas estéticas (7).

A esto se suma el controvertido problema surgido por la presencia de mercurio en la
composicion de las amalgamas, dada su toxicidad y los consecuentes dafios a la salud
que pueden derivarse de una extensa o inadecuada manipulacion. Los estudios han
demostrado que el mercurio puede acumularse en diversos tejidos del organismo y se
han encontrado mayores concentraciones del mismo en orina y sangre. Este aumento de
las concentraciones de mercurio podria causar dafios en diversos oOrganos. Se ha
relacionado principalmente en dafios a nivel de cerebro, higado vy rifiones, asi como
problemas de tipo alérgico. De esta manera, recientes estudios sugieren la posibilidad de
dafio renal en una relacién dosis dependiente en pacientes portadores de amalgamas
dentales (8), asi como una mayor probabilidad de padecer autismo severo, en nifios con
madres portadoras de amalgamas dentales durante el periodo fetal y la infancia
temprana (9).

Si bien los estudios no sugieren que la proporcion de mercurio que llevan estos
materiales sea suficientemente importante, lo cierto es que el uso de amalgamas esta
cada vez mas relegado a zonas donde el factor econdmico es primordial, ya que las
propiedades mecanicas que han supuesto la principal justificacion de su uso mantenido
en el tiempo (mayor resistencia y dureza), se han ido igualando con la aparicion de
resinas de Ultima generacion. Estas Ultimas, presentan propiedades mecénicas cada vez
mas favorables y con una inestimable ventaja estética respecto a las clasicas amalgamas
de plata. La insercién de las resinas mediante técnicas de adhesion, permite ademas una
odontologia restauradora minimamente invasiva, sin necesidad de realizar cavidades
con grandes extensiones o bien realizadas con las formas de conveniencia necesarias

para contener el material restaurador.
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2.-Evolucion de las resinas compuestas para restauraciones directas.

Los cementos de silicato se suelen considerar como la base sobre la que se fija la
evolucion de las resinas compuestas (Fig. 10). Surgen en la primera mitad del siglo XX
y poseian un color parecido al de los dientes aunque su baja resistencia al desgaste

motivé el abandono de su uso (10).

A finales de los afios 40 y principio de los 50, las resinas acrilicas de
polimetilmetacrilato sustituyeron a los silicatos. Estas resinas tenian también un color
parecido al de los dientes, eran insolubles en los fluidos orales, faciles de manipular y
ademas tenian bajo coste. Lamentablemente, estas resinas acrilicas presentaban una baja
resistencia al desgaste y una contraccion de polimerizacion y un coeficiente de
variacion dimensional térmica muy elevados, generando tensiones que en los bordes de
la restauraciones producen la separacion de las paredes del diente, provocando con
demasiada frecuencia, filtracion marginal (11). Con el fin de solventar estos problemas,
se introdujo un relleno inerte, lo que permitié la reduccién de la contraccion de
polimerizacion y disminuyd el coeficiente de variacion dimensional térmica. Surge
entonces un nuevo problema, debido a que las particulas se desprendian con gran
facilidad de la matriz de polimetilmetacrilato al no estar adheridas quimicamente. Los
defectos que se desarrollaban entre las particulas retenidas mecanicamente y la resina de

alrededor daban lugar a filtracion, tincién y una menor resistencia al desgaste.

Con todo, este es el verdadero punto de partida de las resinas compuestas.

La era de las resinas modernas empieza en 1962 cuando el Dr. Ray. L. Bowen,
desarrollé un nuevo tipo de resina compuesta. La principal innovacion fue la matriz de
resina de Bisfenol-A-Glicidil Metacrilato (Bis-GMA) y un agente de acoplamiento o
silano orgéanico entre la matriz de resina y las particulas de relleno, resolviendo asi el

problema de desprendimiento de éstas (12) .
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Fig. 10.
Desarrollo de las resinas compuestas de acuerdo a las particulas, sistemas de polimerizacion y
tecnologia adhesiva disponible. Adaptado de Bayne S.(13)

3.-Las resinas compuestas.

Los materiales compuestos son combinaciones tridimensionales de por lo menos dos
materiales quimicamente diferentes, con una interfase distinta, obteniéndose

propiedades superiores a las que presentan sus constituyentes de manera individual (14).

Las resinas compuestas dentales, son una mezcla compleja de resinas polimerizables
mezcladas con particulas de rellenos inorganicos. Para unir las particulas de relleno a la
matriz pléstica de resina, el relleno es recubierto con silano, un agente de conexion o
acoplamiento (Fig. 11). Otros aditivos se incluyen en la formulacién para facilitar la

polimerizacion, ajustar la viscosidad y mejorar la opacidad radiografica.
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Fig. 11.
Componentes fundamentales de las resinas compuestas. Esquema general donde puede verse la matriz de
resina, las particulas de relleno y el agente de conexion.
Tomado de Rodriguez D, Pereira N) (15).

Las resinas compuestas se modifican para obtener color, translucidez y opacidad, para
de esa forma imitar el color de los dientes naturales, haciendo de ellas el material més
estético de restauracion directa. Inicialmente, las resinas compuestas se indicaban solo
para la restauracion estética del sector anterior. Posteriormente, y gracias a los avances
de los materiales, la indicacion se extendié también al sector posterior. Entre los
avances de las resinas compuestas, se reconocen mejoras en sus propiedades tales como

la resistencia al desgaste, manipulacion y estética (16).

Igualmente, las técnicas adhesivas se han perfeccionado de tal forma que la adhesion
entre la resina compuesta y la estructura dental es mas fiable, reduciendo la filtracién
marginal y la caries secundaria. Ademas, las restauraciones de resina por el hecho de ser
adhesivas a la estructura dental permiten preparaciones cavitarias mas conservadoras,
preservando la valiosa estructura dental. Sin embargo, a pesar de todas estas ventajas, la
colocacion de las resinas compuestas es una técnica muy sensible, ya que se deben
controlar diversos factores como la humedad del campo operatorio y la contraccion de

polimerizacion (17).
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3.1.-Composicion de las resinas compuestas para restauraciones.

Los componentes estructurales basicos de las resinas compuestas son (14, 18):

1.

Matriz: se trata de una resina plastica que forma una fase continua y que a su

vez hace las veces de vehiculo de los demas componentes.

Relleno: son particulas y/o fibras de refuerzo que forman una fase dispersa en la

matriz.

Agente de conexion o acoplamiento: que favorece la union del relleno con la

matriz.
Sistema activador: es el iniciador de la polimerizacion.

Pigmentos que permiten obtener un color semejante al de los dientes, para

obtener el mimetismo de las restauraciones.

Inhibidores de la polimerizaciébn que sirven para alargar la vida de

almacenamiento y aumentar el tiempo de trabajo.

1.- Matriz Resinosa: La mayoria estan constituidas por monémeros de dimetacrilato

alifaticos y/o arométicos, como el Bisfenol-A-Glicidil Metacrilato (Bis-GMA), y el

trietilenglicol dimetacrilato (TEGDMA). EI monomero base mas utilizado durante los

ultimos 50 afios ha sido el Bis-GMA. Comparado con el metilmetacrilato, el Bis-GMA

tiene su peso molecular cinco veces mayor, lo que implica que su contraccién durante la

polimerizacion es mucho menor, ademas presenta menor volatilidad y menor

difusividad en los tejidos.

Sin embargo, su alto peso molecular es también una caracteristica limitante, ya que

aumenta su viscosidad, pegajosidad y dificulta su manipulacién. Ademas, en

condiciones normales de polimerizacion, el grado de conversion del Bis-GMA es del

56% (19). Ferracane y colaboradores determinaron que el grado de conversion 6ptimo

para que el comportamiento de una resina dental sea adecuado es del 55% (20).
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En estudios mas recientes, Anusavice y colaboradores determinaron que el grado de
conversion que se considera méaximo es del 50 al 60%.

Para superar estas deficiencias, se afladen mondmeros de baja viscosidad tales como el
TEGDMA. Actualmente el sistema Bis-GMA/TEGDMA es uno de los mas usados en las
resinas compuestas (21). En general este sistema muestra resultados clinicos
relativamente satisfactorios, pero aun hay propiedades que necesitan mejorarse, como la

resistencia a la abrasion (22).

Por otro lado, la molécula de Bis-GMA, tiene dos grupos hidroxilos los cuales
promueven la sorcion de agua. Un exceso de sorcion acuosa en la resina tiene efectos
negativos en sus propiedades y promueve una posible degradacion hidrolitica (23).
Posteriormente, mondmeros menos viscosos como el Bis-EMAG (Bisfenol A Polietileno
glicol dieter dimetacrilato), han sido incorporados en algunas resinas, lo que causa una
reduccion de TEGDMA. EIl Bis-EMA6 posee mayor peso molecular y tiene menos
uniones dobles por unidades de peso, en consecuencia produce una reduccion de la
contraccion de polimerizacion, presenta una matriz mas estable y también mayor

hidrofobicidad, lo que disminuye su sensibilidad y alteracion por la humedad (24).

Otro monémero ampliamente utilizado, acompafiado o no de Bis-GMA, es el UDMA
(dimetacrilato de uretano), su ventaja es que posee menos viscosidad y mayor
flexibilidad, lo que mejora la resistencia de la resina (25). Las resinas compuestas
basadas en UDMA pueden polimerizar mas que las basadas en Bis-GMA (26), lo que
implica mayor contraccion de polimerizacion, y ademas Soderholmy col, indicaron que
la profundidad de curado era menor en ciertas resinas compuestas basadas en UDMA
debido a una diferencia entre el indice de refraccion de luz entre el monémero y el
relleno (27, 28) (Fig.12) (Tabla 1).
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Fig. 12 Estructura molecular de las resinas mas usadas en composites.

Mondémero Peso Molecular (g/mol) Viscosidad (mPas) AV p (%)

TEGDMA 286 100 14,3
UDMA 470 5000-10000 6,7
Bis-GMA 512 500.000-800.000 6,1

Tabla 1 Relacion entre peso molecular y viscosidad de los monémeros.
Modificado de Moszner N, Salz U.2001) (29)
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2.- Particulas de relleno. Son las que proporcionan estabilidad dimensional a la matriz
resinosa y mejoran sus propiedades. La adicion de estas particulas a la matriz reduce la
contraccion de polimerizacion (entre el 1,5 y el 4% en las 2 horas posteriores al
polimerizado (14), la sorcion acuosa y el coeficiente de variacion dimensional térmico,
proporcionando un aumento de la resistencia a la traccion, a la compresion y a la
abrasion, aumentando el modulo de elasticidad (rigidez), la viscosidad y la radiopacidad
(30).

Las particulas de relleno de cuarzo o vidrio de bario, son obtenidas de distintos tamafios
a través de diferentes procesos de fabricacion (pulverizacion, trituracion, molido). Las
particulas de cuarzo son dos veces mas duras y menos susceptibles a la erosion que el
vidrio, ademas de que proporcionan mejor adhesién con los agentes de conexién
(silano). También son utilizadas particulas de silice de un tamafio aproximado de 0,04
mm (microparticulas), las cuales son obtenidas a través de procesos piroliticos (quema)

o0 de precipitacion (silice coloidal) (11).

La tendencia actual es la disminucion del tamafio de las particulas, haciendo que la
distribucion sea lo més cercana posible, en torno a 0.05 um (31).

Es importante resaltar que cuanto mayor sea la incorporacion de relleno a la matriz,
mejores seran las propiedades de la resina, ya que, se produce una menor contraccion
de polimerizacion y en consecuencia menor filtracion marginal, argumento en el cual se

basa el surgimiento de las resinas pesadas (32).

Sin embargo, tan importante como la contraccién de polimerizacion, es la tension o el
estrés de contraccion de polimerizacion, es decir, la relacion entre la contraccion de la
resina, su moédulo de elasticidad (rigidez) y la cantidad de paredes o superficies
dentarias a unir (Factor C). Con esto, las resinas con altisima incorporacion de relleno
acaban contrayendo menos, pero causando mayor estrés de contraccion lo que conlleva

a mayor filtracion, por ser demasiado rigidas (33).

En total, las particulas de relleno representan entre el 30 — 70% del volumen, o del 50 —

85% en peso de la resina compuesta.
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3.- Agente de conexién o de acoplamiento. Durante el desarrollo inicial de las resinas
compuestas, Bowen demostro que las propiedades optimas del material, dependian de la
formacion de una union fuerte entre el relleno inorgéanico y la matriz orgéanica (34). La
union de estas dos fases se logra recubriendo las particulas de relleno con un agente de
acoplamiento que tiene caracteristicas tanto de relleno como de matriz. El agente
responsable de esta union es una molécula bifuncional que tiene grupos silanos (Si-OH)
en un extremo y grupos metacrilatos (C=C) en el otro. Debido a que la mayoria de las
resinas compuestas disponibles comercialmente tienen relleno basado en silice, el
agente de acoplamiento mas utilizado es el silano (35).

El silano que se utiliza con mayor frecuencia es el y- metacril-oxipropil trimetoxi-silano
(MPS) (Fig. 13), éste es una molécula bipolar que se une a las particulas de relleno
cuando son hidrolizados a través de puentes de hidrégeno y a su vez, posee grupos
metacrilatos, los cuales forman uniones covalentes con la resina durante el proceso de

polimerizacion ofreciendo una adecuada interfase resina / particula de relleno (36).

Asimismo, el silano mejora las propiedades fisicas y mecanicas de la resina compuesta,
pues establece una transferencia de tensiones de la fase que se deforma facilmente
(matriz resinosa), para la fase mas rigida (particulas de relleno). Ademas, estos agentes
de acoplamiento previenen la penetracion de agua en la interfase BisGMA / particulas
de relleno, promoviendo una estabilidad hidrolitica en el interior de la resina (37).

Se han experimentado otros agentes tales como el 4-META, varios titanatos y
zirconatos, sin embargo ninguno de estos agentes demostrd ser superior al MPS (38).
Los avances en la tecnologia de silanizacion se preocupan mas que nada en obtener un
recubrimiento uniforme de la particula de relleno lo cual provee mejores propiedades a
la resina compuesta. Para lograr este recubrimiento uniforme, los fabricantes utilizan
diferentes formas de cubrimiento y envuelven hasta tres veces la particula de relleno
(39).
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Agente de Conexion Silano.
Modificado de Chain M, Baratieri L. Restauraciones Estéticas con Resina Compuesta en Dientes

Posteriores. Sao Paulo, BR.: Artes Médicas Latinoamérica; 2001.(18)

4.- Sistema Iniciador-Activador de Polimerizacién. El proceso de polimerizacion de
los mondmeros en las resinas compuestas se puede lograr de varias formas. En
cualquiera de éstas, es necesaria la accion de los radicales libres para iniciar la reaccion.
Para que estos radicales libres se generen es necesario un estimulo externo. En las
resinas de activacion quimica (autopolimerizado o fraguado en frio) el estimulo
proviene de la mezcla de dos pastas, una de las cuales tiene un activador quimico
(amina terciaria aromética como la N, N dimetil-p-toluidina) y la otra un iniciador
(perdxido de benzoilo). Durante el mezclado, es casi imposible evitar la incorporacion
de aire, que se incorpora en forma de poros que fragilizan la estructura y atrapan
oxigeno; éste Gltimo es un inhibidor de la polimerizacion lo que dard como resultado
final una resina compuesta de propiedades mecanicas inferiores. Otro problema afiadido
de este tipo de polimerizacién es que el operador no tiene control sobre el tiempo de

trabajo una vez iniciada la reaccion.
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Estos problemas fueron solucionados en parte con la introduccion de los sistemas de
resina compuestas de fotocurado. Las primeras resinas se activaban por luz ultravioleta.
En la actualidad se usa luz visible azul la cual provee el estimulo que activa un iniciador

en la resina (una amina alifatica, canforoquinonas, lucerinas u otras diquetonas) (40).

Este tipo de amina proporciona una mejor estabilidad del color que las aminas
aromaticas. Es necesaria que la resina sea expuesta a una fuente de luz con la adecuada
longitud de onda entre 400 y 500 nandmetros en el espectro de luz visible
considerablemente (28). Sin embargo, el clinico debe ser cuidadoso en minimizar la
exposicion de luz, hasta que el material esté listo para curar, de otra forma puede
comenzar una polimerizacion prematura y el tiempo de trabajo se puede reducir
considerablemente (41). Ademas hay otras limitaciones de las resinas activadas por luz
como puede ser la necesidad de colocarlas de forma incremental, evitando capas de
mas de 2 a 3 mm ya que la penetracion de la luz podria verse limitada. Como veremos
mas adelante, esta es una de las grandes innovaciones de los Bulk Fill ya que permiten
un grosor de capas muy superior. Otra limitacion es el acceso relativamente pobre a

ciertas zonas posteriores e interproximales.

Este inconveniente puede ser subsanado con la utilizacion de un tercer grupo de resinas
compuestas para restauraciones directas en las que el estimulo es una combinacion de
los dos anteriores, es decir, la activacion es quimica y por luz a la vez. Por tal motivo a

estas resinas compuestas se las conoce como duales.

Otra forma comun de polimerizar las resinas es a través de la aplicacion de calor solo o
en conjunto con fotocurado. Este procedimiento es bastante comun en las resinas usadas
en laboratorio para la fabricacion de inlays y onlays. Para los materiales termocurados,
temperaturas de 100 °C o mas, proveen la temperatura que sirve de estimulo para activar
el iniciador. El termocurado tras el fotocurado mejora las propiedades de la resina, sobre
todo la resistencia al desgaste y la resistencia a la degradacion marginal (42). Cualquiera
de estos mecanismos es eficiente y produce un alto grado de polimerizacién en

condiciones apropiadas.
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5.- Modificadores Opticos. Para obtener una apariencia natural, las resinas compuestas
deben tener unas propiedades de tono y translucidez semejantes a la estructura dental.
La tonalidad se logra mediante la adicién de diferentes pigmentos que normalmente son
cantidades minusculas de 6xidos metalicos. La translucidez y la opacidad se ajustan con
el fin de semejarse a la dentina y al esmalte, para lo cual los fabricantes afiaden

cantidades minimas de didxido de titanio y 6xido de aluminio (0,001 a 0,007% en peso).

Es importantisimo darse cuenta de que los modificadores Opticos afectan a la
transmision de la luz a través de la resina compuesta. De esta forma, cuando se emplean
tonalidades méas oscuras o bien cuando existe mayor opacidad, la profundidad de
fraguado disminuye, por lo que o bien aumentamos el tiempo de exposicién, o bien
debemos polimerizar en capas mas finas. Deberemos considerar pues en el apartado de
los Bulk Fill, el hecho de que los fabricantes contemplen la comercializacion de colores

universales casi translticidos o muy blancos.

6.- Inhibidores. Se afiaden para minimizar o prevenir la polimerizacion accidental o
espontanea de los mondmeros, reaccionando con los radicales libres mucho mas rapido
que los radicales libres reaccionan con el mondémero. Esto interrumpe la reaccion en
cadena. Un inhibidor tipico es el hidroxitolueno butilado (HTB), empleado en
concentraciones del 0,01% en peso. EI HTB y otros captadores de radicales libres
también se emplean como conservantes alimentarios evitando que ésta se oxide y se
ponga rancia. Estos inhibidores tienen dos funciones: aumentar la vida media de

almacenamiento y garantizar un tiempo de trabajo adecuado.



Estudio de biocompatibilidad de dos composites de baja contaraccion sobre células madre de origen dental

3.2 Clasificacion de las resinas compuestas.

A lo largo de los afios las resinas compuestas se han clasificado de distintas formas con
el fin de facilitar al clinico su identificacion y posterior uso terapéutico. Una de las
primeras clasificaciones es la propuesta por Lutz y Phillips (43), citada con mucha
asiduidad. Esta clasificacion divide las resinas en base al tamafio y distribucién de las
particulas de relleno en: convencionales o macrorelleno (particulas de 0,1 a 100 pum),
microrelleno (particulas de 0,04 um) y resinas hibridas (con rellenos de diferentes
tamanos) (Fig. 14).
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Fig. 14

Clasificacion de las resinas compuestas de Lutz y Phillips. (1983)

Otro sistema de clasificacion fue el ideado por Willems y col., que a pesar de ser méas
complejo, aporta méas informacién sobre diversos parametros como el modulo de
Young, el porcentaje del relleno inorganico (en volumen), el tamafio de las particulas, la

rugosidad superficial y la resistencia compresiva (45). (Tabla 2)
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Tipos de Resinas Compuestas Rellenos

Densificados

- De relleno medio < 60% en volumen
M Ultrafinos Particulas < 3 um
M Finos

Particulas > 3 um
- De relleno compacto >60% en volumen H

> 60% en volumen

M Ultrafinos
M Finos Particulas < 3 pm
Particulas > 3 pm
Microfinos

M Homogéneos N . .
. Tamafio medio de las particulas = 0,004 p
M Heterogéneos

Mixtos Mezcla de resinas densificados y microfinos

Tradicionales Equivalente a las llamadas resinas de macrorrelleno en

otras clasificaciones.

Reforzados con fibra Resinas de uso en laboratorio — industrial

Tabla 2
Clasificacion de las Resinas Compuestas (Adaptado de Willems y Col. 1992).

Con el trascurso de los afios y las nuevas incorporaciones al arsenal terapéutico del
odontdlogo, actualmente se pueden reunir las resinas compuestas en seis categorias

principales (Tabla 3):
1.- Resinas tradicionales, de macrorelleno o convencionales.

Tienen particulas de relleno con un tamafio promedio entre 10 y 50 um (44). Aunque
Anusavice, amplia el espectro del tamafio de particula entre 1 y 50 um, con una carga
del 70 al 80% en peso o del 60 al 70% del volumen (14). Este tipo de resinas, se

desarroll6 en los afios 70 y fueron muy usadas. Sin embargo, sus desventajas justifican
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que entraran en desuso. Su desempefio clinico es deficiente y el acabado superficial es
pobre, debido a que existe un desgaste preferencial o selectivo de la matriz resinosa,
propiciando la prominencia de las grandes particulas de relleno, ya que son mas
resistentes. Ademas, su rugosidad influencia el poco brillo superficial y produce una
mayor susceptibilidad a la pigmentacion (45). Los rellenos mas utilizados en este tipo
de resinas fueron el cuarzo y el vidrio de estroncio o bario (46). El relleno de cuarzo
tiene buena estética y durabilidad pero carece de radiopacidad y produce un alto
desgaste al diente antagonista. Los vidrios de estroncio o bario son radiopacos pero
desafortunadamente son menos estables que el cuarzo (47). Al comparar las propiedades
se estas resinas compuestas con las resinas sin relleno, hay una mejora considerable. La
resistencia a la compresion mejoré entre el 300 y el 500%, debido a la transferencia de
las tensiones de la matriz a las particulas de relleno. De manera similar el mddulo de
elasticidad es de cuatro a seis veces mayor y la resistencia a la traccion es méas del
doble. Asimismo, se redujo la absorcién de agua, la contraccion de polimerizacién vy el
coeficiente de variacion dimensional térmico. La dureza paso a 55 (KHN) frente a la de

15 (KHN) de las resinas acrilicas sin relleno.

2.- Resinas compuestas de particula pequefa.

En un esfuerzo por mantener o mejorar las propiedades favorables de las resinas
tradicionales y conseguir una superficie con mejor pulido, se redujo el tamafo de las
particulas de relleno a un rango de 0,5 a 3 um, con una amplia distribucion, que facilita
una gran carga que oscila entre el 80 y el 90% en peso y el 65 y el 77% en volumen.
Algunas resinas de particulas pequefias emplean silice amorfo como relleno, pero la
mayoria incorporan cristales que contienen metales pesados que le confieren
radiopacidad. El silice coloidal se afiade en cantidades de aproximadamente el 5% en
peso para ajustar la viscosidad de la pasta de forma que permita una mejor adaptacion a
las paredes de la cavidad. Con el aumento de la cantidad de relleno, mejoran las
propiedades de resistencia a la compresion y el mddulo de elasticidad, llegando a ser la
resistencia traccional hasta 1,5 veces mayor que la de las resinas tradicionales. Ademas
el pulido mejora sustancialmente. Sin embargo el coeficiente de variacién dimensional

térmico y la contraccion de polimerizacion disminuyen.
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Estos materiales, al contener cristales que contienen metales pesados son radiopacos.
La radiopacidad es una propiedad importante en los materiales que se emplean para la
restauracion de dientes, ya que facilita el diagndstico de desarrollo de caries
secundarias. Desgraciadamente, los rellenos de cristal con metales pesados son mas
blandos y mas proclives a hidrolizarse y disolverse en agua, mucho méas que la silice
amorfa y el vidrio. Al cabo del tiempo, se ablandan y muestran tendencia al desgaste y
al deterioro (14).

3.-Resinas de microrelleno.

Los inconvenientes de las resinas de los dos grupos anteriores, como la rugosidad
superficial y la baja traslucidez, se han superado al incorporar en su composicion,
relleno de silice coloidal con un tamafio de particula entre 0.01 y 0.05 um (48). Estas
particulas pueden formar aglomerados de hasta 0,4 um. En teoria, este relleno se puede
afiadir directamente a la resina y en grandes cantidades. Sin embargo, esto no es facil
de llevar a cabo debido a la gran superficie que debe ser mojada por el mondémero y
sobre todo a la formacién de pseudocadenas poliméricas entre las particulas coloidales.
Este fendbmeno aumenta de forma significativa la viscosidad y produce un
engrosamiento indebido, incluso cuando se afiade muy poca cantidad de microrrelleno.
A pesar de que ha habido varios intentos para aumentar la carga de relleno, en todos los
casos se ha comprometido el concepto ideal de un relleno de resina homogéneo con
silice coloidal disperso. Sin embargo, el método mas usual para aumentar la carga de
relleno es realizar nuevas particulas triturando una resina compuesta prepolimerizada
gue tenga una gran carga de particulas de silice coloidal. Las particulas de este material
con gran cantidad de microrrelleno se incorporan a la pasta de resina para producir un
material de obturacion con unas caracteristicas de manipulacion aceptables. El
contenido final de relleno inorganico solo es del 50% en peso, aunque si contabilizan las
particulas de resina compuesta prepolimerizada como particulas de relleno, este
contenido puede alcanzar del 80% en peso, aproximadamente el 60% en volumen. Esto
hace que las propiedades sean de forma general, inferiores a las resinas de particulas
pequefias ya que no hay una buena unién entre particulas prepolimerizadas y la matriz

(14). Clinicamente estas resinas se comportan mejor en la region anterior, donde
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las ondas y la tension masticatoria son relativamente pequefias, proporcionan un alto
nivel de pulido y brillo superficial, por lo que confieren alta estética a la restauracion
(48). Sin embargo, debido a sus inferiores propiedades mecénicas y fisicas, muestran
desventajas cuando se aplican en la region posterior, ya que, presentan mayor
porcentaje de sorcidn acuosa, alto coeficiente de expansion térmica y menor médulo de
elasticidad (49).

4.- Resinas hibridas.

En principio, cualquier resina con dos 0 mas tamafios de relleno se puede considerar

como hibrida, asi como aquellas que contienen fibras y/o rellenos de nanoparticulas.

La mayoria de las resinas compuestas modernas que usan rellenos en el rango de las
micras, contienen pequefas cantidades (< 5% en peso) de microrrellenos para que la
pasta adquiera viscosidad adecuada. Las resinas compuestas hibridas empleadas con
mayor frecuencia desde el afio 2000, normalmente son aquellas que contienen rellenos
con un tamafio medio de particulas de aproximadamente 0,5 a 1 um junto con un 10 a
un 15% de microrrelleno. Las particulas de relleno mas modernas las constituyen el
silice coloidal y las particulas de vidrio triturado que contienen metales pesados, lo que
aporta un contenido total de relleno aproximadamente del 75 — 80% en peso. En este
grupo incluimos las resinas fluidas y las mal llamadas condensables, que preferimos
designar como de cuerpo pesado o alta viscosidad. Las propiedades oscilan entre las de

las resinas tradicionales y las resinas de particulas pequefias (14).

Se caracterizan por disponer de gran variedad de colores presentando ademas, gran
capacidad de mimetizacién con la estructura dental y excelentes caracteristicas de
pulido y texturizacion. Mecanicamente, sufren menor contraccién de polimerizacion, y
presentan una baja sorcién acuosa, Ademas presentan un grado de abrasion, desgaste y
un coeficiente de expansion térmica muy similar al experimentado por las estructuras
dentarias. Comercialmente encontramos formulas para uso universal, es decir, Utiles
tanto en el sector anterior como en el posterior, con diferentes grados de opacidad y

translucidez, en diferentes matices y presentan fluorescencia (50-52).
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5.- Hibridos Modernos.

Este tipo de resinas tienen un alto porcentaje de relleno de particulas sub-
micrométricas (mas del 60% en volumen). Su tamafo de particula reducida (desde
0.4um a 1um), unido al porcentaje de relleno, provee una dptima resistencia al desgaste
y otras propiedades mecénicas adecuadas. Sin embargo, estas resinas son dificiles de

pulir y el brillo superficial se pierde con rapidez (53).
6.-Resinas de Nanorelleno.

El término nanotecnologia, fue acufiado por el Prof. Kerie E. Drexler, investigador,
conferencista y escritor sobre nanotecnologia. Es una ciencia que se distingue
principalmente por la escala a la que actda. En términos simples, es ingenieria a nivel
atdbmico o molecular. Este tipo de resinas se han desarrollado de manera reciente, y
contienen particulas con tamafios menores a 10 nm (0.01um). Este relleno se dispone de
forma individual o en grupos, "nanoclusters” o nanoagregados de aproximadamente 75
nm (41). La nanotecnologia en las resinas compuestas ofrece propiedades como una
elevada translucidez y un pulido superior, similar a las resinas de microrelleno. El
porcentaje de relleno oscila alrededor del 90% en peso, con una contraccion de
polimerizacion del 1,57%. Presentan una fuerza y resistencia al desgaste
significativamente alta, equivalente a las resinas hibridas, con excelente estética y alta
estabilidad del color. Ademas presentan un modelado dptimo, ya que el material no se
pega al instrumento. (Fig. 15 y Fig. 16) (14, 48, 49, 54, 55). Las nanoparticulas debido
a su tamafo no reflejan la luz, ya que las ondas de luz las atraviesan sin reflejarse en
ellas. Asi, cuando se afiaden a los composites, no alteran su opacidad ni translucidez.
Las nanoparticulas, debido al efecto cuantico, no se comportan como soélidos sino
como liquidos. Al ser transparentes y comportarse como liquidos, no podrian ser
utilizadas como material de relleno, por lo que se acompafian con particulas mas
grandes entre 0.7 micrones. Estas, actuan como soporte, y dan viscosidad al material,
proporcionando el color, la opacidad y la radiopacidad a este tipo de resinas. Por estas
razones, un solo material tiene aplicaciones, tanto en el sector anterior como en el

posterior, para todas las clases de cavidades.
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Tipo de resina Tamafno del relleno (um) Material de relleno
Macrorrelleno 1-50 Cuarzo o vidrio
Particulas Pequefias 05-3 Vidrio y silice coloidal
Microrrelleno 0,01 -0,05 Silice coloidal y rellenos prepolimerizados
Hibrida 05-1 Vidrio y silice coloidal
Hibridos modernos 04-1 Vidrio, zirconio y silice coloidal
Nanorrelleno < 0,01 (10nm) Silice o zirconio

Tabla 3 Principales tipos de resinas compuestas. (Adaptado de (Anusavice K. et al. 2004).

3.3.-Otras resinas compuestas.
A) Resinas compuestas de baja viscosidad o fluidas.

Surgen como una modificacion de las resinas compuestas de particulas pequefias y las
resinas hibridas. La primera generacion de este tipo de resinas data de 1996. Son
resinas a las que se les ha disminuido el porcentaje de relleno inorgéanico, lo que las
hace mas susceptibles al desgaste. A su vez, se han agregado a la matriz algunas
sustancias o modificadores reoldgicos (diluyentes) para de esta forma disminuir su
viscosidad (56). Entre sus ventajas destacan: una alta capacidad de humectacién de la
superficie dental (asegurando la penetracion en todas las irregularidades) (57), tienen el
potencial de fluir en pequefios socavados, puede formar espesores de capa minimos, lo
que previene el atrapamiento de burbujas de aire (58), tiene una alta elasticidad o bajo
maodulo elastico (3,6 - 7,6 GPa), creando una capa elastica entre la dentina y el material
restaurador que puede absorber la contraccion de polimerizacion. De esta forma, se
asegura la continuidad en la superficie adhesiva y se reduce la posibilidad de desalojo

en areas de concentracion de estrés (59).
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Aunque este tipo de resinas posee una alta contraccion de polimerizacion (4 a 7 %), su
gran elasticidad es un factor que contrarresta el esfuerzo interfacial. Sin embargo, la
mayoria de estos materiales presentan una radiopacidad insuficiente (53), lo que puede
producir confusion a la hora de determinar la presencia de caries recurrente. Estos
materiales estarian indicados para: restauraciones de clase V, restauraciones oclusales
minimas o bien como materiales de base cavitaria (21, 60, 61). Este Gltimo es un
aspecto controvertido, ya que las resinas fluidas no satisfacen el principal proposito de

las bases cavitarias, que es la proteccion del complejo dentino-pulpar (62).

B) Resinas compuestas de alta viscosidad, condensables, de cuerpo pesado,

compactables 0 empacables.

Se introdujeron a finales de la decada de los 90. Las resinas compuestas de alta
viscosidad, son resinas con un alto porcentaje de relleno. Este tipo de resinas han sido
Ilamadas erréneamente "resinas condensables”, ya que no disminuyen su volumen al
compactarlas, sino que ofrecen una alta viscosidad que trata de imitar la técnica de
colocacion de las amalgamas de plata. La consistencia de este tipo de materiales
permite producir areas de contacto mas estrechas, con la banda matriz que los logrados
con los materiales de viscosidad estandar en restauraciones de clase Il (63). Para lograr
esta caracteristica, se desarroll6 un compuesto denominado PRIMM (Polimeric Rigid
Inorganic Matrix Material), formado por una resina Bis-GMA o UDMA vy un alto
porcentaje de relleno (superior a un 80% en peso) de particulas irregulares de ceramica
(Aldmina y Bidxido de Silicio). Estas particulas de relleno fibrosas y alargadas tienen
aproximadamente 100 um de longitud que junto a superficies texturizadas presentan
gran capacidad de engranaje y resistencia a la fluidez. De esta forma, se reduce la
cantidad de matriz de resina aumentado su viscosidad y creando esta particular
propiedad que las diferencia de las resinas hibridas convencionales en su manejo
clinico. Estas resinas son relativamente resistentes al desplazamiento durante la
insercion y su comportamiento fisico-mecanico es superior al de las resinas hibridas

(64). No obstante, su comportamiento clinico es similar muy similar (65).

Como principales inconvenientes, destacan: la dificil adaptacion entre una capa de

resina y otra y con ello su dificultad de manipulacién y la poca estética que ofrecen en
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los dientes del sector anterior. Un aspecto que se debe tener en cuenta es la forma de
polimerizacion de este tipo de resinas, ya que se han obtenido mejores resultados con la
técnica de polimerizacion retardada (66). En un principio, los fabricantes manifestaron
que se podian colocar en capas de 5 mm. Clinicamente resultdé no ser asi, ya que se
producia una gran contraccion, en contra de lo que podria esperarse dado su alto
porcentaje de carga, generando un gran estrés tensional y la consecuente separacion

entre el material y el tejido dentario, originando filtraciones.

Para obtener mejores resultados, se deberia utilizar una resina fluida como base. La
resina fluida, al poseer un bajo médulo de elasticidad, escurre mejor, creando una mayor
humectacion y mejor adaptacion, a la vez que alivia la tension, compensando el estrés
de contraccion de polimerizacién de la resina de alta viscosidad. Estas resinas, estarian

indicadas para la restauracion de cavidades de clase I, Il 'y VI (67).

C) Resinas de baja contraccion de polimerizacion.

Con la finalidad de reducir la contraccion de polimerizacién, se han propuesto gran
variedad de mondmeros, entre ellos, los llamados mondmeros con capacidad de
expansion, como los espiroortocarbonatos (SOC) que se introdujeron en el mercado

dental en la década de los 70, aunque no se popularizaron (68).

Del mismo modo, Stansbury desarrolld los monémeros SOC, junto a un nucleo de
dimetacrilato (SOCs), con la finalidad de reducir la contraccion de polimerizacion y
mejorar el grado de conversién de los composites, mediante el mecanismo de expansion

polimérica y un sistema de polimerizacion paralelo de radicales libres (69).

Simultdneamente Byerley y Eick, sintetizaron SOCs unido a un ndcleo de oxirano, capaz
de producir polimerizacion catiénica que también ayudaba a compensar la contraccion
de polimerizacion y mejoraba considerablemente el grado de conversion de los

composites (70, 71).
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Krenkel y col. presentaron un sistema experimental de resinas compuestas, cuya matriz
orgénica se basaba en mondémeros SOC, diepoxi y un grupo polyol, capaz de reducir el
estrés de polimerizacién al ser comparado con un sistema de resinas patentado (Z100)
(72). A pesar de que ambos sistemas eran compatibles desde el punto de vista quimico,
no se comercializaron ya que el grado de conversion o indice de curado total del sistema
SOC es menor que el sistema convencional de dimetacrilatos (73). No obstante, estos
indices pueden mejorar modificando la fotorreactividad del sistema SOC y afiadiendo
promotores de la reaccion (74). Por su parte, Condon y col.(75) y Freilich y col. (76),
concluyeron que las combinaciones de sistemas Epdxicos-Polyoles, muestran in vitro,
cambios volumétricos durante el proceso de polimerizacion entre un 40 y un 50%
menores a los obtenidos con los sistemas tradicionales (BisSGMA/TEDGMA) (75-77).
Ademas, poseen propiedades mecanicas similares a las resinas tradicionales y menor

capacidad de sorcién acuosa (78).

Otra alternativa es el silorano. Se trata de una resina experimental de naturaleza
hidrofobica desarrollada por 3M ESPE, derivada de la combinacién de los componentes
quimicos basicos de los siloxanos y los oxiranos (grupos epoxicos) (79). La estructura
del siloxano se introdujo para dotar de una naturaleza méas hidrofébica al silorano. De
este modo, se reduce considerablemente la sorcion acuosa del medio bucal, mejorando
sus propiedades fisicas, a la vez que se absorben menos los colorantes de la dieta y por

lo tanto son mucho menos sensibles a las pigmentaciones exdgenas (80).

Hay que destacar que la red de los siloranos se crea debido a un proceso de
polimerizacion por apertura de anillos de los oxiranos. Se trata de una polimerizacion
cationica. Esta polimerizacion empieza cuando un catién acido abre un anillo oxirano y
genera un nuevo centro &cido (un carbocation). El anillo de oxirano abierto forma
entonces una cadena de dos mondmeros multifuncionales (77). Este tipo de
polimerizacion, por apertura de anillo, ocurre con una contraccion muy baja, mostrando
valores menores al 1% (81). Esta propiedad, representa una ventaja clinica evidente, ya
que minimiza la posibilidad de formacion de brechas marginales que conllevarian a la
microfiltracion. Aunque este material aun esta en fase experimental, los resultados son

muy alentadores, ya que presentan valores de contraccion y estrés de polimerizacion
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mas bajos, cuando es comparado con los metacrilatos y mayor estabilidad en luz
ambiental (82).

Igualmente, los siloranos revelan propiedades fisicas comparables a las resinas
compuestas basadas en metacrilato y los resultados toxicoldgicos en general sugieren
que los siloranos son biocompatibles (83). Esta tecnologia representa un gran paso al
futuro en la ciencia de los materiales y una mejora significativa para la odontologia

restauradora.

Otra linea de investigacion paralela en el campo de los polimeros de uso odontologico,
son los sistemas basados en vinilciclopropanos, oligémeros difuncionales y
multifuncionales ciclopolimerizables, que similar a los sistemas anteriores, mejoran el
grado de conversion de las resinas compuestas y reducen su contraccion de
polimerizacion, aunque existe escasa informacion publicada al respecto (39, 84-90).
Segun estudios in vitro, el uso de moléculas de alto peso molecular, como el multi-etil-
glicol-dimetacrilato y los copolimeros, pueden llegar a lograr una conversion entre el
90-100%. Este fendmeno parece ser el resultado de la reduccion considerable de
uniones de doble enlace de carbonos (C=C) (91).

Un adelanto notable a destacar, es el desarrollo de los ormdceros basados en un sistema
de moléculas hibridas (organica-inorganica), uretanos multifuncionales, thio-eter-

metacrilato y alkosiloxanos (92).

El término Ormocer deriva de las siglas en inglés "Organically Modified Ceramic". En
estos materiales se reemplaza la matriz de Bis-GMA/TEGDMA por otra donde
copolimerizan monomeros inorganicos (material vidrio-ceramico con matriz vitrea) con
monomeros organicos. Se obtiene primero una columna, sintetizando un polimero
inorgénico (polisiloxano, alkoxisilano) en un proceso sol-gel que polimeriza moléculas
0 mondmeros de tetradxido de silicio (mondémeros inorganicos ceramicos). A esta
columna, se le agregan grupos organicos (dimetacrilatos, con capacidad de polimerizar

por adicion de radicales libres), obteniendo asi la molécula de Ormocer (93).

De esta forma, se obtiene una matriz ceramica y organica y con moléculas de mayor
peso molecular, lo que disminuye en gran medida la contraccion de polimerizacion (94).

Las moléculas de Ormocer son de hecho, de 1000 a 2000 veces mas grandes que las
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moléculas de Bis-GMA, lo que disminuye el porcentaje de contraccion final de la matriz
(95).

Otra ventaja de este sistema es la formacion del 100% de doble enlaces, ya que, son
moléculas con mas sitios activos y capaces de generar uniones covalentes. Esto se
traduce en mejoras en las propiedades mecanicas y bioldgicas al no quedar monémeros
libres. A este tipo de formulacion se debe el fenémeno de reduccion de la contraccion
de polimerizacién (0.90 al 2%), el aumento del grado de conversion y las adecuadas
propiedades fisico-mecanicas de éstos sistemas, en comparacion con los sistemas
convencionales (96, 97). Este material es fabricado y distribuido comercialmente por
VOCO GmbH (Alemania) y es conocido con el nombre de Admira (98).

D) Resinas de empaquetado en masa o bulk fill.

Surgen para solventar el problema de tener que aplicar incrementos de composite de 2
en 2 mm, para una correcta polimerizacion de los materiales, lo que hace que el
procedimiento para grandes cavidades sea tedioso. Los composites para dientes
posteriores tipo Bulk Fill se pueden aplicar en capas de hasta 4 mm antes de su
polimerizacion. Junto a los fotoiniciadores mas usados, la canforoquinona y la lucerina,
se puede emplear ademas el iniciador de polimerizacion llamado ivocerin. Este resulta
mucho mas reactivo y con capacidad de ser activado en las cavidades profundas.

Los mondmeros mas utilizados que forman la matriz son: la resina dimetacrilato de
uretano modificada, el Dimetacrilato Bisfenol A etoxylado (EBPADMA), el bisEMA, y
las resinas Procrylat y Trietileneglicol dimetacrilato (TEGDMA) (6).

En cuanto al proceso de polimerizacion de los composites, una caracteristica importante
es la translucidez del material empleado. De este modo, cuanto mas oscuro y opaco sea,
menor sera la profundidad de polimerizacion, ya que a los iniciadores les llega menos
luz. Esto hace que los composites bulkfill, por lo general, estén disponibles en un solo
tono universal semitransldcido o en tonos claros.

Esta caracteristica, limita las propiedades estéticas de este tipo de materiales. De este
modo, cuando el angulo cavo superficial se encuentra en la superficie oclusal o la
extension de la caja proximal se encuentra en una zona visible, se podria apreciar la
transicion entre el diente y el material restaurador. Asi mismo una dentina muy tefiida

puede ser visible a través del material polimerizado. En estos casos se debe utilizar un
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color apropiado o un material restaurador opaco con el adecuado espesor en las zonas
visibles. Debemos tener en cuenta, por tanto que en el empleo de estos composites, hay
que dejar al menos 2 mm para la posterior colocacion del material elegido para la

superficie oclusal.

Para las capas de 4 mm de profundidad, se debe usar una luz visible apropiada, con un
espectro de salida de 470 nm. La potencia debe tener una exposicion desde 550mwW/cm?
como minimo a 1.100 mW/cm? como maximo, durante 10, 20 6 40 segundos
dependiendo del fabricante y del color.

Se han integrado unos mitigadores de estrés en la composicion del relleno que gracias a
su bajo modulo de elasticidad, actian como muelles microscopicos durante la
polimerizacion, reduciendo el estrés de contraccion. Esto permite un éptimo sellado

marginal.

Suelen ser composites nanohibridos. Los rellenos utilizados en su composicion son el
oOxido de zirconio / silice con un tamafio de particula de 0,01 a 3,5 u y el Trifluoruro de
iterbio (YbF3) para aumentar la radiopacidad, con un rango de tamafio de particula de
0,1 a 5,0 u. La carga de relleno inorgénico es aproximadamente 65-68% en peso y el

38-44% en volumen.

3.4-Propiedades de las resinas compuestas.

1.- Resistencia al Desgaste.

Junto con la contraccion de polimerizacion, es el problema clinico méas frecuente que
presentan (Fig. 8), y se define como la capacidad que poseen las resinas compuestas de
oponerse a la pérdida superficial, como consecuencia del roce con la estructura dental,
el bolo alimenticio o elementos tales como cerdas de cepillos y palillos de dientes (36).
Cuando esta propiedad es deficiente, no supone un efecto perjudicial inmediato, pero
lleva a la pérdida de la forma anatomica de las restauraciones y disminuye su
longevidad (99). Esta propiedad depende del tamafio, la forma y el contenido de las
particulas de relleno asi como de la localizacion de la restauracion en la arcada dental y

las relaciones de contacto oclusales, a las que se vera sometidas (100). Cuanto mayor
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sea el porcentaje de relleno, menor el tamafio y mayor la dureza de sus particulas, la

resina tendra menor abrasividad (101).

Las unicas pruebas que permiten evaluar de manera real la resistencia al desgaste de los
materiales de restauracion, son las evaluaciones clinicas con grupos control, y segun
éstas, las mejores resinas compuestas tienen una tasa de desgaste de 10 a 20 um al afio.
Este desgaste que podria parecer pequefio, no lo es si consideramos que las resinas se

desgastan alrededor de 0.1 a 0.2 mm mas que el esmalte al cabo de 10 afios(14).

Leinfelder y col. explican el fendmeno de la siguiente manera: la resina y las particulas
de relleno, presentan moédulos de elasticidad diferentes, siendo menor el mddulo
elastico de la resina. Ademas, las particulas que conforman el relleno son mas
resistentes al desgaste, de forma que comprimen la matriz en los momentos de presion
(como las cargas ciclicas), lo que causa el desprendimiento de dichas particulas y del
agente de conexion silano. Finalmente, el desprendimiento de las particulas, expone la
matriz, que es mas susceptible al desgaste. Este fendmeno de pérdida de particulas
superficiales, se conoce como "plucking out" (102).

Se han propuesto dos mecanismos principales del desgaste de la resina compuesta,

dependiendo de las zonas anatomicas implicadas:

e EI primero, el desgaste de dos cuerpos, se basa en el contacto directo de la
restauracion con una cuspide antagonista o con una superficie proximal
adyacente, de manera que se generan altas tensiones en pequefias zonas de
contacto. El proceso de desgaste en esta zona anatomica, se debe a los grandes
niveles de fuerza ejercidos por las cuspides antagonistas o por la fuerza
transmitida a la superficie proximal.

e La pérdida de material en las areas libres de contacto se debe probablemente al
contacto con el bolo alimenticio, cuando se estda moviendo sobre la superficie
oclusal. Se trata de un desgaste de tres cuerpos, que puede estar controlado de
forma compleja por las propiedades de la resina compuesta, como la tenacidad,
porosidad, estabilidad del agente de conexion, grado de conversion del
monomero, carga de relleno y la forma y tamariio de las particulas de relleno. En

este proceso de desgaste también desempefian un papel importante, las
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variaciones propias entre los pacientes, como los diferentes habitos
masticatorios, los diversos niveles de fuerza y las variaciones propias del medio
oral. La figura 17, muestra un patron de desgaste tipico, en una restauracion de

resina compuesta de particulas pequefias tras 9 afios de uso.

Fig. 17
Fotografia al MEB de una resina compuesta de particula pequefia con nueve afios de uso.
Tomado de Anusavice K, et al, 2004.(14)

A nivel clinico, la pérdida de material causada por el desgaste directo en las zonas de
contacto entre dos dientes es mayor que la que se produce en las zonas libres por causa
del contacto con la comida. Las resinas compuestas de particulas pequefias, con gran
carga de particulas y con el relleno correctamente adherido a la matriz, son las mas
resistentes al desgaste. Las restauraciones grandes, se despegan mas que las pequefias, y

por tanto mas en molares que en premolares (14).

2.-Textura Superficial

Se define como la uniformidad de la superficie del material de restauracion (103). En
las resinas compuestas, la textura de la superficie esta relacionada en primer lugar con el
tipo, tamafio y cantidad de las particulas de relleno y en segundo lugar con el empleo de
técnicas correctas de acabado y pulido. Una resina rugosa favorece la acumulacion de
placa bacteriana y puede actuar como irritante mecanico especialmente en las zonas
préximas a los tejidos gingivales (104). Mediante la fase de acabado y pulido de las

restauraciones se logra una menor carga superficial y se elimina la capa inhibida,
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evitando o minimizando la adhesion de placa bacteriana, lo que prolonga en el tiempo la
restauracion de resina compuesta (99). Las resinas compuestas de nanorelleno, tienen un

excelente pulido, lo que proporciona un alto brillo superficial (43).

3.-Coeficiente de Expansién Térmica.

Es la velocidad de cambio dimensional, por unidad de cambio de temperatura (105).
Cuanto mas se aproxime el coeficiente de expansion térmica de la resina al coeficiente
de expansién térmica de los tejidos dentarios, habra menos probabilidades de formacion
de brechas marginales entre el diente y la restauracion, al cambiar la temperatura (106).
Un bajo coeficiente de expansién térmica se asocia con una mejor adaptacion marginal.
Las resinas compuestas, presentan un coeficiente de expansion térmica unas tres veces
mayor que el de la estructura dental. Esta diferencia es significativa, teniendo en cuenta
que las restauraciones pueden verse sometidas a cambios de temperatura que van desde
los 0° C hasta los 60° C (107).

4.-Sorcion  Acuosa (adsorcion 'y absorcion) 'y Expansién Higroscopica.
Esta propiedad esta relacionada con la cantidad de agua adsorbida por la superficie y
absorbida por la masa de una resina en un tiempo determinado y la expansién
relacionada a esa sorcion (100). La incorporacion de agua en la resina, puede causar
solubilidad de la matriz afectando negativamente a las propiedades de la resina, lo que
se conoce como degradacién hidrolitica (108). Dado que la sorcién es una propiedad
que afecta a la fase organica, cuanto mayor sea la proporcion de relleno inorganico,
menor sera la sorcion de agua (14, 109, 110). La expansion relacionada con la sorcion
acuosa (expansion higroscopica) es capaz de compensar la contraccion de
polimerizacion. Los estudios de Yin, mostraron que las resinas hibridas proporcionan

baja sorcién acuosa (47).

5.-Resistencia a la Fractura

Se considera como la tension necesaria para provocar una fractura (resistencia maxima).
Las resinas compuestas presentan diferentes resistencias a la fractura lo que depende en
gran medida de la cantidad de relleno. Las resinas compuestas de alta viscosidad
presentan alta resistencia a la fractura debido a que absorben y distribuyen mejor el

impacto de las fuerzas de masticacion (111).



Estudio de biocompatibilidad de dos composites de baja contaraccion sobre células madre de origen dental

6.-Resistencia a la Compresion y a la Traccion

Mide la maxima fuerza que un material puede resistir al sufrir compresion o
estiramiento antes de su rotura. Las resistencias a la compresion y a la traccion son
mejores cuanto mas similares son a la dentina. Son propiedades relacionadas con el
tamanio y el porcentaje de particulas de relleno: a mayor tamafio y mayor porcentaje de

particulas de relleno, mayor resistencia a la compresion y a la traccion (112).

7.-Modulo de elasticidad

El médulo de elasticidad indica la rigidez de un material. Un material con un modulo de
elasticidad elevado serd mas rigido (menos elastico), mientras que un material con un
modulo de elasticidad bajo es mas flexible. En las resinas compuestas esta propiedad
igualmente se relaciona con el tamafio y porcentaje de las particulas de relleno: a mayor
tamafo y porcentaje de particulas de relleno, mayor médulo elastico. O lo que es lo
mismo, conforme aumentamos el componente inorganico en detrimento de la matriz

orgénica, el composite es més rigido (106).

8.-Estabilidad del color

Las resinas compuestas sufren alteraciones de color debido a manchas superficiales y
decoloracion interna. Las manchas superficiales estan relacionadas con la penetracion
de colorantes provenientes principalmente de la alimentacion y el consumo de tabaco,
que pueden pigmentar la resina. La decoloracién interna ocurre como resultado de un
proceso de foto-oxidacion de algunos componentes de las resinas, como las aminas
terciarias (113). Es importante destacar que las resinas fotopolimerizables son mucho
mas estables al cambio de color que las que se activan de forma quimica (114).

9.-Radiopacidad

Las resinas compuestas son radiollcidas por si mismas. Los materiales de restauracion
de resina deben incorporar elementos radiopacos, como bario, estroncio, circonio, zinc,
iterbio, itrio y lantanio, que permitan interpretar en un examen radiogréafico la presencia
de caries alrededor o debajo de la restauracion. Para lograr un Optimo contraste que
facilite el diagnostico, la radiopacidad de la restauracion debe ser casi igual a la del

esmalte, es decir, dos veces la de la dentina. Por otro lado, cuando la radiopacidad es
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excesivamente mayor que la del esmalte, se puede llegar a enmascarar la presencia de

zonas radiolucidas en la interfase o incluso la existencia de caries secundarias (14).

10.-Contraccién de Polimerizacion

La contraccion de polimerizacién es el mayor inconveniente que presentan estos
materiales de restauracion (115). Las moléculas de la matriz de una resina compuesta
(mondmeros) se encuentran separadas antes de polimerizar por una distancia promedio
de 4 nm (distancia de unién secundaria). Al polimerizar, se establecen uniones
covalentes entre dichas moléculas y esa distancia se reduce a 1.5 nm (distancia de
unién covalente). Ese reordenamiento espacial de mondmeros a polimeros provoca la
reduccién volumétrica del material (116).

La contraccion de polimerizacion de las resinas es un proceso complejo que genera
fuerzas internas en la estructura del material y que se traducen en tensiones en la
interfase, cuando el material esta adherido a las superficies dentarias (117).

Los sistemas de mondmeros que actualmente se utilizan en la fabricacion de resinas
compuestas para uso dental, tienen una contraccion de polimerizacion que oscila entre
el 6.1% vy el 14.3%. La contraccion de polimeros por apertura de anillo, oscila
alrededor del 1% (Fig.18).

Y
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Fig. 18 Esquema general de la polimerizacién por apertura de anillos. Adaptado de Moszner N, Salz
U.2001) (18)
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Segun Chen vy col, las tensiones que se producen durante la etapa pre-gel (etapa de la
polimerizacion donde el material puede aun fluir), pueden ser disipadas en gran medida
con el flujo del material. Pero una vez alcanzado el punto de gelacion, el material no

fluye y las tensiones en su intento de disiparse pueden generar:

a. Deformacion externa del material sin afectar a la interfase adhesiva (cuando
existen suficientes superficies libres o superficies donde el material no esta
adherido).

b. Brechas en la interfase diente/restauracion (cuando no existen suficientes

superficies libres y cuando la adhesidn no es adecuada).

c. Fractura cohesiva del material restaurador (cuando la adhesion
diente/restauracion es buena y no existen superficies libres) (118).

La contraccion por polimerizacion también esta influida por otros factores como el
modo de activacion de la polimerizacion, asi como los tipos y concentracion de los
iniciadores que regulan el grado de conversion y la cinética de la reaccion. Cuanto mas
alto sea el grado de conversion de la resina, mayor sera la contraccion del polimero,
generando un mayor estrés. De forma similar, una polimerizacion muy rapida del
material implica que la matriz organica que estd polimerizando tenga una gran cantidad
de energia cinética. Este movimiento acelerado de las moléculas, produce una réapida
rigidez del polimero en formacion, dando lugar a un desarrollo méas rapido de estrés por

contraccion, que cuando se realiza el proceso de forma mas lenta.

La contraccion asociada a la cinética de reaccion es mayor en los materiales que
endurecen a través de fotoactivadores, debido al gran nimero de radicales libres que se
generan. Esto se traduce en un mayor grado de conversion de moléculas. En
comparacion, con los materiales autopolimerizables, donde el nimero de radicales libres
formados no es tan elevado, se producen menores valores de estrés por contraccién
(Tabla 4).
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Factor

Tiempo de

polimerizacion

Color del composite
Temperatura

Espesor de la capa de

composite

Tipo de relleno

Distancia entre foco de

luz y composite

Calidad del foco de luz

Contraccion de

Polimerizacion

Repercusion Clinica

Depende del color del composite, potencia de la lampara,
profundidad de la cavidad, espesor de la capa, estructuras dentarias
interpuestas y cantidad, tamafio, distribucion dureza e indice de

refraccion del relleno

Los tonos mas oscuros requieren mayor tiempo de polimerizacion
(60 segundos a profundidad maxima de 0,5 mm)

El composite a temperatura ambiente polimeriza en menos tiempo

Se recomienda no trabajar con capas de mas de 2 mm de espesor

Cuanto méas pequefia es la particula peor polimeriza debido a la

poca refraccion de la luz

Distancia optima:< I mm, con la luz perpendicular al material

Longitud de onda entre 400 y 500 nm. La intensidad de la luz debe
ser igual o mayor a 600 mW/cm? para asegurar un minimo de 400 en

el primer incremento de composite en cavidades del sector posterior

Depende del % , tamafio, distribucién y dureza del relleno, asi como

del tipo de resina que forma la matriz

Tabla 4

Factores que afectan el grado de conversidn de las resinas compuestas.

Tomado de Hervas-Garcia A, et al 2006. (10)
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3.5-Modificaciones de las resinas compuestas.

Mondmeros Hidrofdbicos.

Sankarampandian y col., investigaron el proceso de sorcion de agua, dureza y el
maodulo de elasticidad de varios sistemas BisGMA y analogos, a los que se les sustituyd
un grupo fenilico del carbén central de su cadena por fluorine. Se encontraron que éste
reducia la sorcion de agua en un 10%. Ademas, observaron que los polimeros
fluorinados eran mas estables en contacto con el agua, aunque producian una
disminucion de la dureza y modificaban el médulo de elasticidad de los composites
considerablemente (119).

Se han propuesto otros sistemas con la finalidad de disminuir la sorcién de agua, entre
estos se incluyen anélogos quimicos del dimetacrilato de uretano (UDMA), que poseen
un grupo fenoximetil en la porcion periférica o central como grupo alifatico (91, 120).
Estos sistemas, al ser comparados con los sistemas habituales UDMA, consiguen reducir
entre un 10-30% la sorcion de agua. Sin embargo, presentan como efecto secundario

una disminucion de la resistencia comprensiva (121).

Materiales Anticariogénicos.

Imazato y col. son los pioneros en este campo de investigacion, ya que han logrado
desarrollar un mondmero antibacteriano compatible con los sistemas de resinas
compuestas, el metacriloxydodecypiridium bromide (MDPB), capaz de inhibir el
crecimiento de streptococos mutans sobre el material restaurador y en los margenes
cavo-superficiales (122). La adicion de este mondmero a la composicion de los
composites convencionales no modifica el grado de conversion, el estrés de
polimerizacion, la sorcion de agua, ni cualquier otra de sus propiedades fisico-
mecanicas (122-125).

Polimeros Remineralizantes.

Existe un gran interés en desarrollar biomateriales dentales que sean capaces de
restablecer la matriz inorganica que se ha perdido, por un proceso de desmineralizacion
activo o pasivo. En esta linea, Skrtic y col., desarrollaron un prototipo polimérico de

restauracion directa basado en fosfato de calcio, con la finalidad de que el material,
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tuviese la capacidad de liberar iones de fosfato y calcio al entrar en contacto con el
substrato dentario (126). EI problema es que estos compuestos son inestables y

presentan propiedades mecanicas insuficientes (127).

Por otro lado, se estudio in vitro un composite bioactivo con fosfato de calcio amorfo
(ACP), capaz, mediante técnicas de hibridacién de las matrices de la resina compuesta,
de formar elementos vitreos al unirse con los complejos de BisGMA, TEDGMA e
hidroxietilmetacrilato (HEMA). Este material muestra una capacidad potencial de
remineralizacién, aunque no posee las propiedades mecéanicas suficientes para ser
utilizado como material restaurador definitivo sin previas modificaciones en su

constitucion quimica (128).

No podemos olvidar mencionar los materiales sellantes de superficie, desarrollados por
Bohlig y col. que acttan evitando la retencion de placa dental sobre la restauracion y la
desmineralizacion de los margenes cavosuperficiales, ademas de ser resistentes a la
abrasion producida por el cepillado dental (129). Los grupos quimicos mas utilizados
son copolimeros del &cido acrilico, como el iso-butil-metacrilato y los polisiloxanos,

que parecen ser las formulaciones mas estables (128, 130).

Reduccion del estrés de polimerizacion

La causa principal del fracaso de las restauraciones con resinas compuestas es el
desarrollo de caries secundarias (85, 131-134). Este fendbmeno segun Feilzer y col.
guarda relacion directa con la contraccion que sufre el composite (1.35 al 7%) durante
el proceso de fotopolimerizacion (63, 135) (Fig. 10). La tension generada durante el
proceso de polimerizacidn afecta la zona de interfase diente-material restaurador, siendo
capaz de provocar microcraks o fallos de la union (desadaptaciones microscopicas)
(136). La magnitud del estrés de polimerizacion y la contraccién total de la restauracion,
depende directamente del médulo de elasticidad, capacidad de fluir y deformacion del
composite, del uso de bases, del sistema de adhesion dental, y el método y sistema de

fotocurado, entre otros (137).

El continuo desarrollo de los sistemas adhesivos dentales, ha disminuido la aparicion
de la brecha o microcracks en la zona de interfase (138). Sin embargo, sigue siendo

necesario modificar las formulas quimicas de los sistemas de resinas compuestas
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convencionales, con el objetivo de reducir la sensibilidad de la técnica, y mejorar la

versatilidad y las propiedades bio-fisico-quimicas de los composites (114, 139).

T Contraccion Volumeétrica del composite
T Velocidad de reaccion
Modo de curado Tpor luz — quimica l

T Propiedades Mecanicas

Estrés de

contraccion

T Grosor de capa
l Factor C
T Porosidad del material

T Expansion Higroscopica

Fig. 19
Parametros que influencian la formacion de estrés ocasionado por la contraccién por polimerizacion.
(Modificado de Moszner N, Salz U. 2001) (18).

El futuro de las resinas compuestas estd marcado por cambios en la formulacion
guimica de los sistemas convencionales, mediante la hibridacion molecular o el
desarrollo de nuevos mondmeros y/o copolimeros, con la finalidad de solucionar los
inconvenientes o limitaciones que presentan hoy en dia dichos materiales. Los

53
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problemas a resolver se centran en la contraccion de polimerizacion, el estrés causado
por contraccion, la estabilidad del color, el grado de conversion, la mejora de las
propiedades fisicas, mecanicas, radioldgicas, y estéticas, y sin lugar a dudas una mejora

en términos de biocompatibilidad.

4.-Conceptos de citotoxicidad y biocompatibilidad.

Para el correcto entendimiento de los fines de nuestro estudio experimental y la
comprension de los efectos bioldgicos que los dos materiales a estudio podrian tener
durante su aplicacion clinica, es fundamental diferenciar entre los conceptos de

citotoxicidad y biocompatibilidad.

Es evidente que la Odontologia es una ciencia en continuo estudio y evolucion, como
necesariamente sucede en cualquier otra rama de la medicina. La evolucion de las
técnicas clinicas y de los materiales utilizados es constante y necesaria para la mejora y
optimizacion de nuestros tratamientos. No obstante, la gran cantidad de compafiias y
empresas dedicadas a la produccién de los materiales empleados en clinica y su ldgica
implicacion comercial, hacen que en muchas ocasiones, se introduzcan nuevos
productos en el mercado con un mero afdn comercial, y en ocasiones sin el respaldo
cientifico adecuado. La Odontologia, por el hecho de ser una rama que en su mayoria
se desarrolla en la practica privada, ha perdido la clara perspectiva sanitaria, primando
en numerosas ocasiones la faceta comercial o mercantil, lo que supone un flaco favor al
prestigio de una profesion donde la labor asistencial y sanitaria deberia ser siempre el

objetivo primordial (140).

Los materiales empleados en odontologia restauradora o rehabilitadora: resinas,
adhesivos, cementos, materiales para la elaboracion de protesis...deberian ser siempre
correctamente evaluados antes de su utilizacion clinica generalizada. Los ensayos
clinicos se realizan con tal fin. De hecho, la literatura nos ha mostrado ampliamente que
la liberacion de los mondémeros de metacrilato procedentes de las resinas compuestas,
asi como de otros componentes de los sistemas de polimerizacion, pueden producir una
gran variedad de reacciones bioldgicas adversas, que van desde la aparicion de

toxicidad local o sistémica, reacciones pulpares, hasta efectos alérgicos y estrogénicos



Estudio de biocompatibilidad de dos composites de baja contaraccion sobre células madre de origen dental

(141). Durante las fases de experimentacion clinica podemos encontrarnos con pruebas
in vivo e in vitro. Las pruebas in vivo se realizan sobre animales que posteriormente son
biopsiados o bien son sacrificados y se les realiza una necropsia de los tejidos diana
para comprobar los resultados. La mayor ventaja de este tipo de estudios, es que
permite estudiar los efectos acumulativos y a distancia sobre cualquier 6rgano y no solo
sobre unas determinadas células. Por contra, supone la realizacion de pruebas caras,
largas y de dificil control. Si bien son pruebas mas completas, debemos tener en cuenta
que existe, ademas, cierto rechazo a este tipo de experimentacion animal en la sociedad
actual (142).

Por este motivo las pruebas de toxicologia en ensayos in vitro, constituyen una
alternativa necesaria para el correcto conocimiento del comportamiento de materiales
que van a ser utilizados en intimo contacto con el organismo de nuestros pacientes. El
estudio de los materiales dentales es por tanto fundamental por el hecho de utilizar
productos con componentes tdxicos, que podrian dafiar los tejidos circundantes, impedir

los procesos de curacion o reparacion y producir respuestas alérgica (143).

De forma habitual se realizan cultivos celulares, para poner en contacto diferentes lineas
celulares con los materiales objetos de estudio a fin de contabilizar en un periodo de

tiempo determinado, las tasas de proliferacion y muerte celular (toxicidad).

1.-Citotoxicidad:

Podemos definir citotoxicidad, como una alteracion de las funciones celulares basicas,

de forma que se produce una modificacién o dafio, que puede ser detectada (144).

Un ensayo de citotoxicidad, es una prueba toxicoldgica que utiliza diversos mecanismos
celulares conocidos, para conseguir interpretar los efectos que genera una determinada
sustancia, objeto de estudio, en contacto con diversas lineas celulares u 6rganos. De esta
forma se pueden medir alteraciones en cuanto a cambios estructurales de la célula,
alteraciones en la proliferacién celular o alteraciones en alguna de sus funciones. Se
miden cambios en la integridad de la membrana, degradacion de alguno de sus
componentes, metabolismo, liberacion de diversos constituyentes celulares, regulacion

ionica y division celular.
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Los ensayos de citotoxicidad in vitro, se utilizan para evaluar que un determinado

producto o material no ejerza efectos toxicos sobre células vivas.

Podemos encontrar diferentes tipos de ensayos para su medicién, dentro de los cuales
tenemos: ensayo de captacion del rojo neutro, ensayo de enlazamiento al azul de
kenacid y el que nosotros hemos utilizado para la realizacion de nuestra fase

experimental, el ensayo conocido como MTT.

2.-Biocompatibilidad:

Segun la Sociedad Europea de Biomateriales, biocompatibilidad, es la habilidad de un
determinado material de actuar con una respuesta al huésped adecuada, cuando dicho
material se emplea en una aplicacién especifica. Se denomina biomaterial y se utiliza
para interactuar con los sistemas bioldgicos, induciendo una actividad bioldgica
especifica. Se trata de un material que va a ser implantado con el objetivo de sustituir o

regenerar tejidos vivos y sus funciones dentro del cuerpo humano.

La biocompatibilidad de un dispositivo médico implantable, a largo plazo, se refiere a la
capacidad del dispositivo para llevar a cabo su funcidn prevista, con el grado deseado de
incorporacion en el huésped y sin provocar efectos locales o sistémicos indeseables. Un
material biocompatible no solo debe promover la reparacion tisular, sino que también

debe ayudar o estimular la reorganizacion de los tejidos dafiados (145).

Podemos decir por tanto, que la biocompatibilidad es la habilidad de un material para
funcionar en una aplicacién especifica y con una respuesta apropiada del huésped.
Segun la normativa 1S014971:2012, un material biocompatible debe estar libre de todo
riesgo. Asi, la biocompatibilidad de los materiales engloba diversos pardmetros, como
la citotoxicidad, genotoxicidad, carcinogenicidad, histocompatibilidad y la produccion
de efectos antimicrobianos. (146).

Idealmente debe ser un material bioinerte, es decir, que tenga la capacidad de adaptarse
y aguantar largos periodos de tiempo sin verse afectado por el medioambiente bucal,
que se caracteriza por frecuentes cambios de PH, interaccion continuada con diversos
iones, 4&cidos, alimentos de diversa consistencia y textura y una microflora
caracteristica, asi como las cargas funcionales consecuencia de funciones como la

masticacion, e incluso la presencia de parafunciones como el bruxismo.
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No obstante, podemos diferenciar los biomateriales en tres grupos, segun su funcion en

boca:

- Bioinertes: una vez implantados, deben resistir largos periodos de tiempo, bajo
una serie de condiciones especiales como las propias del medioambiente bucal.
Aqui nos encontramos con materiales como el titanio usado en cirugia bucal y
maxilofacial, los propios composites, el zirconio...etc.

- Bioabsorbibles: son materiales disefiados para degradarse de forma gradual, y
ser reemplazados por tejidos del huésped. Aqui nos encontramos con las suturas
reabsorbibles, las membranas de colageno o los sustitutos éseos utilizados en las
cirugias regenerativas.

- Bioactivos: son materiales disefiados para reaccionar e interactuar con los tejidos
locales y formar enlaces entre ellos. Encontramos las superficies tratadas de los
implantes dentales (superficies bioactivas), y materiales que liberan sustancias al
medio. Actualmente y cada vez mas, se buscan materiales que ademas de ser
inocuos y biocompatibles, sean activos con el medio donde acttan, favoreciendo

0 potenciando la respuesta del huésped.
La biocompatibilidad se puede medir a distintos niveles:
- Encuanto a la interaccién de los materiales a estudiar y los tejidos bioldgicos.
- En cuanto a las consecuencias de la degradacion del material.

- En cuanto a propiedades mecanicas como la elasticidad, tenacidad,

resistencia...etc.

Los estudios de biocompatibilidad siguen generando cierto grado de controversia,
debido a las limitaciones que tienen los estudios in vitro o en modelo animal, a la
hora de extrapolar los resultados a nivel clinico. Por eso los estudios basados en la
practica clinica, asi como los basados en bases de datos de los clinicos cada vez son
de mayor importancia como complemento a los ensayos clinicos. No obstante, estos
por si solos, también son de dudosa utilidad. Podemos decir por tanto, que hoy dia
deberia de encontrase un equilibrio entre ambos tipos de estudios para poder avalar
el uso de materiales noveles en odontologia (147).
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5.- Evolucién de los cultivos celulares

El cultivo celular, es una técnica que se basa en la obtencion de células individuales en
suspension, a partir de un tejido, ya sea por métodos mecéanicos 0 enzimaticos y su
posterior incubacion en un medio liquido o sélido (148). La técnica consiste en la
utilizacion de células animales de diferentes 6rganos, colocandolas en unas condiciones
especiales que sean propicias para su supervivencia y proliferacion, manteniendo sus

funciones metabolicas de una manera semejante a las que tenian en el huésped.

El cultivo de tejidos se desarrollo a partir de los ultimos afios del siglo XIX como una
continuacion de las técnicas usadas en embriologia.

En 1866 Rechlinhausen, consiguié mantener vivas células sanguineas de anfibioy en el
1885, Wilhem Roux consiguié mantener células de embridn de pollo en solucion salina
durante varios dias.

Sin embargo, no fue hasta 1907, cuando el zodlogo americano R.G. Harrison,
considerado como el precursor de los cultivos de tejidos animales, utilizé por primera
vez técnicas in vitro para el estudio de fendmenos in vivo. Harrison realizo cultivos de
médula espinal embrionaria de anfibios, usando una gota de linfa del propio anfibio que
colgaba de un cubreobjetos, sobre una cdmara sellada.

Cuando empezaron a emplearse estas técnicas, la primera limitacion que surgi6 para
establecer los cultivos, era lograr un medio nutricio adecuado. En 1910, Burrows
empled plasma de pollo para nutrir los explantes de tejidos embrionarios del propio
animal, resultando ser mejor medio que los anteriormente probados. Gracias a ello,
pudo observar el crecimiento del tejido nervioso, corazén y piel.

Burrows y Carrel fueron los primeros en intentar establecer cultivos de células de
mamifero, consiguiendo mantener explantes obtenidos a partir de perros, gatos y
conejos de indias, asi como el crecimiento de tumores solidos. Sus estudios
demostraron que la vida de un cultivo se puede prolongar mediante la realizacion de
subcultivos.

En 1913, Carrel demostré la posibilidad de mantener en cultivo células extraidas de un
animal (embrion de pollo) durante un periodo de tiempo superior al de la vida de éste.
Asi llegé a mantener en cultivo células de pollo durante 34 afios. Gran parte de su
éxito se debid al desarrollo del denominado frasco de Carrel (149). A partir de ese
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momento, el estudio celular permitié el anélisis de diversos procesos hasta entonces
dificiles de observar como la division y el metabolismo celular.

En 1916 Rous y Jones emplearon por primera vez extractos enriquecidos en tripsina
para disociar las células de embriones de pollo. Pronto observaron que uno de los
mayores problemas que se encontraban para el establecimiento de los cultivos celulares
era la aparicion de mdltiples contaminaciones, por lo que desarrollaron numerosos

métodos de manipulacion en condiciones de asepsia que aun hoy dia se utilizan.

Entre los afios 1920 y 1940 se desarrollaron diferentes estrategias para la obtencion de
cultivos y el mantenimiento de las condiciones estériles, pero sin grandes avances. Con
el aislamiento de los primeros antibioticos, a partir de los afios 40, se desarrollaron
numerosas aplicaciones entre ellas su empleo en los cultivos celulares.

En 1948 Earle y col. demostraron que para que una célula llegue a dividirse necesita ser
alimentada con los nutrientes adecuados (150).

En 1952 Grey y col. establecieron la primera linea celular continua, las conocidas
células HeLa. Estas, deben su nombre a una mujer de 30 afios llamada Henrietta Lacks
enferma de un carcinoma cervical de Utero, del que se obtuvieron las células epiteliales.
Se emple6 un medio de cultivo excesivamente complejo y muy poco definido, que
contenia: plasma de pollo, extracto de embrién bovino y suero de corddn umbilical
humano (151).

En 1954 Levi-Montalcini y col. establecieron que el factor de crecimiento nervioso
estimula el crecimiento de los axones en tejidos en cultivo (152). Por este trabajo
Levi-Montalcini recibieron el Premio Nobel en 1986.

En 1955, Eagle realiz6 la primera investigacion sisteméatica de los requerimientos
nutritivos de las células en cultivo. A raiz de sus estudios, cred el primer medio basal
de componentes establecidos. EI medio basal de Eagle (Eagle’s Basla Medium) se
compone de aminoacidos, proteinas y vitaminas en proporciones conocidas. La
introduccion de este medio optimizé las condiciones de cultivo, favoreciendo un mejor
analisis de la célula. El medio de Eagle, se suplementa con suero de origen animal para
favorecer la proliferacion y supervivencia celular. A partir de este medio basal, se
desarrollaron un gran niamero de cultivos segln las necesidades especificas para cada
tipo celular estudiado. Para todos ellos la inclusion de suero animal en su composicién

continuaba siendo imprescindible (153, 154).
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La inclusion del suero animal en estos medios méas definidos, acelero el crecimiento de
las células, produciendo un aumento de la poblacion total. A su vez, la prolongacion
del tiempo de cultivo favorecio la adaptacion de las células a estas condiciones y
algunas de ellas adquirieron la capacidad de proliferar indefinidamente, lograndose el
establecimiento de las primeras lineas celulares.

Al mismo tiempo, se presentaba el siguiente problema: el contenido del suero animal,
con hormonas, proteinas, factores de estimulacion e inhibidores del crecimiento, podria
generar un efecto indeseado sobre las células en estudio. Si ademas, tenemos en cuenta
que la concentracion de los componentes del suero animal puede variar entre lotes, la
respuesta celular no siempre sera la misma. Si bien es cierto que la abundancia de
nutrientes en el suero favorece el crecimiento celular, también favorece el crecimiento
de bacterias, hongos, parasitos y virus, lo que podria llevar a la contaminacién y pérdida
del cultivo (155).

Para solventar alguno de estos problemas, en 1961, Hayflick y Moorhead usaron por
primera vez antibidticos con la finalidad de prevenir la contaminacién de los cultivos
de fibroblastos (156).

En 1965 Ham introduce el primer medio definido libre de suero capaz de mantener
algunas células de mamifero en cultivo indefinidamente (157).

En 1969 Augusti-Tocco y Sato establecen la primera linea celular estable de
neuroblastoma (158). Se empiezan a establecer las primeras lineas celulares
diferenciadas.

En 1975 Koehler y Milstein establecen la primera linea celular productora de
anticuerpos monoclonales, creando la tecnologia de obtencion de anticuerpos
monoclonales, lo que les hizo merecedores del Premio Nobel (159).

En 1976 Sato y col. demostraron que las diferentes lineas celulares pueden ser
mantenidas mediante mezclas de distintas hormonas y factores de crecimiento para
proliferar en medios libres de suero (MLS) (160). El desarrollo de los MLS trajo
grandes ventajas en el estudio de las células pero también presentd algunas desventajas.
Las células cultivadas en MLS crecen a menor velocidad y forman lineas celulares méas
lentamente debido a la carencia de los factores presentes en el suero animal (161). Asi
mismo, la eliminacion del suero en el medio de cultivo precisa el uso de reactivos de
mayor pureza, asi como de agua de mayor calidad, y un equipo especializado para su

preparacion. De forma que el proceso para la sintesis de MLS de un tipo celular
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especifico aumenta mucho los costes. A pesar de estas desventajas, el uso del MLS en el
estudio de las células facilita, en gran medida, la comprensién de numerosas funciones

bioldgicas.

Los cultivos celulares tienen una serie de ventajas innegables, pero al mismo tiempo
tienen unas desventajas que hay que tener en consideracion (148). Como ventajas

podemos citar:

- Permiten un control preciso del medio ambiente. En un cultivo se pueden
controlar todos los factores del medio: fisico-quimicos (pH, temperatura,
presion osmotica, niveles de 02 CO?, tension superficial...) y fisioldgicos
(hormonas, factores de crecimiento, densidad celular...). Esto es absolutamente
cierto solo para algunas lineas celulares, para las que se establecen los
denominados medios definidos. Un medio definido es aquel en el que se
conocen todos y cada uno de los componentes que lo forman y la concentracion
exacta en que se encuentran. Para poder establecer un medio definido debemos
conocer con precision las necesidades nutritivas de las células en cuestion, por lo
que para muchas lineas celulares no se han conseguido establecer este tipo de
medios. En esos casos, los medios se suplementan con soluciones complejas, que
contienen factores hormonales y nutritivos necesarios para el mantenimiento

del cultivo, pero cuya naturaleza se desconoce.

- Caracterizacién y homogeneidad de la muestra. Las células en cultivo de una
linea celular (cultivo primario propagado), o de una linea continua son
homogéneas, con morfologia y composicion uniformes. De modo que, se
pueden obtener con facilidad un numero elevado de réplicas, evitando el grave
problema de heterogeneidad de las muestras asociado de forma inherente al uso

de animales de experimentacion.

- Economia. Suponen una economia en el uso de reactivos o drogas a estudiar
pues al realizarse en volimenes reducidos, y con un acceso directo de las células
a la droga, las concentraciones requeridas son mucho mas bajas que en el animal

completo.
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- Motivaciones éticas. La investigacion biomédica supone el sacrificio cada afio
de miles de animales de experimentacion. El cultivo celular no puede
reemplazar siempre al ensayo in vivo pero es una alternativa valida en muchas

situaciones.

En cuanto a las desventajas del cultivo celular:

- Técnica sensible. El crecimiento de las células animales es mucho mas lento que
el de los contaminantes mas habituales (hongos, levaduras, bacterias,
micoplasmas,...) y ademés dado que proceden de organismos pluricelulares son
incapaces de crecer en ausencia de una compleja mezcla de nutrientes que
simula el plasma o el fluido intersticial. Esto supone la necesidad de mantener
las condiciones de asepsia en todo momento, lo cual es limitante a nivel tanto del

instrumental requerido como de personal cualificado para su manipulacion.

- Cantidad y costo. El costo de produccion de 1 gr de tejido en cultivo es mas de
10 veces superior al obtenido en el animal. Asimismo existe una limitacion de
produccidn, que es del orden de 10 gr de células en un laboratorio normal, y

que para ser superior a 100 gr requiere instalaciones de tipo industrial.

- Inestabilidad. Muchas de las lineas celulares continuas son inestables, como
consecuencia de la dotacion cromosomica aneuploide. La poblacion celular
puede variar su composicion si alguna de las subpoblaciones celulares es capaz
de crecer con una tasa ligeramente superior, es decir podemos encontrar
diferencias significativas en la linea celular de una generacion a la siguiente. La
Unica manera de evitarlo es emplear lineas estables que se resiembran a partir de
un stock congelado cada determinado tiempo, o después de un determinado

namero de generaciones.

- Validez del modelo in vitro.
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Para el establecimiento de un cultivo celular, se seleccionan las células que creceran
segun diversos criterios. Asi solo formaran el cultivo aquellas células que sean por una
parte capaces de superar el proceso de disgregacion y por otra capaces de adherirse al

sustrato y proliferar en forma de monocapa o en suspension.

Para la comprension de nuestro estudio, debemos diferenciar entre lineas celulares

estandarizadas y cultivos primarios.

Cuando el cultivo proviene de células que han sido disgregadas de un tejido original
tomado del 6rgano de un animal recién sacrificado, reciben el nombre de cultivo
primario. También es el resultado de la obtencién de células directamente de un
espécimen humano, por lo que tendremos un alto grado de especificidad (162). La
obtencidn de células provenientes de dientes extraidos también es Gtil para establecer
un cultivo primario, para lo que pueden utilizarse dientes que hayan sido extraidos por
indicacion facultativa y no en exclusividad para el estudio. Cuando este cultivo
primario es sometido a procesos de transformacién que confierena sus células una
capacidad ilimitada de multiplicacion, recibe el nombre de lineas celulares.

Las lineas celulares estandarizadas han sido tratadas para ser inmortalizadas, lo que
permite prolongar un ensayo el tiempo necesario. Provienen de epitelio oral de rata,
mono 0 conejo y resultan muy practicas porque partimos de una poblacién elevada de
células, con un gran potencial de reproduccién, que nos va a permitir repetir y modificar
pruebas y garantizar la reproducibilidad de un estudio. Sin embargo, el empleo de estas
lineas en estudios de toxicidad presenta el inconveniente de usar un tipo celular que no
se corresponde con las verdaderas células diana, lo que hace que el estudio sea menos

especifico.

Los cultivos primarios conservan la morfologia de las células del 6rgano del que
fueron aisladas, ademas sus cromosomas tienen un numero diploide (2n), su
crecimiento in vitro es limitado y presentan inhibicion por contacto.

Las células de cultivos primarios reproducen mejor las condiciones clinicas en que se
aplica el material y eso las hace mas adecuadas, aunque esto siempre dependera del tipo
de célula utilizado vy del tipo de ensayo que se vaya a realizar (163, 164). Las células
primarias reaccionan mas rapidamente ante los toxicos que las lineas celulares, por lo

que presentan una mayor sensibilidad (165). El estar mas cercanas a las células que las
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originaron se ve reflejado en una mejor actividad y en una funcionalidad similar a su
ambiente natural por lo que, en aislamientos primarios de cepas virales, éstas tienen
mayor sensibilidad que una linea celular ya establecida. Igualmente para la produccién
de vacunas son recomendables los cultivos primarios por tener una baja probabilidad
de que se transformen en malignos.

Por contra, presentan varios inconvenientes. Por un lado, obtener una poblacion celular
suficientemente amplia es complejo. Ademas, las células primarias cultivadas
experimentan cambios en el fenotipo, es decir, hay variabilidad entre las células de un
mismo individuo, éstas tienen un periodo de vida corto, y en unos pocos pases pierden
el potencial reproductivo (166). Como dificultad afiadida, encontramos que para que el
cultivo pueda ser aceptado como modelo de estudio hay que demostrar que el fenotipo
celular se corresponde con el del linaje elegido, que la respuesta a los materiales
probados es reproducible y que las lineas celulares pueden ser estandarizadas.

Los cultivos primarios més utilizados son los de células pulpares y los de fibroblastos
gingivales (162, 167).

El uso de lineas celulares estandarizadas procedentes de depositos reconocidos, resulta
un procedimiento sencillo para controlar las condiciones del ensayo, el uso de cultivos
primarios, siempre que se pueda asegurar la reproducibilidad y fiabilidad de los
resultados. Se considera que las lineas celulares establecidas son adecuadas para
estudios de toxicidad y que aumentan la reproductibilidad respecto a cultivos primarios
(165).

Para estudios en relacion con la pulpa dental, varios autores recomiendan el fibroblasto
de raton (L929) (168, 169). Para MacDougall, el odontoblasto de raton (MO6-G3) es
mucho mas sensible que el fibroblasto, y ademas se considera como célula diana en
tratamientos pulpares (170, 171).

Otras lineas celulares establecidas muy utilizadas son: HELA (165), fibroblasto V79-4
(166), fibroblasto gingival humano HGF-1 (172), linea de pseudo-odontoblastos de
raton MDPC-23 (173, 174), células pulpares RPCC24 (166).
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Los cultivos con lineas celulares son por tanto una muy buena alternativa en la
realizacion de ensayos de citotoxicidad. No obstante preferimos para este estudio
utilizar células obtenidas de cultivos primarios por su mayor especificidad vy
sensibilidad, con el fin de aproximarnos, en la medida de lo posible, a los probables

resultados in vivo.

6.-Células madre derivadas de tejidos orofaciales.
En el interior de la cavidad oral, podemos encontrarnos células madre en:

e Dientes deciduos (SHED).

e Ligamento periodontal (PDLSCs).

e Foliculo dental (DFSCs).

e Papila apical (SCAP).

e Tejido gingival (GMSC).

e Tejido inflamatorio periapical procedente de infecciones odontogenas (PL-
MSC).

e La&mina propia mucosa oral (OMLP-PCs).

e Médula 6sea de mandibula (OMSCs).

e Pulpadental (DPSCs) (175-180).

A. Células madre procedentes de dientes deciduos

Las células madre de la pulpa a partir de dientes deciduos (SHED), presentan una mayor
plasticidad que las de la pulpa de los dientes permanentes. Son capaces de diferenciarse
al linaje osteobléastico, adiposo y neural (176). En un experimento in vitro en el que se
indujeron al linaje neural, tras ser trasplantadas en ratones inmunodeprimidos, fueron
capaces de formar hueso, regenerar dentina y producir tejido pulpar, lo que sugiere que
podrian ser un buen recurso para regeneracion de hueso orofacial y tejido pulpar (181,
182). Ademas, en un estudio realizado con células alogénicas de dientes deciduos
procedentes de cerdos miniatura, se comprobd la capacidad de estas células para
regenerar con eficacia la pérdida de tejido duro y tejido blando provocado por la
periodontitis. Los indices clinicos mostraron una restauracion de salud periodontal

significativa en estudios in vivo. La tomografia computarizada mostré que el 75% de las
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muestras tuvo éxito en la regeneracion de tejido duro-blando y el examen clinico
demostré una notable regeneracion de los tejidos periodontales (183). Otros estudios
también realizados con cerdos demostraron que las SHED fueron capaces de regenerar
satisfactoriamente defectos de hueso de mandibula, producir tejido dentinario y
restaurar los defectos del techo de la cAmara pulpar (184, 185).

B. Células madre procedentes del ligamento periodontal

En el ligamento periodontal, que rodea la raiz, se encuentran unas células
mesenquimales indiferenciadas (PDLSCs) que fueron descritas como: “células con
capacidad clonogénica, con alta proliferacion y con capacidad de regenerar tejido
periodontal”. Experimentos in vivo demuestran que son capaces tanto de diferenciarse a
cementoblastos funcionales, como producir cemento cuando son trasplantados a la
superficie dorsal de ratones inmunodeprimidos (177). Se ha comprobado que
contribuyen a la reparacién del tejido periodontal, gracias a un estudio realizado con
PDLSCs trasplantadas en defectos periodontales, que fueron inducidos en el area molar

de mandibulas de ratas inmunodeprimidas (186-188).
C. Células madre procedentes del foliculo dental

El saco de tejido conectivo que envuelve el diente no erupcionado, también es otra
fuente de células madre (DFSCs). El foliculo dental dara lugar al ligamento periodontal
y a ceélulas con capacidad de diferenciarse a odontoblastos, cementoblastos y
osteoblastos. Estudios in vivo demuestran que son capaces de expresar la proteina
osteocalcina y sialoproteina d6sea al mes de ser trasplantadas en un ratdn
inmunodeprimido, pero no en forma de hueso o cemento. Otros estudios recientes
realizados in vitro demuestran su diferenciacion a osteoblastos, cementoblastos,

adipocitos y neuronas (189-198).
D. Células madre procedentes de la papila apical

Existen celulas madres encontradas en la zona apical de la papila de dientes
permanentes inmaduros (SCAP). Son células clonogénicas, capaces de diferenciarse a
odontoblastos, osteoblastos y adipocitos (178). Presentan un alto grado de proliferacién

y duplicacidn, asi como una alta capacidad de regeneracion debido a la alta actividad de
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la telomerasa. Ademas, presenta una capacidad aumentada de migracidén, comparado
con las células madre procedentes de pulpa dental (DPSCs), aun siendo obtenidas del
mismo diente y cultivadas en las mismas condiciones. Se puede concluir, que las SCAP
tienen un alto potencial para su utilizacién en regeneracion de pulpa/dentina, asi como

para aplicaciones en endodoncia (178, 199, 200).
E. Células madre procedentes del tejido gingival

Denominadas en inglés como ginvival mesenchymal stem cells (MSCs) presentan
capacidad de auto-renovacion y pueden diferenciarse en adipocitos, osteoblastos,
condrocitos, células endoteliales y neurales (180, 201, 202). Ademas, diferentes
estudios muestran que derivan en un 90% de células procedentes de la cresta neural y en
un 10% del mesodermo (203). Son capaces de expresar los marcadores SSEA-4, Oct-4,
STRO-1, CD29, CD73, CD90, CD105, pero no expresan CD45 (204).

F. Células madre procedentes del Tejido inflamatorio periapical

Son células madre mesenquimales de tejido inflamatorio periapical, procedentes de
infecciones odontogenas (PL-MSC). Presentan capacidad de diferenciarse en adipocitos,
osteoblastos y condrocitos en un experimento in vitro. En un estudio in vivo formaron

tejido mineralizado en ratas inmunocomprometidas (205, 206).
G. Células madre procedentes de la lamina propia de la mucosa oral

Fueron denominadas OMLP-PCs. Son células capaces de diferenciarse a condrocitos,
osteoblastos, celulas del endodermo y células neurales (neuronas y células de Schwann)
(207, 208).

H. Células madre procedentes de la médula dsea mandibular

Llamadas OMSCs son capaces de diferenciarse a osteoblastos, adipocitos y condrocitos
en presencia de un medio inductor. Se demostré que expresan los marcadores: CD73,
CD105, CD106, SSEA-4 y Oct-4 aunque no expresan los marcadores hematopoyéticos
CD34 y CD45. En un estudio comparativo entre OMSCs y células mesenquimales de
médula 0sea de huesos largos (BMMSCs), las primeras presentaron una mayor tasa de
proliferacion y de unidades formadoras de colonias (179).
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I. Células madre procedentes de pulpa dental

Las celulas madre procedentes de la pulpa dental (DPSCs) son capaces de diferenciarse
a osteoblastos, aumentando el porcentaje de suero presente en el medio de cultivo y sin
la necesidad de adicion de otros componentes (209-213). Estas células trasplantadas in
vivo forman un complejo dentinario similar al del diente tras cinco semanas. En el afio
2000 el grupo de Songtao Shi consiguié aislar células madre de la pulpa dental,
extraidas de terceros molares de humanos. Demostraron capacidad clonogénica y las
diferenciaron hacia odontoblastos, capaces de formar el complejo dentinopulpar tras ser
implantadas en ratas inmunocompremetidas. Con este estudio se comprobd que tenian
un porcentaje de proliferacion mayor que las CMM (176). Las células madre de la pulpa
dental son:

e Capaces de producir reparacion cardiomiogénica de forma similar a las células
madre procedentes de la médula 6sea y el tejido adiposo (214, 215). Células
DPSCs cocultivadas junto a células cardiomiogénicas procedentes del corazén
de ratas neonatales, fueron capaces de expresar altos niveles de marcadores
cardiacos como Troponina I, f-MHC y ANP tras cuatro semanas de cultivo.
Cuando se realiz6 el trasplante de DPSCs en ratas inmunodeprimidas a las que
se les habia provocado un infarto de miocardio, éstas mejoraron la funcion
cardiaca, aumentaron el ndmero de vesiculas cardiacas y redujeron la zona
infartada (216).

e [Favorecen la respuesta enddgena neural. Esta evidencia qued6 demostrada en
un estudio en el que se inyectaron células de la pulpa dental procedentes de
monos en el hipocampo de ratones inmunodeprimidos. La bromodeuxiuridina
(que se utiliza para evaluar la respuesta endégena neural) aumenté al quinto dia
en el hemisferio de la inyeccion. Entre el dia 7-30 se observd un aumento de
Nestina, p-111 tubulina, GFAP e Iba 1 en la zona de inyeccion. A su vez se
produjo un aumento de factores neutroficos como CNTF, VEGF, FGF-2 y NGF
(214). Ademas, debido a su origen embrionario, las DPSCs tienen la capacidad
de diferenciarse a neuronas, células de la glia y oligodendrocitos (217, 218).

Cuando son cultivadas en un medio de induccion neural adecuado para
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neuronas, se provoca un cambio de morfologia y aumenta la expresion de
marcadores neurales como g-111 tubulina, GAD y NeuN, ademas de ser capaces
de sobrevivir en el hipocampo de un ratén durante mas de 10 dias y seguir

expresando marcadores neurales (175).

e Son capaces de regenerar el complejo dentino-pulpar. Cuando existe agresion al
diente estas celulas son capaces de diferenciarse a odontoblastos para formar
dentina terciaria. Estudios in vivo demuestran que tras cinco semanas
trasplantadas, podemos observar un complejo dentinario similar al del diente.
No estan claros los factores implicados en la diferenciacion odontoblastica,
aungue se cree que BMP-2 favorece la aparicion de marcadores como la

sialoproteina destinaria, clave en la formacion de dentina (219).
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OBJETIVOS

v' OBJETIVOS GENERALES

o El objetivo de esta Tesis Doctoral es comprobar los efectos citotoxicos de dos
composites de baja contraccion como son SDR (Dentsply) y Venus Bulk Fill
(Heraeus Kulzer) en células madre procedentes de pulpa dental (DPSCs) y

ligamento periodontal (PDLSCs).

v OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer un cultivo primario de células madre procedentes de la pulpa dental
y ligamento periodontal.

e Determinar el perfil inmunofenotipico de las células obtenidas del cultivo de la
pulpa dentaria y ligamento periodontal.

e Medir la viabilidad y proliferacion de DPSCs y PDLSCs sometidas a diferentes
concentraciones de SDR™ (Dentsply) y Venus" Bulk Fill (Kulzer) mediante
elucion.

e Determinar la apoptosis o muerte celular de DPSCs y PDLSCs sometidas a
diferentes concentraciones de SDR" (Dentsply) y Venus" Bulk Fill (Heraeus
Kulzer).

e Comprobar si existen cambios fenotipicos en DPSCs y PDLSCs tras su

exposicion a SDR" (Dentsply) y Venus" Bulk Fill (Heraeus Kulzer).
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MATERIAL Y METODOS

D urante la fase experimental de este estudio, se utilizaron cultivos celulares de
células de ligamento periodontal (LPO) y células de pulpa dental, y
posteriormente se sometid su proliferacion, al contacto con los materiales de nueva

generacion SDR (Dentsply) y Venus bulkfill (Heraeus Kulzer).

Se midieron los resultados, a diversas horas (desde las 24-168h) para evaluar la
citotoxicidad de los materiales mencionados, asi como la biocompatibilidad de los
mismos, en contacto con los linajes celulares con los que es mas probable que
interactten en el desarrollo de la préctica clinica diaria. Tanto en restauraciones en la
cercania de la cdmara pulpar, como en la resolucién de cavidades que precisen la

restauracion de paredes proximales o en contacto directo con el periodonto.

7.--Composites:

A. SDR™: es un composite fotopolimerizable de baja viscosidad, de la
compaifiia Dentsply. Las siglas corresponden al concepto “Smart dentin
replacement”, o reemplazo inteligente de la dentina. Tiene una consistencia
fluida y se aplica mediante compules y una pistola dosificadora. Ademas se
presenta en un solo tono translucido, lo que implica que la estética final de
la restauracion depende del uso de otros composites por encima del SDR.
De este modo, para un correcto pulido de la restauracion, se hace
imprescindible acabar la restauracion con una capa de composite de
nanoparticulas o un composite microhibrido, con buenas propiedades
mecanicas y de pulido. Segun los datos del fabricante, es posible aplicar
incrementos de hasta 4 mm sin afectar la capacidad de polimerizacion del
material. Su consistencia fluida le permite repartirse y autonivelarse dentro
de la cavidad y contiene un modulador de la polimerizacién, patentado que
disminuye hasta en un 60% la tension de contraccion tras la fase de

polimerizacion del material.



Fig. 20y 21 Jeringa para compules del sistema SDR y caja de compules.

B. Venus Bulkfill: también se trata de un composite fotopolimerizable y de
consistencia fluida, en este caso de la casa Heraeus Kulzer. Puede
encontrarse en compules o en jeringas de aplicacion directa. Similar a lo que
sabemos de SDR, permite incrementos de hasta 4 mm de composite debido

a su bajo estrés de contraccion.

Fig. 22. Jeringas de aplicacion directa de Venus Bulkfill.
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8.- Aislamiento celular.

Para poder realizar los cultivos celulares, precisos para la fase experimental,
inicialmente fue necesaria la obtencion de los linajes celulares que precisamos para
realizar los cultivos. Dichas células se obtuvieron de piezas dentales extraidas. En este
caso, las extracciones dentales se realizaron en la Unidad de Cirugia Oral y Maxilofacial
del Hospital Universitario Virgen de la Arrixaca (Murcia). Se recogieron dientes
definitivos (n=200) de pacientes mayores de 14 afios con enfermedad periodontal
avanzada o afectacion por caries, por lo que en todo caso, la extraccién estaba indicada.
Para asegurar el anonimato de los donantes no se llevd a cabo la identificacion de los

dientes recogidos.

Inmediatamente tras la extraccion, los dientes recogidos se depositaron en tubos
(Falcon) con medio de cultivo celular, que constaba de: Minimum Essential Medium
Eagle (MEM, Sigma), mezcla de antibidticos (100 unidades/ml de penicilina y 100
ug/ml de estreptomicina; SIGMA) y antifungicos (250 unidades/ml de anfotericina;
SIGMA).

Las muestras se conservaron entre 4°C y 8°C hasta poder ser procesadas.

8.1-Extraccion del Ligamento Periodontal Humano (hPDL) y Pulpa Dental
Humana (hDP):

Para la extraccién de las células de ligamento periodontal y pulpa dental se trabajé en
condiciones de esterilidad en una cabina de seguridad bioldgica vertical tipo Il con
filtro HEPA (Telstar). Se trata de un filtro de aire, que evita la propagacién de virus y
bacterias, lo que se hace indispensable para trabajar en condiciones estériles y evitar la
contaminacion de los cultivos celulares. Generalmente son filtros utilizados en cabinas
de esterilidad para usos médicos o bioguimicos aunque se utilizan con otros fines como

por ejemplo en los aviones.

e Los dientes recogidos se colocaron en una placa de Petri que contenia PBS

estéril (tampon fosfato salino 0.1 M, pH 7.4) y una mezcla de antibioticos (100
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unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina; SIGMA) vy
antifangicos (250 unidades/ml de anfotericina; SIGMA).

e A continuacién, el ligamento periodontal se retird6 cuidadosamente de la
superficie de la raiz de los dientes, fundamentalmente del tercio medio, con la
ayuda de unas pinzas y un bisturi (hoja n°15). Para obtener el tejido pulpar, el
diente se secciond transversalmente y se utiliz6 material de endodoncia como

limas manuales y tiranervios.

e EI ligamento periodontal y la pulpa dental obtenidos (junto con el PBS) se
traspasaron por separado a un tubo (Falcon) que se centrifugd durante 10
minutos a 1000 rpm. Se desechd el sobrenadante y se procedié a realizar la

disgregacién enzimatica y mecanica.

Fig.23 Camara de flujo laminar, necesaria para trabajar en condiciones de esterilidad.

8.2.-Disgregacion enzimatica:

1. El precipitado celular fue sometido a una disgregacion enzimatica utilizando una
solucion de proteasas: Colagenasa tipo | (3mg/ml; Worthington Biochem) y
dispasa (4mg/ml; GIBCO) durante 1 hora a 37°C.
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2. Las proteasas se inactivaron afiadiendo un volumen igual o mayor de medio de
cultivo celular MEM muy frio.

3. Se centrifugo6 durante 10 minutos a 1000 rpm.

4. Tras desechar el sobrenadante, se resuspendié el precipitado celular en medio de
cultivo celular MEM con anfotericina (250 unidades/ml).

5. Se centrifug6 durante 10 minutos a 1000 rpm.

6. Tras desechar el sobrenadante, se afiadid medio de cultivo celular MEM con

anfotericina (250 unidades/ml).

8.3.-Disgregacion mecanica:

1. Con el fin de quitar los fragmentos mas grandes de tejido remanente, se recogieron
las células del tubo con una pipeta Pasteur y se depositaron sobre una malla estéril de

70um (Falcon, BD), donde se tamizaron a través de la malla afiadiéndose medio de

cultivo MEM.
2. La solucion resultante se centrifugd durante 10 minutos a 1000 rpm.

3. Posteriormente, se desecho el sobrenadante y se afiadié medio de cultivo celular
MEM.

9.-Recuento y estimacion de la viabilidad celular.

Antes de proceder al cultivo de las células obtenidas, se hizo un recuento y estimacion
de la viabilidad celular mediante la utilizacion de la camara de Neubauer o
hemocitometro y colorante azul tripan. La cdmara de Neubauer es un instrumento
utilizado para el recuento celular en un medio liquido. Esta camara, estd adaptada al
microscopio de campo claro o al microscopio de contraste de fases. La camara presenta
una cuadricula de dimensiones conocidas, de manera que la observacion al microscopio

permite realizar un contaje de las células suspendidas en el medio liquido.

El método utilizado, se basa en que las células vivas (viables) cuya membrana
citoplasmatica esta intacta, no permiten la entrada del colorante (azul tripan),

permaneciendo refringentes. Las células muertas (no viables), sin embargo, permiten el
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paso de colorante tifiéndolas de azul debido a que su membrana citoplasmatica se

encuentra rota. De este modo podemos realizar un contaje celular adecuado.

N

\ CELL
SUSPENSION

Fig. 24 y 25 Camara de Neubauer o hemocitometro. Tras tefiir con azul tripan, se diferencian las células

muertas, con el fin de sembrar las células vivas.

Los pasos a seguir fueron los siguientes:

La suspension celular se agitdé y se depositaron 10ul de la misma en un tubo
(Eppendorf), se afiadieron 10ul de la solucion de azul tripan a la muestra anterior y se
agito la mezcla con la misma micropipeta y procurando no hacer burbujas. Se peg6 el
cubrecdmara en el hemocitometro humedeciendo los bordes del mismo, y se lleno con la
mezcla anterior la camara de aire que existe entre el cubreobjetos y el hemocitdmetro
(0.1mm?), por uno de los lados del mismo. Contamos en el microscopio de contraste de

fase las células tefiidas y no tefiidas en una de las regiones de la cdmara (fig. 25 y 26).

—1mm —

W,
<]
[ ]

h Y

Fig. 26 Cuadricula de dimensiones conocidas, para facilitar el recuento celular.
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Para un recuento mas exacto pueden contarse las cuatro regiones de la camara y obtener
la media aritmética de los recuentos. Se calcul6 el nimero de células totales y viables de

la muestra segun las siguientes formulas:

N° células viables/ml = n° células vivas contadas x 10000 x factor de dilucién

N° células totales/ml = (n° células vivas contadas + muertas contadas) x 10000 x

factor de dilucion.

% Viabilidad = n° de células viables x 100 / n° de células totales

Se multiplica el nimero de células por 10000, ya que el volumen correspondiente a la

region contada en la camara Neubauer es de 0.1 mm?

Tras hacer el recuento y la estimacion de la viabilidad, se ajust6 la solucion celular a
1x10° células/ml y se sembraron 3 ml de la misma por frasco de cultivo de 25 c¢m?
(Sarstedt). Las células se cultivaron en una camara de incubacion a 37°C, 5% de CO? y
95% de humedad.

10.-Cultivo de celulas del ligamento periodontal y la pulpa dental.

Las células aisladas del ligamento periodontal crecen adheridas al plastico de la placa de
cultivo. Para el cultivo primario de PDLSCs Y DPSCS, su expansion y mantenimiento,
se utilizdé un medio de cultivo celular que fue denominado medio basal (MB). El medio
basal estaba compuesto por a-MEM (Minimum Essential Medium Eagle, Alpha

Modification, SIGMA) al que se le afiadieron los componentes de la tabla 4.
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COMPONENTES CONCENTRACION
FBS (Gibco) 15%
P/S (Sigma) 100pg/ml
Glutamina (Sigma) 2 mmol/I
Acido ascorbico 2 fosfato (Sigma) 100pg/ml
Anfotericina (Sigma) 2,5ug/ml

Tabla 5. Componentes afiadidos al medio de cultivo celular, denominado basal (MB).

Con el objetivo de conseguir un namero de células suficientes para llevar a cabo la

investigacion, semanalmente, cuando las células estaban cerca de llegar al estadio de

confluencia, ocupando aproximadamente el 85% de la base del frasco de cultivo, se

realiza el siguiente proceso:

Se retira el medio de cultivo del frasco que contenia las células, se afiade
Tripsina 0.25% + EDTA 1mM (disgregacion enzimatica) en cantidad suficiente
para cubrir la superficie del mismo y se incubaba a 37°C, 5% de CO? y 95% de
humedad durante 5 minutos.

Posteriormente, se procede a la neutralizacion de la actividad enzimética con
igual o mayor cantidad de medio de cultivo frio. La mezcla se centrifuga durante
10 minutos a 1000 rpm, se desecha el sobrenadante y se resuspenden las células
en 1 ml de medio de cultivo basal. Tras estimar la viabilidad, se ajusta el namero
de células de la suspension anterior, normalmente a 1x10° células/ml, y se
siembran en un frasco de cultivos de mayor superficie que el anterior. Las
células se incuban en una estufa para cultivos celulares a las condiciones
anteriormente descritas (37°C, 5% de CO? y 95% de humedad) y el medio de
cultivo celular basal se cambia con una frecuencia de 3 veces por semana

aproximadamente.
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11.-Caracterizacién inmunofenotipica de las DPSCs y PDLSCs.

Los antigenos de superficie de las PDLSCs y DPSCs se evaluaron por citometria de flujo
utilizando el panel de anticuerpos monoclonales recomendado por el Committee of the
International Society for Cellular Therapy (Tabla 5). En cada tubo se coloc6 una
suspension de 1.5 x 10° células en 100 puL mas 20 pL del anticuerpo conjugado con el

fluorocromo correspondiente:

- Fluorescein isothiocyanate (FITC) para los anticuerpos CD105, CD14 y CD45
- Phycoerythrin (PE) para los anticuerpos CD73, CD90 y CD19.
- Phycoerythrincyanide 5 (PerCPCy5.5) para el CD34.

Inmunocitofluorescencia.

Los cultivos se analizaron con un fotomicroscopio de epifluorescencia LEICA modelo

DMR y las imégenes se capturaron y trataron con un equipo COOLSNAP.

1. Lavado inicial con PBS (5 minutos).

2. Las células se fijaron con paraformaldehido al 4% (8 minutos).

3. Sevolvio a lavar con PBS 30 minutos (3-6 lavados de 5-10 minutos)

4. Se permeabilizd con Triton al 0.05% (15 minutos), para los casos en que se vaya a

utilizar un anticuerpo citoplasmatico.

o1

Se lavé con PBS 30 minutos (3-6 lavados de 5-10 minutos).

6. Se bloqued con solucion de blogueo: Lisina 10%, BSA 5% (no con tejidos) y PBS,
minimo 1 hora.

7. Anticuerpo primario en solucion de blogueo toda la noche a 4°C.

8. Al dia siguiente, se lavé con solucién de bloqueo durante 30 minutos (cambiandola
cada 5-10 minutos)

9. Si fuera necesario, Biotina (1:200 en solucion de bloqueo) minimo 2 horas.

10. Anticuerpo secundario (texas red para rojo, fluoresceina para verde), dilucion
1:500, 45 minutos.

11. Se lavo tres veces con PBS durante 10 minutos.
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12. Para marcar nucleos, se empleé DAPI (20 pL en 10 ml de PBS), 5 minutos, luego
se lavo 2 veces con PBS.

13. Se montaron los portaobjetos con Moviol, Eukitt o Glicerol.

Anticuerpo | Volumen Fluorocromo Suplidor

1.5x10° células
20pL FITC BD Pharmigen™ 266

1.5x10° células
20uL PE BD Pharmigen™ AD?2

1.5x10° células
20pL PE BD Pharmigen™ 5E10

1.5x10° células
20pL PerCP-Cy5.5  BD Pharmigen™ 581

1.5x10° células
20pL FITC BD Pharmigen™ HE30

1.5x10° células
20pL FITC BD Pharmigen™ MSE2

1.5x10° células
20pL PE BioLegend™ HIB19

1.5x10° células
20pL FITC BD Pharmigen™ G46-6

Tabla 6. Anticuerpos usados para la evaluacién de antigenos de superficie de las DPSCs
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En la tabla 6, se resumen los anticuerpos utilizados con fluorescencia.

Anticuerpo Especie Dilucion
CD90 Mouse 1:500
CD73 Mouse 1:1000
CD105 Rat 1:500
CD34 Mouse 1:100
CD45 Mouse 1:100
CD90 Mouse 1:500

Tabla 7 Anticuerpos usados con fluorescencia.

12.-Preparacion de las muestras.

La preparacion de los extractos de los distintos materiales se realiza siguiendo el
protocolo estandar establecido por la normativa 1SO 10993-5 para test de citotoxicidad
in vitro. De esta forma, se mezclaron los materiales y se prepararon segin las
instrucciones del fabricante en condiciones de esterilidad. Una vez mezclados, se
colocaron fragmentos de los materiales de 2-3 mm de alto y 35 mm de diametro en
placas estériles de 6 mm de alto y 35 mm de diametro y se fotopolimerizaron en
condiciones de esterilidad. Una vez fraguados todos los materiales, se cubrieron con
medio de cultivo, (MEM; Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), suplementado con 10% de
suero bovino fetal (Gibco Invitrogen, Paisley, Scotland), L-glutamine (PAA
Laboratories, Pasching, Austria) y penicilina /estreptomicina (PAA Laboratories), en
una relacion de 3 cm? de material en la placa por cada mililitro de medio de cultivo

segln la norma ISO 10993-5, y se dejaron 24h en la incubadora de CO?.
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Posteriormente, se recogié con una jeringa estéril el medio de cultivo que se habia
incubado con los materiales de estudio y se filtré para eliminar residuos, con un filtro
para tamano de particula 0,22 um (Merck Millipore, Billerica, EE.UU.) y con capacidad

para un volumen de 1-10 ml de volumen filtrado.

A partir de aqui se obtuvo un resultante, que fue la concentracion total, a partir de la

cual se fueron preparando las diluciones %2, Y2 y 1/8.

Fig. 27, 28, 29 y 30. Preparacion de las muestras de SDR y Venus Bulkfill, fotopolimerizacién con

lampara LED y aplicacion del medio de cultivo.
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13.- Ensayo MTT.

MTT: La proliferacion celular se midioé usando el ensayo de viabilidad del MTT. Este
ensayo es un método colorimétrico sensible, cuantitativo y fiable para la determinacion
de la proliferacion y viabilidad celular. El ensayo es capaz de medir el nimero de
células presentes en el cultivo mediante la transformacion de un compuesto coloreado
debido a una reaccion que Unicamente tiene lugar en las mitocondrias de las células
viables. EI MTT (amarillo) es captado por las células y reducido por la enzima
succinato deshidrogenasa mitocondrial a su forma insoluble formazano (azul-morado),
que queda retenido en las células y puede ser liberado mediante la solubilizacion de las

mismas (220).

Fig. 31 Placa de 96 pocillos con el cultivo celular con MTT.

De esta forma se puede cuantificar la cantidad de MTT reducido mediante un método
colorimétrico, ya que se produce un cambio de color de amarillo a azul-morado. La
capacidad de las células para reducir el MTT constituye un indicador de la integridad de
las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como una medida de la
viabilidad celular. Solamente aquellas células que presenten mitocondrias integras y
funcionales van a producir el formazano. La determinacion de la capacidad de las
células de reducir el MTT a formazano después de su exposicion a un compuesto, en
este caso nuestros composites en estudio, permite obtener informacidn acerca de la

toxicidad del compuesto que se evalta. Tras un periodo de incubacion con el MTT para
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permitir que la reaccion tenga lugar, aplicamos un disolvente organico como el DMSO
que va a degradar las membranas celulares permitiendo la salida y solubilizacion de los
formazanos, que son insolubles en agua. Existen otras alternativas al DMSO para
realizar la solubilizacion, como el isopropanol-HCL, etanol o detergentes tipo NP40,

pero no son mas adecuados.

Tras la solubilizacion, se mide la absorbancia a 570 nm para obtener la absorbancia del
formazano. Utilizamos la absorbancia a 670 como referencia del plastico donde esta

sembrado el cultivo celular.

La lectura de absorbancia se llevo a cabo en un lector de placas Multiscan

MCC/340 (Titertek, Huntville, AL). Las graficas obtenidas pueden verse en el Anexo I.

®7TLECAN

Fig. 32 Placa de 96 pocillos tras aplicar DMSO, se observa el color morado caracteristico de este

ensayo. La placa se encuentra en el lector de placas.

86



( |
Estudio de biocompatibilidad de dos composites de baja contaraccion sobre células madre de origen dental @

Fig. 33, 34 y 35. DMSO utilizado como disolvente organico que destruye las membranas celulares,

traslado de las células extraidas al laboratorio antes de la siembra, colorante azul tripan.

14.- Ensayo de apoptosis 0 muerte celular.

Para valorar morfol6gicamente la apoptosis celular, se us6 Hoechst 33342, un derivado
del benzimidazol, que emite una fluorescencia azul cuando es excitado por luz
ultravioleta. Este compuesto no es un intercalante del ADN, pero se une
especificamente al ADN preferentemente a regiones ricas en bases adenina-timidina (A-
T) y marca fuertemente los nucleos celulares de las células alteradas. Las células
viables mostraron una morfologia normal y una fluorescencia azul baja y homogénea,
mientras que las células muertas exhibian una morfologia alterada y una fluorescencia
azul intensa. De esta manera, los nicleos picnoticos y apoptéticos fueron facilmente

identificables.
El procedimiento fue el siguiente:

a) Se sembraron DPSCs y PDLSCs en placas de 96 pocillos, con una densidad de

siembra de 3000 células /pocillo.

b) Tras 24 horas de incubacion a 37°C, 5% de CO? y 90% de humedad, se aplico
100ul/ pocillo de diluciones %, ¥4, 1/8 y se incubaron las placas a 24h a 37°C, 5% de
CO? y 90% de humedad. Como control positivo se us6 Estaurosporina (Sigma Aldrich)

250 nm en las mismas condiciones.
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C) Una vez retirado el medio de cultivo, la placa se incub6d durante 15 minutos en
oscuridad y a temperatura ambiente con una solucién Hoechst 33342 en PBS con una

concentracion final de 1 mg/ml.

d) Tras retirar la solucion y afiadir PBS se valor6 la muerte contando al menos 200
células y calculando % de células vivas para cada condicion usando un microscopio de

fluorescencia (Leica DMI 4000B, Wetzlar, Germany).

El resultado obtenido de la medida de reduccion de MTT es proporcional al nimero de
células, ya que solo las células que presenten mitocondrias intactas van a conseguir la

reduccion de la sal.

Se realiz6 el experimento por triplicado, realizando la observacion de los cultivos
celulares a las 24, 48, 72, 96 y 168 horas.

CN |0 12 |14 |18 |CN |0 12 |14 |1/8

CN |0 12 |14 |18 |CN |0 12 |14 |1/8

CN |0 12 |14 |18 |CN |0 12 |14 |1/8

CN |0 12 |14 |18 |CN |0 12 |14 |1/8

CN |0 12 |14 |18 |CN |0 12 |14 |1/8

CN |0 12 |14 |18 |CN |0 12 |14 |1/8

Fig.36 Distribucion de las placas de 96 pocillos. Diluciones para SDR ligamento, SDR pulpa, Venus

ligamento, Venus pulpa. CN (control). 0, equivale al medio sin tratar.
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15- Método estadistico.

Analizamos los datos estadisticos con el paquete de software SPSS® (version 15.0) para
Windows, en el cual hemos efectuado los siguientes procedimientos estadisticos:

Para el analisis de la viabilidad celular en presencia de las diferentes diluciones se uso el
Test de Kruskal-Wallis. Para el estudio de apoptosis 0 muerte celular se uso la chi-
cuadrado. Para el andlisis comparativo de las variables se considerd que la hipotesis
nula (existencia de una relacion de independencia entre las variables), se deberia
rechazar (cuando esta se rechaza, se considera que la relacion entre las variables es de
dependencia), cuando la probabilidad minima de rechazo (el llamado “p-valor”) no sea

superior al nivel critico estandar de 0,05.

Fig.37 y 38. Observacion de las muestras a microscopio. Contador de células automatico, es una

alternativa al contaje manual de la camara de Neubauer.
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RESULTADOS

16.- Aislamiento celular de DPSCs y PDLSCs.

as ceélulas se extrajeron de la pulpa dental y del ligamento periodontal y se
Lcultivaron segun las técnicas expuestas en Material y Métodos. A las 24 horas de
cultivo, ya se observaron DPSCs y PDLSCs adheridas a la superficie del frasco de
cultivo (Fig. 39). A las 48 horas, pequefias colonias de células de tipo fibroblastico
proliferaban y se expandian por todo el frasco. Al cabo de una semana, estas células se
mostraban confluentes en un 80% de la totalidad del frasco. Morfol6gicamente no
observamos diferencias entre células procedentes de pulpa dental o de ligamento
periodontal (Fig. 39 Ay B).

Figura 39. Imagen donde observamos la gran confluencia celular a los 7 dias de cultivo. A) DPSCs; B)
PDLSCs.
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17.-Caracterizacién inmunofenotipica de las DPSCs y PDLSCs.

Las DPSCs y PDLSCs expresaron positividad para los antigenos de membrana celular
CD105, CD90, CD73 y negatividad para los antigenos CD45, CD34, CD14, CD19 y
HLA-DR, todos incluidos en las recomendaciones de la Sociedad de Terapia Celular
Internacional (International Society of Cellular Therapy) para la tipificacion de estas
células (Figura 40). Estos resultados aunados a su caracter de células adherentes
constituyen dos de los 3 criterios exigidos para su definicion como células MSC.

DPSCs PDLSCs sy .
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Figura 40. Respuesta a los antigenos de membrana celular que expresaron las DPSCs y PDLSCs.

18.-Analisis de viabilidad celular.

Analizamos si para cada condicion experimental material x linea celular los diferentes
niveles de la variable dilucién no son un efecto significativo, es decir, si podemos 0 no
considerar que todas las diluciones, para cada material y linea celular, sean

estadisticamente equivalentes.
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SDR Pulpa.

Hemos rechazado la hipotesis de que las diluciones no son estadisticamente
equivalentes. Al realizar el test de Kruskal Wallis, encontramos que existe una
diferencia estadisticamente significativa p=0.045 (p<0.05). De hecho, podemos
observar que la dilucion 1/8 (0.125) presenta un mayor grado de absorbancia, que al ser
comparado con las otras diluciones es estadisticamente significativo con respecto a la
dilucion %2 (p=0.01795) (Figura 41).

Boxplot SDR_Pulpa (todo).
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Fig. 41 Plot de Kruskal-Wallis para SDR Pulpa.

SDR LPO.

De la misma manera que en células de pulpa, la presencia del composite SDR, tuvo
diferentes efectos sobre células de ligamento periodontal (LPO) en funcion del grado de
dilucién. Hemos rechazado la hipétesis, de que las diluciones no son estadisticamente
equivalentes. Al realizar el test de Kruskal Wallis, encontramos que existe una
diferencia estadisticamente significativa p=0.045 (p<0.05). La figura 42 muestra que la

dilucion 1/8 (0.125) presenta un mayor grado de absorbancia, que al ser comparado con
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las otras diluciones es estadisticamente significativo con respecto a la dilucion %2 (p=
0.02537).

Boxplot SDR_LPO (todo).
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Fig.42 Plot de Kruskal-Wallis para SDR Ligamento Periodontal.

Venus Pulpa.

Hemos aceptado la hip6tesis de que las diluciones no son estadisticamente equivalentes.
Al realizar el test de Kruskal Wallis, encontramos que no existe una diferencia
estadisticamente significativa p=0. 307 (p>0.05). La Figura 43 muestra que la dilucién
0.5, presenta un mayor grado de absorbancia, que al ser comparado con las otras

diluciones no es estadisticamente significativo (p>0.05).
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Boxplot Venus Pulpa (todo).
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Fig. 43 Plot de Kruskal-Wallis para Venus Pulpa.

Venus LPO.

Hemos rechazado la hipotesis de que las diluciones no son estadisticamente
equivalentes. Al realizar el test de Kruskal Wallis, encontramos que existe una
diferencia estadisticamente significativa p=0.043 (p<0.05). La figura 44 muestra que la
dilucion 1/8 (0.125) presenta un mayor grado de absorbancia, que al ser comparado con
las otras diluciones es estadisticamente significativo con respecto a la dilucion %2 (p=
0.02537).
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Boxplot Venus LPO (todo).
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Fig. 44 Plot de Kruskal-Wallis para Venus LPO.

Hemos obtenido que para todos los grupos, excepto para el grupo ‘Venus Pulpa’, las
diluciones son un efecto significativo. Por ello, se decide filtrar el fichero quitando la
dilucion 1/2 y realizar una nueva comprobacién para determinar si ahora, se cumplen las

hipétesis.

Una vez eliminada la dilucién 1/2, encontramos que ya se cumple la hipétesis de que las
diluciones son estadisticamente equivalentes. No obstante, el tamafio de la muestra (tres
observaciones por condicion) son insuficientes para determinar el efecto de las
diluciones sobre la proliferacion celular durante los cuatro tiempos (24, 48, 72 y 168h).
Por lo que asumimos que la dilucion 0.25, es la que mas se parece a la condicion
fisiologica humana, donde los materiales dentales no estan directamente en contacto con
las células y ademas el efecto del pH de la saliva, la aplicacion de adhesivo dentinario y
el sistema inmunoldgico influyen para que exista una buena respuesta de ser humano a

una resina epoxy.
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1.- SDR-Pulpa

El tratamiento de la linea celular DPSCs con SDR durante 24, 48, 72 y 168 horas,
provocé diferencias significativas en la viabilidad celular. Estas diferencias, resultaron
dependientes de la duracién de la incubacion (ver tabla 7 y figura 45). El efecto del

material fue menor en cuanto a la proliferacion celular conforme pasaron las horas. De

este modo, a las 168 horas, las DPSCs recuperaron su capacidad proliferativa.

Tiempo Diferencia P valor sig. UCL
168 — 24h 36.000 0.0000 *** 29.954 42.0462
168 — 48h 20.667 0.0000 *** 14.620 267.128
168 — 72h 15.333 0.0000*** 9.287 213.795
24 —48h -15.333 0.0000*** -21.380 -92.872
24 - 72h -20.667 0.0000*** -26.713 -146.205
48 — 72h -5.333 0.1135 -11.380 0.7128

Tabla 8.-Efecto del tiempo en la proliferacion celular. Kruskal Wallis- test. ***p<0.0001

m —
—— SDOR_Pulpa |

— e —

o

24 48 72 168
Tiempos

Fig.45 Graéfico de perfil SDR Pulpa distribuido por tiempos.
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2.-SDR_LPO

Similar a lo sucedido con la linea celular de la pulpa, el tratamiento de la linea celular
PDLSCs con SDR durante 24, 48, 72 y 168 horas provoco diferencias significativas de
la viabilidad celular. Estas diferencias, resultaron dependientes de la duracion de la
incubacion (ver tabla 8 y figura 46). No obstante, se ha realizado ademas un grafico
entre las 24 y las 72h para poder observar las diferencias entre estos tiempos (figura

47). Se observa que durante las primeras 72 horas, no hay casi proliferacion, en

relacion a las 168 horas, aunque entre ellas si resultan estadisticamente significativas
(p<0.0001).

168 — 24h 36.000 0.0000 *** 31.334 40.666
168 — 48h 23.33 0.0000 *** 18.668 27.999
168 — 72h 12.67 0.0000%** 8.001 17.332
24 — 48h -12.67 0.0000%** -17.332 -8.001
24— 72h -23.33 0.0000*** -27.999 -18.668
48 —72h -10.67 0.0000%** -15.332 -6.001

Tabla 9..- Efecto del tiempo en la proliferacion celular. Kruskal Wallis- test. ***p<0.0001
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Fig.46 Grafico de perfil SDR LPO distribuido por tiempos.
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Fig.47 Gréfico de perfil SDR LPO distribuido por tiempos.
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3. - Venus -Pulpa

El tratamiento de la linea celular DPSCs con Venus durante 24, 48, 72 y 168 horas

provocoé diferencias significativas de la viabilidad celular. Estas diferencias resultaron

dependientes de la duracion de la incubacion (ver tabla 9 y Figura 48). Se pudieron

observar diferencias estadisticamente significativas entre todos los tiempos (p<0.0001).

168 — 24h 36.000 0.0000 *** 31.937 40.063
168 — 48h 24.000 0.0000 *** 19.937 28.063
168 — 72h 12.000 0.0000*** 7.937 16.063
24 — 48h -12.000 0.0000*** -16.063 -7.937
24 —72h -24.000 0.0000*** -28.063 -19.937
48 —72h -12.000 0.0000*** -16.063 -7.937

Tabla 10. Efecto del tiempo en la proliferacion celular. Kruskal Wallis- test. ***p<0.0001
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Fig.48 Gréfico de perfil Venus pulpa distribuido por tiempos.
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4. -Venus LPO

El tratamiento de la linea celular PDLSCs con Venus durante 24, 48, 72 y 168 horas
provoco diferencias significativas de la viabilidad celular. Dichas diferencias resultaron
ser dependientes de la duracion de la incubacion (tabla 10 y figura 49). Se pudieron

observar diferencias estadisticamente significativas entre todos los tiempos (p<0.0001).
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Fig.49 Gréfico de perfil Venus LPO distribuido por tiempos.

Diferencia P valor sig.
168 — 24h 36.000 0.0000 *** 30.809 41.191
168 — 48h 22.583 0.0000 *** 17.393 27.774
168 — 72h 13.417 0.0000*** 8.226 18.607
24 — 48h -13.417 0.0000*** -18.607 -8.226
24 -72h -22.583 0.0000*** -27.774 -17.393
48 —72h --9.167 0.0000*** -14.357 -3.976

Tabla 11. Efecto del tiempo en la proliferacién celular. Kruskal Wallis- test. ***p<0.0001.
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En el grafico que puede verse a continuacion, durante los tres primeros tiempos (24, 48
y 72h), la linea celular referente a la pulpa dental, resulta obtener mejor rendimiento en
cuanto a proliferacion celular que la del ligamento periodontal.
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Fig. 50 Gréfico de perfil que muestra las cuatro condiciones distribuidas por tiempos hasta los 72 h

Sin embargo incorporando el ultimo tiempo (168h), podemos observar un aumento de
la proliferacion en la relacién entre el composite SDR y la linea celular de LPO. La
proliferacion a las 168h resulta estadisticamente significativa, en relacion a los otros
tiempos. (p<0.0001).
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Fig. 51 Gréfico de perfil que muestra las cuatro condiciones distribuidas por tiempos hasta los 168 h

19.-Apoptosis o muerte celular.

Teniendo en cuenta que la mayor influencia del material tuvo lugar a las 24 horas,
debido a la escasa proliferacion de los cultivos, se ha realizado una comparacion con
respecto al grupo control (sin tratamiento) y a un grupo control positivo
(estaurosporina). En la figura 52, se muestran imagenes del cultivo de los grupos
SDR, Venus, control positivo y control negativo. Las imagenes azul poco intenso y
mas desestructuradas corresponden a células muertas, mientras que las mas brillantes y
uniformes corresponden a celulas vivas. Los resultados muestran un 7% de células
apoptoticas tanto en el grupo SDR como Venus, siendo un resultado bastante parecido
al grupo control negativo (4%). Sin embargo en el grupo control positivo el porcentaje

de células apoptoticas fue en torno al 65% a las 24 horas.
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SDR® VENUS® NEGATIVE CONTROL POSITIVE CONTROL

DPSCs

PDLSCs

Fig.52 Analisis microscopico de la prueba de apoptosis celular. Las flechas blancas sefialan nicleos

apoptéticos. Escala 50 um.

Para evaluar la apoptosis comparamos cada linea celular con ambos materiales, y asi

obtuvimos cuatro combinaciones para analizar.

A. Andlisis de la apoptosis para SDR LPO: No hubo diferencias estadisticamente
significativas entre todas las diluciones del material, analizadas de modo
conjunto y al ser comparadas con el grupo control. El efecto del material en la
linea LPO no fue significativa (0 <v < 1) = 0.141.

B. Analisis de la apoptosis para Venus LPO: Cuando se estudiaron las diferentes
diluciones de Venus, encontramos diferencias entre diluciones analizadas de
forma no agrupada; asi que los analizamos 2 a 2 encontrando diferencias
estadisticamente significativas entre grupo 1/2 y %; en el segundo grupo
compuesto por las diluciones 1/4 y 1/8, no hubo diferencias estadisticamente
significativas. Sin embargo, en comparacion con el grupo control, el primer
grupo (1/2, ¥) tuvo un valor de 0 <v <1 (v =0.106 ) , mientras que el segundo
grupo (1/4, 1/8) present6 un valor de v = 0.187. Agrupandolos, el resultado es v
= 0.142, por lo que no hubo diferencias estadisticamente significativas en

comparacion con el control de forma agrupada.



Estudio de biocompatibilidad de dos composites de baja contaraccion sobre células madre de origen dental

C. Analisis de la apoptosis para SDR Pulpa: después de estudiar las diluciones por
separado, se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ellas,
por lo que se utilizé la prueba de Kramer y obtuvimos un valor v = 0.090, que

no era estadisticamente significativo en comparacion con el grupo control.

D. Anélisis de la apoptosis para Venus Pulpa: después de estudiar el efecto de la
dilucion, no encontramos diferencias estadisticamente significativas entre ellos.
Posteriormente se compararon los resultados combinados con el grupo de
control, y el resultado fue v = 0.104, sin diferencias estadisticamente

significativas.

20.- Estabilidad del fenotipo tras la exposicién a SDR y VENUS.

Para el analisis del fenotipo, que fue realizado mediante inmunofluorescencia, sélo
hemos valorado la exposicion a la dilucion mas alta (1/2). La figura 53 muestra la
expresion de los marcadores mesenquimales CD73, CD90 y CD105 para las células de
pulpa dental, donde se puede observar que no hay diferencias con el control tras la
exposicion. La misma circunstancia sucede para la linea celular PDLSCs (figura 54).
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UNTREATED DPSCs DPSCs + SDR % DILUTION DPSCs + VENUS % DILUTION

UNTREATED PDLSCs

Fig. 53 y 54 Expresion de los marcadores mesenquimales mediante inmunofluorescencia.
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DISCUSION.

E | proposito de este estudio, ha sido comprobar el efecto de dos composites de bajo
peso (Venus bulkfill y SDR), cuando se ponen en contacto con dos de las lineas

celulares més importantes con las que se veran relacionados durante su vida funcional.

A) ldoneidad del ensayo in vitro:

Como se ha visto anteriormente, entendemos por biomaterial a aquel elemento, que se
integra de forma arménica con los tejidos naturales del organismo, sin causarles dafio
alguno y sin que el cuerpo humano lo rechace, estableciéndose por tanto un equilibrio
de compatibilidad biologica entre ambos (145, 146). Dentro de esta relacién
biomaterial/huésped, también podemos referirnos al término toxicidad, el cual se
entiende como el potencial relacionado con la dosis de un material que puede causar la
muerte celular o tisular (144). Durante la practica clinica de la odontologia, se han
cometido errores ante la escasa evidencia cientifica, por una carencia de
investigaciones sobre la biocompatibilidad de los materiales de uso odontol6gico, antes
de su uso clinico. Existen pocas investigaciones cientificas que avalan la
biocompatibilidad de estos materiales ya que desde su aparicion los investigadores se
han enfocado mas en estudiar sus propiedades quimico-mecanicas, que su
compatibilidad bioldgica, a pesar de la mayor importancia de esta Gltima, ya que dichos
materiales estaran en contacto directo con el complejo dentino-pulpar y con los tejidos
periapicales adyacentes por un tiempo prolongado, pudiendo ser capaces de producir
diferentes tipos de reacciones tanto locales como sistémicas.

Para muchos autores, la ausencia de dolor y la falta de alteraciones periapicales
detectadas a traves de examenes radiograficos han sido parametros suficientes para
definir la compatibilidad biolégica de un material determinado. Hoy se sabe que esto es

insuficiente.
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Los diferentes procedimientos, métodos y técnicas de investigacion de la
biocompatibilidad de los materiales de uso odontologico, se encuentran regulados de
acuerdo con los protocolos descritos en la literatura y con la normativa universal regida
por la ANSI/ADA (Instituto Estadounidense de estandares de la Asociacion Dental
Americana), y las normas ISO 10993 (Organizacién Internacional para la
Estandarizacion). La normativa que regula los estudios de citotoxicidad in vitro es la
ISO 10993-5:2009 (221, 222).

Para saber si un material es biocompatible 0 no se debe seguir una secuencia de pruebas
que van desde los ensayos in vitro hasta las pruebas de experimentacion en animales y
finalmente las pruebas de su utilizacion en humanos (223).

Las pruebas de biocompatibilidad se han identificado como:

- Pruebas iniciales o primarias que incluyen pruebas de citotoxicidad (evaluacion
del efecto de los materiales sobre poblaciones celulares para determinar la
respuesta inflamatoria o inmunoldgica) y pruebas de mutagenicidad o
carcinogénesis que valoran los efectos de los materiales sobre el material
genético celular.

- Pruebas intermedias o0 secundarias que permiten medir los niveles de reacciones
inflamatorias o de respuestas inmunitarias frente a un material (pruebas de
irritacion de mucosas, sensibilidad cutanea e implantacion).

- Pruebas de uso o terciarias las cuales se realizan en animales y humanos, una
vez se hayan realizado las pruebas primarias, las pruebas secundarias y tras la

pertinente aprobacion por un Comité de Etica certificado.

Progresion de
las prueebas

Pruebas
biologicas
relacionadas con
el empleo clinico
de los materiales

Pruebas In vivo o
In wifro no
grwn?r?:s relacionadas con
: &l emples cinico
de los maleriales

| Nimero
de pruebas

Pruabas
secundanas

Fig. 55 Necesidad de realizar diferentes tipos de pruebas de biocompatibilidad. De Villegas (2008)(223)
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La biocompatibilidad de los materiales dentales y médicos es evaluada de forma
rutinaria mediante estudios in vitro (224-227). En las pruebas in vitro se puede
determinar: la muerte o el crecimiento celular, la funcién celular y, en algunos casos, se
puede evaluar la integridad del material genético de la célula (228).

Los ensayos in vitro se han mostrado como sistemas muy Utiles para la evaluacion de
los efectos bioldgicos de los biomateriales y presentan la ventaja de no requerir el uso
de animales de experimentacion. Ademas son ensayos rapidos de realizar y presentan

una buena relacion coste/efectividad (221).

In Vitro In Vivo Pruebas de Uso

1.-Citotoxicidad: 1.-Irritacion de mucosas. 1.-En animales.

-Crecimiento celular.

-Permeabilidad de la membrana.

-Biosintesis enzimatica.

-Pruebas indirectas (barreras).

-Pruebas de barrera dentinal.

2.- Carcinogénesis. 2.- Sensibilidad cutanea.  2.-En humanos.

3.- Mutagénesis. 3.-Implantacion.

Tabla 12. Pruebas de biocompatibilidad de materiales de uso odontoldgico.
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Los ensayos in vitro, se ajustan al llamado “Principio de las tres R”. Fue descrito en
1959 por Rusell, en el libro "The Principles of Humane Experimental Technique"” (229).

Este principio se basa en:

- Reemplazar la experimentacién con animales por otros métodos que no
impliquen su uso.
- Reducir su nimero cuando sea necesario utilizarlos.

- Refinar las técnicas para aminorar su sufrimiento.

Se parte de la idea de reemplazar los animales por otros métodos, aunque, en muchos
casos, existe la necesidad de experimentar con ellos y sélo se pueda aspirar a la
reduccion de la muestra y al refinamiento de la técnica.

Diferentes autores han desarrollado gran cantidad de pruebas in vitro para predecir los
efectos toxicos de drogas y compuestos quimicos, utilizando como modelos
experimentales cultivos primarios y 6rganos aislados como lineas celulares establecidas
(220).

Dentro de esta bateria de ensayos in vitro, como métodos de toxicologia alternativa
utiles y necesarios para la solicitud de ensayos clinicos de una sustancia determinada, se
encuentran los llamados ensayos de citotoxicidad, capaces de detectar mediante
diferentes mecanismos celulares conocidos, la aparicion de posibles efectos adversos.
Dichos efectos se basan en la interferencia con la estructura y/o las propiedades
esenciales para la supervivencia celular, la proliferacion celular o el desarrollo normal
de sus funciones, tales como: la integridad de la membrana y del citoesqueleto, los
procesos metabolicos, los procesos de sintesis y degradacién, la liberacion de
constituyentes celulares o productos al medio, la regulacion ionica y la division celular
(230).

El ensayo de citotoxicidad permite estudiar el efecto toxico de un biomaterial sobre un
tipo determinado de células.

El comportamiento de una célula viva en contacto con un material extrafio es un
problema esencial en las aplicaciones biomédicas de polimeros sintéticos. Este tipo de

estudios toxicologicos constituye una herramienta eficaz y su resultado puede servir de
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base para hacer predicciones y proyecciones razonables acerca de las condiciones en

que el producto ofrece seguridad.

Para este fin, se utilizan diversas lineas celulares que son cultivadas en contacto con los
materiales en estudio y tras un periodo variable de tiempo, se miden las tasas de

proliferacion (estrogenicidad) y muerte celular (toxicidad).

Los cultivos de células son modelos toxicologicos alternativos de gran sensibilidad, lo
que es una ventaja importante para el estudio de toxicidad de rutina de los
biomateriales, aunque no siempre las respuestas in vitro son indicadoras de reacciones
in vivo ya que las condiciones que pueden reproducirse in vitro son solo una parte de las
que pueden presentarse in vivo. Uno de los principales atractivos del uso del cultivo de
tejidos es la posibilidad de observar el comportamiento de tipos especificos de células
vivas en un ambiente controlado (231-234).

Con el desarrollo de las técnicas de cultivo de tejidos, los estudios in vitro se han
convertido en uno de los métodos mas importantes para la evaluacion bioldgica de los
materiales dentales, constituyendo una referencia obligada antes de profundizar en los
estudios in vivo. Estos sistemas no presentan la complejidad que un sistema in vivo
conlleva, debido al gran naimero de variables que interaccionan. Se han realizado
estudios de validacion que han demostrado que existe una alta correlacion entre los
ensayos de toxicidad local in vitro e in vivo, presumiblemente debido a que los
mecanismos de accion son generalmente los mismos.

Para algunos autores el ensayo de contacto material/célula, también llamado test
directo, es el tipo de estudio que mas se aproxima a las condiciones que se dan in vivo
(235).

B) Uso de los materiales dentales:

Una gran parte de las resinas compuestas que se utilizan en la actualidad siguen basando
su composicion en monomeros de metacrilato. Tales monomeros han mostrado
evidente potencial citotoxico por lo que el manejo y el comportamiento posterior de

estos materiales deben ser correctamente evaluados (83, 164, 169, 221, 236-242).

Existen una gran cantidad de estudios, que muestran que los materiales dentales

utilizados en odontologia restauradora, y basados en resinas compuestas se han
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mostrado susceptibles a los efectos higroscopicos e hidroliticos, dependiendo de su
composicion quimica y estructural. Estos efectos no solo afectan a las propiedades
fisicas y mecanicas de dichos materiales, sino que ademas suponen la liberacion a corto
plazo de monomeros residuales asi como la elucién a largo plazo de compuestos
degradados hacia el medio oral (236, 243).

Para la mayor parte de composites, el grado de conversion durante el curado, se ha
mostrado en porcentajes que van desde el 55 al 75%, cuando se realiza la
fotopolimerizacion con lamparas halogenas o de luz LED (244, 245) pudiendo
obtenerse hasta un 80% en laboratorio bajo unas condiciones especiales de luz, calor,

presion o bajo una combinacion de ellas.

Por otro lado, el grado de conversion puede verse disminuido hasta el 25-35%, si existe
contacto entre el oxigeno y la capa superficial de la resina, durante la reaccion (capa de
inhibicidn por oxigeno), lo que se traduce en mas componentes residuales liberados al
medio, con el consecuente riesgo bioldgico (244-246). A nivel clinico, la existencia de
mas monomeros sin reaccionar supone una mayor aparicién de tinciones, mayor
acumulo de placa, y menor resistencia al desgaste. Este problema sin embargo es de
facil solucién y ya desde los afios 90 del pasado siglo, Bergmann y cols, describieron el
uso de un gel de glicerina para bloquear los radicales libres de dicha capa inhibida y

facilitar la conversion durante la fotopolimerizacion (247).

Asi mismo, los diferentes estudios han demostrado que el modo de polimerizacion del
material también es un factor relevante y, por tanto, puede influir en la citotoxicidad. De
este modo el tipo de fotocurado, la unidad de fotopolimerizacion (luz halégena o LED),
la energia empleada o incluso el modo de curado (continuo, incremental, pulsatil...),
influyen en el grado de conversion de los mondmeros y por tanto en la toxicidad de los
composites (244, 248).

Finalizado el proceso clinico, los materiales comienzan a verse afectados por otros
procesos independientes del manejo clinico, pero que igualmente se derivan en la
liberacion de mondmeros con potencial citotoxico. De este modo, los composites se
veran afectados por procesos de erosion y degradacion. Estos procesos degradativos
pueden ocurrir debido a diversos factores: térmicos, mecanicos y quimicos. De hecho,
los estudios han mostrado que enzimas como la pseudocolinesterasa y la colesterol

esterasa (249), pueden degradar los mondémeros de las resinas, liberando al medio
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sustancias de metacrilato. Asi mismo, existe una tendencia de estas enzimas, a actuar
sobre mondmeros especificos por los que presentan mayor afinidad. De esta forma, la
degradacion de la matriz resinosa causada por diversos mecanismos dependera tanto de
la composicién quimica de los monémeros como de la actividad enzimética individual
(250). Es decir, los materiales que usamos se veran ineludiblemente sometidos al medio
oral donde deben ejercer su funcion de biocompatibilidad y donde seran afectados por

los factores propios de la funcionalidad del sistema masticatorio y del medio oral.

La liberacion de componentes, consecuencia de la degradacion, por otro lado inevitable,
del material, conlleva por tanto, la posibilidad de apariciéon de efectos toxicoldgicos a
diversos niveles, dependiendo de la composicion de los materiales empleados, de su
manejo clinico y de la propia idiosincrasia del huésped (la composicion de su saliva, sus

habitos, la presencia de parafunciones o de otras alteraciones sistémicas...).

La mayoria de estudios han mostrado la siguiente clasificacion de mayor a menor
citotoxicidad de los principales mondémeros que se utilizan en las resinas: BisSGMA,
UDMA, TEGDMA, HEMA (251-253).

Ademaés otros componentes de los composites, tales como los fotoiniciadores, como la

canforoquinona, se han mostrado potencialmente citotoxicos.

Las resinas compuestas se han relacionado con reacciones pulpares, por lo general
moderadas y generalmente reversibles, tales como: dilatacion y congestion de los vasos
sanguineos, respuestas inflamatorias, produccién de dentina irregular, asi como

desplazamiento de los odontoblastos, y aparicion de sensibilidad post-operatoria.

Estudios como los de Hanks, relacionan los mondémeros de BisGMA, UDMA vy
TEGDMA con la capacidad de reducir la sintesis de ADN vy la sintesis proteica,
inhibiendo la funcion metabdlica de la célula, lo que llevaria a una toxicidad crénica
produciendo una mayor vulnerabilidad de la célula o tejido ante agresiones provenientes
de otras fuentes, pudiendo incluso producir necrosis pulpar (254).

La mayoria de los materiales dentales compuestos de sistemas poliméricos han
presentado efectos toxicos cuando se ensayan en animales de experimentacion.

Algunos experimentos in vivo han demostrado que las resinas de restauracion y los

cementos a base de acrilicos son irritantes para la pulpa, relacionandolos con el hecho
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de la difusion de algunos mondmeros a través de la dentina, lo cual se ha evidenciado
con el metacrilato de metilo y otros componentes (255).

A pesar de todo lo mencionado, muy pocas investigaciones han mostrado que existan
efectos sistémicos adversos. Se ha observado que resinas dentales colocadas en
cavidades dentales profundas, con fondo cercano a la pulpa, e incluso con la pulpa
expuesta, solo producen una respuesta toxica muy ligera a pesar de manifestar elevada
toxicidad in vitro. Las resinas de restauracion dental, ya sean selladores de fosas y
fisuras o composites, se aplican habitualmente en pequefias cantidades en sitios donde
no hay contacto directo con el tejido pulpar o gingival, siendo ademas poco probable su
ingestion, por lo que se minimiza el riesgo sistémico de toxicidad por via oral (256).
Principalmente se han observado las alteraciones que a nivel clinico pueden producirse
como consecuencia de una mala polimerizacion del material (degradacion del
compuesto, mayor probabilidad de fractura del mismo o de los tejidos dentales
remanentes, mayor filtracion marginal o mayor desgaste), un uso inadecuado de los
agentes grabadores, un mal proceso de adhesién, una inadecuada preparacion y
aislamiento del campo (con aparicion de caries recidivante, sensibilidad postoperatoria,
dolor) e incluso un mal pulido de las restauraciones (con mayor acumulo de placa y
alteraciones gingivales localizadas, mayor probabilidad de tinciones...).

El potencial téxico se puede incrementar por la polimerizacién incompleta del material,
sobre todo en el caso de resinas fotocuradas por la inhibicion del proceso de
polimerizacion por parte del oxigeno y por la contaminacién con humedad durante la
colocacion del material, ya que se inhibe la polimerizacion de las cadenas de
monomeros, disminuyendo el grado de conversion de monomeros a polimeros. Esto
induce a pensar que los compuestos polimerizados adecuadamente son relativamente
biocompatibles porque muestran solubilidad minima (238).

En otro tipo de estudios in vitro se han usado para evaluar la toxicidad celular en
diferentes células como: fibroblastos de ratones L-929 y 3T3, ligamento periodontal
humano, lineas celulares permanentes de hamster chino V-79 a las que se les aplicd
ensayos biolégicos como el MTT o el ensayo de reduccion de bromuro de tetrazolium,
han demostrado que los materiales dentales a base de resina independientemente del
tipo, producen citotoxicidad de moderada a severa en una mezcla recién polimerizada o

no curada, e incluso pueden llegar a producir efectos mutagénicos.
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Es decir, lo que méas afecta al huésped en el uso de este tipo de materiales, es el
inadecuado manejo clinico y no tanto la composicion de los materiales restauradores en
este caso. Las reacciones observadas en el tejido pulpar o gingival con la aplicacion de
los materiales de restauracion raramente son debidas a efectos toxicos del material. Si
las resinas se aplican apropiadamente, se espera que sean bien toleradas por el tejido
pulpar y gingival. Se considera que las reacciones pulpares son debidas
fundamentalmente al efecto de bacterias en la interfase diente—recubrimiento (256).

Si el tejido no estd expuesto y si se evita la penetracion bacteriana, entonces las

reacciones gingivales son principalmente atribuibles a la placa bacteriana

Sabemos, por tanto, que el éxito clinico en odontologia restauradora se basa en seguir
una serie de principios biolégicos y mecanicos y hoy dia sin duda, unos principios
estéticos (armonia con el medio). Dentro de esos principios bioldgicos, se debera velar
por la preservacion del espacio bioldgico periodontal, conservacion oOptima de la

estructura dental y proteccion del complejo dentino-pulpar (257, 258).

Porque a pesar de los numerosos estudios que muestran el potencial citotoxico de los
componentes habituales de los materiales restauradores, no se producen los, como
cabria pensar, consecuentes efectos sistémicos, es debido a la complejidad del sistema
que forma parte del propio huésped.

Casi todos los materiales usados en odontologia son citotdxicos, pero como la liberacion
de sus componentes se produce de forma lenta y gradual pocos producen efectos
adversos reales. Los efectos bioldgicos dependen de la via de administracion y la oral
es la menos lesiva. La via oral se considera como la menos peligrosa debido a que la
absorcion de los compuestos es la més lenta (236, 259).

Ademas, el material restaurador se utiliza en la cavidad oral de pacientes que presentan
un sistema inmune y una serie de barreras bioldgicas que le sirven de proteccién y son
capaces de limitar e incluso anular los efectos de los mondmeros liberados por un
incorrecto manejo o por el desgaste funcional de los composites. Sabemos que en la
cavidad oral entran en juego componentes como la saliva, el fluido crevicular,
mecanismos como la obliteracion de los tubulos dentinarios o la formacién de dentina
secundaria...cuya funcion es proteger las estructuras bucales y preservar la salud del

individuo. En el medio intraoral la biodegradacion incluye el proceso de destruccion y
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disolucién en la saliva, pero también existe una destruccion fisicoquimica, desgaste y
erosion causados por la comida, la masticacion y la propia actividad bacteriana (237).
Este hecho puede atribuirse a que en las técnicas in vitro la accion de los migrantes
toxicos sobre las células es constante, mientras que in vivo la accion es aguda
(temporal), debido a la répida migracion de todo el mondémero residual gracias a la
accion de la saliva como agente lixiviante y diluyente. De esta forma, los estudios de
Pham y Ferracane, encontraron que aproximadamente el 60% de los componentes
migrables de una resina dental eran eluidos en solucion salina durante las 8 horas
posteriores al fraguado (255, 260, 261).

La reaccion adversa intraoral mas comdn a los materiales dentales es la reaccion
liqguenoide en la mucosa oral. Es una reaccion de tipo alérgico, cominmente asociada a
restauraciones de amalgama y oro, aunque cada vez mas, se relacionan también con las

resinas por la universalizacion de su uso (262, 263).

C) Investigaciones previas con materiales bulk fill:

Los materiales que se han analizado en este estudio, surgen con la finalidad de mejorar
el trabajo clinico diario, ofreciendo una disminucién de los tiempos de trabajo y un
comportamiento mecanico similar al de otros tipos de materiales compuestos (242, 264-
266).

Los estudios de llie, probaron estos materiales valorando su comportamiento clinico con
respecto a las estructuras dentales de dientes temporales y permanentes y encontraron
que los materiales tipo bulk-fill, se muestran como una opcion para realizar
restauraciones mas rapidas tanto en denticion temporal como en denticion permanente y
tienen un comportamiento similar o ligeramente mejor que un composite nanohibrido
que usaron como control (267). Estos estudios concluyeron que el uso de composites
fluidos bulkfill presentaba ventajas en la realizacion de restauraciones profundas,
cavidades estrechas o con dificil acceso, a la vez que las cavidades méas grandes podrian
restaurarse mas facilmente y mas rapido (267, 268). En esta linea se encuentran estudios
similares, que muestran la utilidad de estos materiales en la restauracion de cavidades
profundas, y en restauraciones de clase I y Il (265, 269-271). Rosatto y col. ademas
compararon el tratamiento de grandes restauraciones MOD (3 paredes) usando
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composites bulkfill, respecto a otros materiales restauradores. Encontraron que los
bulkfill, presentaban un menor estrés de contraccion y mayor resistencia a la fractura

(272). Se considera un material adecuado para grandes restauraciones MOD.

Sus buenas propiedades han servido para probar su utilidad en otros procedimientos

dentales como la cementacion de bracketts o la restauracion con pernos de fibra (273).

Los estudios también nos muestran sus limitaciones, generalmente en términos de
estética. Los bulkfill, presentan una menor habilidad de enmascaramiento que los
composites convencionales dada su translucidez, lo que obliga a finalizar las
restauraciones con otros composites (274). Leprince y col. advierten sin embargo, que la
necesidad de finalizar la restauracion con otro tipo de composites, no se debe solo a las
propiedades estéticas, sino también, a una menor capacidad de resistir las fuerzas
oclusales, lo que hace que los materiales bulkfill se degraden con mayor facilidad (275).

Como sabemos, una mayor degradacién implica un mayor desprendimiento de
monomeros en el medio oral, lo que aumenta la capacidad citotdxica del material. En
esta linea, los materiales bulfill presentan una composicion bastante similar al resto de
materiales compuestos (239-242, 276), por lo que podemos esperar un comportamiento
similar en términos de citotoxicidad. Los estudios con pruebas de elucién, muestran que
se produce una mayor elucién de mondmeros sin reaccionar como el TEDGMA,
durante las primeras 24 horas y que se va reduciendo posteriormente. Los materiales
bulkfill, se muestran estables quimicamente en medio acuoso en condiciones muy
parecidas al medio oral (240, 241, 276). Los resultados obtenidos en nuestro estudio
nos muestran una actividad similar, con un aumento de la toxicidad a las 24 horas y una

disminucion progresiva hacia la semana.

En la bibliografia hemos encontrado numerosos estudios que se basan en las
propiedades mecanicas o quimicas de este tipo de composites (277-286) , sin embargo,
no se encuentran apenas estudios que evalten la biocompatibilidad o citotoxicidad de
los mismos (287).
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D) Limitaciones de este estudio:

El ensayo MTT predominantemente se ha utilizado como una medida de la viabilidad

celular que, a menudo, pero no siempre, se correlaciona con el nimero de células vivas.

Fue utilizado originalmente como un ensayo para la determinacion de la muerte celular.
Actualmente se utiliza principalmente, como un medio para determinar la viabilidad, ya

que presenta muchas ventajas al ser comparado con otros métodos mas tediosos (288).

Como sabemos, el proceso de reduccion de MTT a menudo se ha atribuido a la
actividad de deshidrogenasas o la reduccion de las enzimas mitocondriales. A pesar de
ello, existen otros mecanismos implicados en el proceso para su bio-reduccién que se
han presentado en la literatura. Se podria decir, que es un proceso mas complejo que se

acepta que principalmente sucede a nivel mitocondrial.

Existen otros métodos in vitro, que se han utilizado para determinar la viabilidad
celular. Por ejemplo, la técnica de tincion del azul tripAn es un procedimiento
ampliamente utilizado para la tincion de las células muertas (289, 290). En este método,
la viabilidad celular debe ser determinada utilizando el recuento de las células no
teflidas, mediante un microscopio u otros instrumentos. En nuestro caso un contador
celular automatico. Sin embargo, la tincion de azul tripan no puede ser utilizada para
distinguir entre las células sanas y las células que permanecen vivas aunque hayan

perdido todas o algunas de sus funciones (289, 291).

Uno de los problemas que pueden encontrarse al realizar el ensayo MTT es que los
resultados sean imprecisos cuando el ensayo presenta densidades muy altas o muy bajas
de células. Una produccion excesiva de formazano a partir de una densidad celular
elevada puede entorpecer el procedimiento, debido a la formacion de cristales de
formazano a partir de la reduccion del MTT. Dichos cristales pueden ser depositados
fuera de las células y ser erréneamente eliminados con el sobrenadante después de la
incubacion con MTT. Un menor nivel de produccion de formazano minimiza los
riesgos de que esto ocurra. Grandes depositos de formazano podrian afectar

mecanicamente a las células (292). Para evitar que esto suceda, se realizé un estudio de
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densidad celular, previamente al ensayo de proliferacion. De este modo, nos aseguramos

que la densidad es adecuada para no afectar al ensayo MTT.

Existen otros métodos alternativos que tratan de evitar dichos problemas. De este
modo, la empresa japonesa Dojindo (Dojindo Molecular Technologies, Inc. Japan)
desarrollé un método, llamado WSTs, usando sales de tetrazolio altamente solubles en
agua. Esta técnica produce formazanos solubles en agua y es adecuada para ensayos de
proliferacion celular y de citotoxicidad. Su principal ventaja, es que no forma cristales
como MTT (293).

No obstante, el método MTT se muestra superior a otros métodos debido a su facilidad
de uso, su seguridad, su alta reproductibilidad, y por ser un método ampliamente
utilizado en la bibliografia para los ensayos de viabilidad celular y citotoxicidad. Es el
método mas conocido para la determinacion de las actividades de la deshidrogenasa

mitocondrial en las células vivas.

Las principales limitaciones propias del estudio se deben al hecho de ser un ensayo in
vitro, lo que limita o hace que seamos cautelosos a la hora de establecer conclusiones
que sean extrapolables a la practica clinica. Este experimento utiliza los linajes celulares
mas importantes en relacion a la practica odontolégica. No obstante, estos linajes se
hayan aislados en un medio de cultivo que no reproduce las condiciones propias del
medio oral. Por tanto, se obvian tanto las barreras mecanicas como los componentes
propios del sistema inmune. Esto hace que este tipo de estudios, por si solos, sean
limitados y precisen de otras investigaciones en la misma linea y del apoyo de los
ensayos clinicos que pueden dar una mayor repercusion cientifica a los resultados

obtenidos.
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CONCLUSIONES.

En este estudio, se han evaluado dos tipos de composites de Gltima generacion
(SDR y Venus Bulkfill) y considerados como composites de empaquetamiento en
masa o de grandes incrementos, y se han realizado pruebas in vitro con las lineas
celulares mas comunes en la cavidad oral, como son células derivadas del ligamento

periodontal y células de la pulpa dental.

A la finalizacion del estudio y segun los resultados obtenidos, podemos concluir que:

v Los composites estudiados dada su composicion, similar en muchos aspectos a
la de otros composites derivados de polimeros de metacrilato, producen una

respuesta citotoxica esperada.

v La evolucion en los dias de seguimiento de los cultivos, muestra la respuesta
celular ante este efecto es limitada en el tiempo, con mayor repercusion las

primeras 24 horas y se reduce de forma gradual hasta la semana.

v' El grado de apoptosis o muerte celular producido por estos composites es similar

al grupo control negativo, con lo que son aptos para su uso odontoldgico.

v" El fenotipo de origen mesenquimal que presentan las DPSCs y PDLSCs no se ve
modificado tras la exposicion a los composites, ya que mantienen su condicion

de células madre de origen mesenquimal.
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ANEXO I: Tablas de absorbancia medidas con la aplicacion Tecan i-control.

A) Pulpa dental
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ANEXO II: Relacién de Figuras y Tablas.
Figuras
Fig. 1. Ejemplos de incrustaciones de las culturas precolombinas.

Fig. 2 y 3. Ejemplos de odontologia en el antiguo Egipto. Escaner del craneo de una
momia que muestra la obturacion de cavidades con pafio de lino embebido en sustancias

calmantes (plantas medicinales).

Fig 4 y 5. Prétesis y relieve que muestra un tratamiento dental de la época romana.
Fig. 6. Grabado medieval que muestra el tratamiento dental de un barbero.

Fig. 7. Descripcion del seno maxilar por Leonardo da Vinci.

Fig. 8 “Le Chirurgien Dentiste” de Pierre Fauchard 1798.

Fig. 9. Instrumental dental de Black. SXIX

Fig. 10. Desarrollo de las resinas compuestas de acuerdo a las particulas, sistemas de
polimerizacion y tecnologia adhesiva disponible. Adaptado de Bayne S.

Fig. 11. Componentes fundamentales de las resinas compuestas. Esquema general
donde puede verse la matriz de resina, las particulas de relleno y el agente de conexidn.
Tomado de Rodriguez D.

Fig. 12. Estructura molecular de las resinas mas usadas en composites.

Fig. 13. Agente de Conexion Silano. Modificado de Chain M, Baratieri L.

Fig. 14. Clasificacién de las resinas compuestas de Lutz y Phillips.

Fig. 15. Esquema de la tecnologia del nanorelleno. A) Particulas nanométricas, B)
Particulas nanoclusters, C) Particulas hibridas. TPP: Tamafio promedio de las
particulas.

Fig. 16. Disposicion de las particulas en una resina de nanorelleno.

Fig. 17. Fotografia al MEB de una resina compuesta de particula pequefia con nueve
afios de uso Tomado de Anusavice K.

Fig. 18. Adaptado de Moszner N, Salz.
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Fig. 19. Parametros que influencian la formacién de estrés ocasionado por la
contraccion por polimerizacion.

Fig. 20 y 21. Jeringa para compules del sistema SDR y caja de compules.

Fig. 22. Jeringas de aplicacion directa de Venus Bulkfill.

Fig. 23. Cémara de flujo laminar, necesaria para trabajar en condiciones de esterilidad.
Fig. 24 y 25. Camara de Neubauer o hemocitometro. Tras tefiir con azul tripan, se

diferencian las células muertas, con el fin de sembrar las células vivas.
Fig. 26. Cuadricula de dimensiones conocidas, para facilitar el recuento celular.

Fig. 27, 28, 29 y 30. Preparacion de las muestras de SDR y Venus Bulkfill,

fotopolimerizacion con lampara LED y aplicacion del medio de cultivo.
Fig. 31. Placa de 96 pocillos con el cultivo celular con MTT.

Fig. 32. Placa de 96 pocillos tras aplicar DMSO, se observa el color morado

caracteristico de este ensayo. La placa se encuentra en el lector de placas.

Fig. 33, 34 y 35. DMSO utilizado como disolvente organico que destruye las
membranas celulares, traslado de las células extraidas al laboratorio antes de la siembra,

colorante azul tripan.

Fig.36. Distribucion de las placas de 96 pocillos. Diluciones para SDR ligamento, SDR

pulpa, Venus ligamento, Venus pulpa. CN (control). 0, equivale al medio sin tratar.

Fig.37 y 38. Observacion de las muestras a microscopio. Contador de células

automatico, es una alternativa al contaje manual de la cAmara de Neubauer.

Figura 39. Imagen donde observamos la gran confluencia celular a los 7 dias de cultivo.
A) DPSCs; B) PDLSCs.

Figura 40. Respuesta a los antigenos de membrana celular que expresaron las DPSCs y
PDLSCs.

Fig. 41. Plot de Kruskal-Wallis para SDR Pulpa.

Fig.42. Plot de Kruskal-Wallis para SDR Ligamento Periodontal.
Fig. 43. Plot de Kruskal-Wallis para Venus Pulpa.

Fig.44. Plot de Kruskal-Wallis para Venus LPO.

Fig.45. Gréafico de perfil SDR Pulpa distribuido por tiempos.
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Fig.46. Grafico de perfil SDR LPO distribuido por tiempos.
Fig.47. Graéfico de perfil SDR LPO distribuido por tiempos.
Fig.48. Grafico de perfil Venus pulpa distribuido por tiempos.
Fig.49. Gréfico de perfil Venus LPO distribuido por tiempos.

Fig. 50. Grafico de perfil que muestra las cuatro condiciones distribuidas por tiempos
hasta las 72 horas.

Fig. 51. Grafico de perfil que muestra las cuatro condiciones distribuidas por tiempos
hasta las 168 horas.

Fig.52. Analisis microscopico de la prueba de apoptosis celular. Las flechas blancas

sefalan nucleos apoptoticos. Escala 50 pm.

Fig. 53 y 54. Expresion de los marcadores mesenquimales mediante

inmunofluorescencia.

Fig. 55 Necesidad de realizar diferentes tipos de pruebas de biocompatibilidad. De
Villegas (2008)

Tablas

Tabla 1. Relacion entre peso molecular y viscosidad de los mondmeros. Modificado de
Moszner N, Salz.

Tabla 2. Clasificacion de las resinas compuestas.

Tabla 3. Principales tipos de resinas compuestas.

Tabla 4. Factores que afectan el grado de conversién de las resinas
compuestas. Tomado de Hervas-Garcia A, et al 2006. (10)

Tabla 5. Componentes afiadidos al medio de cultivo celular, denominado
basal (MB).

Tabla 6. Anticuerpos usados para la evaluacion de antigenos de superficie
de las DPSCs

Tabla 7. Anticuerpos usados con fluorescencia.

Tabla 8. Efecto del tiempo en la proliferacién celular. Kruskal Wallis- test.
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***p<0.0001

Tabla 9. Efecto del tiempo en la proliferacion celular. Kruskal Wallis- test.
***p<0.0001

Tabla 10. Efecto del tiempo en la proliferacion celular. Kruskal Wallis- test.
***p<0.0001

Tabla 11. Efecto del tiempo en la proliferacion celular. Kruskal Wallis- test.
***p<0.0001.

Tabla 12. Pruebas de biocompatibilidad de materiales de uso odontoldgico.



