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1. JUSTIFICACION CLINICA

La odontologia en las ultimas décadas ha sufrido una evolucion muy importante
gracias a la aparicidon de nuevas tecnologias y materiales que ayudan a conseguir con

mayor probabilidad el éxito de nuestros tratamientos.

Una de las filosofias de trabajo que mas se esta desarrollando es la de la
“Odontologia Minimamente Invasiva”, entendiendo por ésta el minimo procedimiento
necesario mediante el cual conseguiremos el mayor beneficio clinico posible para
nuestro paciente, respetando al maximo los tejidos y su capacidad de respuesta ante
diversos estimulos, huyendo del famoso dicho americano “drill and bill”, tratamientos
mas invasivos, con resultados discutibles a largo plazo y que solo buscan el

rendimiento econdmico.

La enfermedad infecciosa mds extendida en el mundo segiun la OMS, es la
caries, uno de los problemas habituales que surgen en la practica clinica diaria. Las
caries de gran tamafio, se extienden hasta capas muy profundas de la dentina en las
cercanias de la pulpa. Ante esta circunstancia, lo mas habitual hace afios era la
remocion de la caries, eliminando toda la dentina infectada y afectada, provocando en
muchas ocasiones exposiciones pulpares, que obligaban al clinico a realizar
protecciones pulpares con un prondstico incierto o tener que realizar la endodoncia de

ese diente, perdiendo la vitalidad.

En esa busqueda de ser lo menos invasivo posible, uno de los materiales que
mas se usa son los iondmeros de vidrio. Debido a sus excelentes propiedades y sobre
todo a su capacidad de remineralizar dentina afectada y liberar fldor, los iondmeros de
vidrio son materiales de eleccién en grandes caries, evitando de esta manera que
tengamos que realizar una extensiva remocion de dentina y librdndonos de

afectaciones pulpares que provoquen la pérdida de vitalidad de esos dientes.



Estos materiales de restauracion se sitUan en posiciones muy cercanas a la
pulpa dental. Con la reciente introducciéon de nuevos iondmeros de vidrio en el
mercado, con mejores propiedades mecanicas y de adhesion, y ante la poca evidencia
de estudios de biocompatibilidad de estos materiales, resultan indispensables nuevos
estudios de calidad que nos permitan asegurar que estos materiales no son toxicos

para la pulpa dental.

La existencia de soluciones menos invasivas que las tradicionalmente usadas,
sugiere la necesidad de plantearnos nuevas alternativas terapéuticas y de prevencién
para las diferentes patologias dentales. Se hace cada vez mas imprescindible que los
profesionales de la salud, integrando no solo a todo el equipo de la salud bucodental
sino también a pediatras, médicos de familia, matronas, e incluso también a otras
personas como los profesores en las escuelas, los padres... estén concienciados de la
importancia que tiene la prevenciéon de la salud, y de la salud oral en particular,

haciendo principal hincapié en la dieta y la higiene.
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2. INTRODUCCION

2.1. COMPLEJO DENTINOPULPAR

La pulpa dental y la dentina forman un complejo estructural, una unidad, ya
gue las prolongaciones de los odontoblastos penetran dentro de los tubulos de la
dentina. Ademas ambos tejidos se complementan, ya que la dentina protege la pulpa y
la pulpa mantiene la vitalidad de la dentina. Igualmente, la pulpa y la dentina
comparten un mismo origen embrioldgico ya que derivan del ectomesénquima que

forma la papila del germen dentario.(1)

La dentina al incluir en su interior prolongaciones de los odontoblastos, por la
presencia de liquido dentinario que la nutre, es considerada un tejido vivo. Esta
compuesta por una matriz dentinaria parcialmente mineralizada en la que en medio se
encuentran los tubulos. Alrededor de los tubulos se encuentra la llamada dentina
peritubular, y el nimero de tubulos va variando segun la profundidad, pues cuanto
mas nos aproximamos a la pulpa mayor es el nimero de tubulos que hay, pudiendo
llegar hasta los 65.000 por mm2 (1). La luz de los tubulos también varia, y llega a su
tamafio mas amplio al estar muy préximo a la pulpa, siendo tres veces mas ancha que
en la zona de la superficie, por lo que la permeabilidad es mucho mayor en
profundidad. La dentina continla creciendo durante toda la vida lo que hace que el
grosor de la dentina peritubular vaya aumentando, y ocasiona una reduccién del
diametro de los tubulos. La aposicién de dentina es un mecanismo protector, para
proteger a la pulpa de lesiones, siendo la respuesta frente a estimulos crénicos, como
atriccion lenta, microfiltraciones, caries de avance lento, irritacién por materiales... Las
lesiones traumaticas, el uso de materiales que irriten la pulpa, los cambios térmicos, en

definitiva, agresiones agudas a la pulpa, producen una respuesta defensiva distinta. (2)

Entre los tubulos existe una matriz dentinaria compuestas por fibras colagenas,
hidroxiapatita, glicosaminoglicanos, proteoglicanos, proteinas osteogénicas, factores
de crecimiento o TGF, heparina, condroitin sulfato, etc. La heterogeneidad estructural
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de este tejido y la presencia de fluido dentinario configura un sustrato peculiar y hace

gue esta zona sea muy importante en los mecanismos de adhesion. (3)

La pulpa dentaria es un tejido conectivo laxo, ampliamente vascularizado e
inervado, altamente diferenciado y con capacidad de reparacion. Contiene un 75% de
agua y un 25% de materia organica. La capa exterior de la pulpa esta en contacto con
la capa mas profunda de la dentina, estando formada por los cuerpos celulares de los
odontoblastos. Justo debajo aparece la zona acelular, con gran numero de
terminaciones nerviosas sensitivas y capilares sanguineos. El tejido pulpar esta
formado en su mayor parte por células mesenquimales, células defensivas vy
fibroblastos, sustancia fundamental, colageno, capilares, arteriolas y vénulas, vasos
linfaticos, troncos nerviosos sensitivos y terminaciones sensitivas libres. Todos estos
tejidos son necesarios para que los odontoblastos formen la dentina en su fase inicial y

la dentina reaccional.

La pulpa dental presenta diferentes zonas topograficas estructuradas en una
disposicion descrita como: zona odontoblastica, zona acelular, zona rica en células y la
zona de la pulpa propiamente dicha.

e Zona odontoblastica: formada por odontoblastos que se disponen
pegados a la predentina, formando una sola capa en la periferia de la
pulpa. Pertenecen tanto a la pulpa como a la dentina, ya que sus

prolongaciones penetran en los tubulos dentinarios.

¢ Zona acelular: estd ocupada en parte por el plexo de Rashkow,
caracterizado por la presencia de filetes nerviosos que ingresan en la
pulpa por el foramen apical, algunos de ellos pueden llegar a la

predentina o dentina(4)(1).

* Zona rica en células: es una capa rica en células mesenquimales
indiferenciadas junto a la zona acelular. Estas células son las encargadas
de la respuesta reparativa del tejido pulpar(5). Constituyen una
poblacién que tiene capacidad de diferenciarse en nuevos

odontoblastos productores de dentina o en fibroblastos productores de
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matriz pulpar.

* Zona de la pulpa propiamente dicha: En esta zona estdn presentes los
fibroblastos. Forman y mantienen la matriz de la pulpa, secretan los
precursores de las fibras colagenas, reticulares y elasticas y la sustancia
fundamental de la pulpa. También tienen la capacidad de degradar el

colageno. (6)

Fig. 4: Dentina y pulpa, tincion hematoxilina-eosina(7)

2.2. CELULAS MADRE

Las células madre (CM) o stem cells son células indiferenciadas que tiene
capacidad de ser clonogénicas, autorenovarse y poder diferenciarse en distintas
estirpes celulares. También tienen la cualidad de en determinados ambientes de poder

regenerar tejidos.

A dia de hoy se han descrito varios tipos de CM basandose en:



* Enfuncién de su origen (embrionario o adulto)

* Sugrado de diferenciacion (potencialidad, plasticidad)

* Tejido en que se encuentran, células madre fetales, células madre

adultas, células madre embrionarias, células madre embrionarias

germinales y células embrionarias de carcinoma.

Ademas las CM se pueden clasificar en:

Unipotentes, sélo pueden generar un tipo celular, como las células
madre germinales. (8,9)

Oligopotentes, cuando pueden diferenciarse a un subconjunto mas
reducido.

Multipotentes pueden diferenciarse a un subconjunto de tipos
celulares, distintos tipos de células pero de un mismo linaje celular.
Pluripotentes pueden diferenciarse en cualquier estirpe celular del
embrién, endodermo, mesodermo o ectodermo excepto
extraembrionaria. (10)

Totipotentes: son capaces a partir de una célula individual, dividirse
y producir diferentes células y tipos de tejido de un humano ademas

de los tejidos extraembrionarios, p.e. el cigoto es totipotente. (11)



Modelo de autorenovacion y capacidad de diferenciarse de células madre.

CAPACIDAD
DE AUTO
POTENCIALIDAD RENOVACION

U

Zigoto Totipotente %
Células Madre Pluripotente Muy alta
Embrionarias
Células Madre ’ Multipotente Alta
Neurales {Pluripotente?)

lT

Progenitores Multipotente Limitada
Neurales
A %
T
Unipotente Muy limitada
Progenitor Neuronal Pragenitor Glial
Nula Nula
Neurona

Astrocito

/

=4

Fig. 5: Modelo de autorenovacion y capacidad de diferenciarse de células madre.

El destino de una CM depende fundamentalmente de factores epigenéticos



2.3. CELULAS MADRE DERIVADAS DE TEJIDOS OROFACIALES

En el afio 2000 el equipo de Songtao Shi, consiguid aislar células madre de la
pulpa dental (DPSCs: Dental pulp stem cells). Esto fue una revolucidn, sobre todo para
el sector dental, abriendo un abanico de posibilidades para la investigacién. Fueron
extraidas de terceros molares humanos y demostraron que tenian capacidad
clonogénica. También consiguieron diferenciarlas hacia odontoblastos, y formar el
complejo dentinopulpar cuando fueron implantadas subcutdneamente en ratas
inmunocomprometidas. Uno de las datos mas llamativos fue que demostraron que
estas células presentaba un mayor porcentaje de proliferacion que las células madre
mesenquimales de médula dsea. Estas son las células que hemos usado en nuestro

estudio.(12)

Ademas de las DPSCs, se han conseguido aislar otros tipos de células madre del
area orofacial, como las células madre de la pulpa a partir de dientes deciduos (SHED:
Stem cells from Human Exfoliated Deciduous teeth) con una plasticidad mayor que las
de pulpa de diente permanente, debido a estar tedricamente mas indiferenciada. Las
SHED poseen capacidad para diferenciarse al linaje osteoblastico, adiposo y neural.
Cuando se trasplantan en ratones inmunodeprimidos son capaces de sobrevivir y
expresar marcadores neurales en el cerebro del ratén, regenerar dentina o formar
hueso. Sin embargo, no son capaces de regenerar el complejo dentinopulpar completo

como las DPSCs en experimentos in vivo. (13)

En el ligamento periodontal, tejido circundante a la raiz, que se encuentra entre
el hueso alveolar y el cemento radicular, existen unas células mesenquimales
indiferenciadas (PDLSCs: Periodontal Ligament Stem Cells) que fueron aisladas en 2004
con las caracteristicas de capacidad de regenerar el tejido periodontal, tener una

proliferacién alta y ser clonogénicas.

10



Las PDLSCs tienen capacidad para diferenciarse a cementoblastos, osteoblastos,
a células formadoras de colagenos y a adipocitos. Estas células tienen capacidad
osteogénica pero en menor medida que otros tejidos homodlogos. En cambio la
capacidad adipogénica es similar. En vivo son capaces de diferenciarse a
cementoblastos funcionales y producir cemento en experimentos con ratones

inmunodeprimidos. (14)

Las PDLSCs contribuyen a la reparacién del tejido periodontal cuando son
trasplantadas en defectos periodontales, en el area molar de la mandibula de ratas
inmunocomprometidas, también se ha comprobado que regeneran defectos de furca
en perros cuando se aplican en scaffolds de colageno. Estas células se integran en la
mandibula para reparar el defecto periodontal y conectan las superficies del hueso
alveolar y del diente. Este hecho es de gran relevancia, ya que abre la puerta a la
regeneracién del tejido destruido por la enfermedad periodontal, una de las causas de

pérdida de piezas dentales mds importante.(15)

Otra fuente diferente de células madre del diente es el foliculo dental (DFSCs:
Dental Follicle Stem Cells), saco de tejido conectivo que envuelve al diente en
desarrollo que aun no ha erupcionado. Este foliculo es el que en un futuro formara al
ligamento periodontal, dando lugar a los fibroblastos del ligamento que rodea el
diente, con capacidad de diferenciarse a odontoblastos, cementoblastos vy
osteoblastos. “In vivo” son capaces de expresar la proteina osteocalcina y
sialoproteina ésea tras un mes de trasplante en ratéon inmunodeprimido, pero no de
formar hueso o cemento. Estudios de los ultimos afios avalan su diferenciacién a
osteoblastos/cementoblastos, adipocitos y neuronas “in vitro”, aunque su capacidad
condrogénica esta en duda. Tiene la gran ventaja de una crioconservaciéon durante

muchos afios.(16—18)

En los ultimos afios se ha demostrado que también hay células madre en la
papila apical (SCAP: Root Apical Papilla Stem Cells), tejido derivado del
ectomesénquima, que inducido por la ldmina dental, es el responsable del desarrollo

de las raices en el proceso de formacién del diente. Estas células madre tienen
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potencial dentinogénico, adipogénico, y neurogénico cuando son tratadas con los
diferentes estimulos. Al comparar las propiedades de las células madre de la papila
apical con las de ligamento, se observd que mostraban mayor tasa de proliferacién,
mayor numero de células STRO-1 positivas, es decir, mayor capacidad clonogénica y
mayor capacidad de regeneracion tisular. Hay que destacar también que las células
madre de la papila apical expresan un nivel mas elevado de supervivencia, pues tienen

una tasa de apoptosis menor y son positivas para telomerasa (19,20).

El tejido gingival o la encia presenta también células mesenquimales de facil
acceso. Estas células denominadas “gingival mesenchymal stem cells (GMSCs)” son
clonogénicas, tienen capacidad de auto-renovacion, y pueden diferenciarse en
adipocitos, osteoblastos, condrocitos , células endoteliales y células neurales. Ademas
diferentes estudios reportan que derivan en un 90% de células procedentes de cresta

neural y en un 10% del mesodermo(21) .

Yamaza vy cols., realizaron un estudio que compararon células mesenquimales
de médula ésea de mandibula o “OMSCs” con células mesenquimales de médula dsea
de huesos largos (BMMSCs)(22). Estas células expresaron los siguientes marcadores:
CD73, CD105, CD106, SSEA-4, y Oct-4; mientras que no expresaron los marcadores
hematopoyéticos CD34 y CD45. En cultivo OMSCs presentaron una mayor tasa de
proliferacién y de unidades formadoras de colonias que BMMSCs. En presencia de un
medio inductor, estas células fueron capaces de diferenciarse en osteoblastos,
adipocitos y condrocitos. “In vivo” son capaces de formar hueso en combinacién de un

scaffold de hidroxiapatita y fosfato tricalcico en ratones inmunodeprimidos (22).

Recientemente se han aislado células madre mesenquimales (CMM) de tejido
inflamatorio periapical procedente de infecciones odontégenas. Estas células fueron
positivas para los marcadores de CMM STRO-1, CD90 y CD146. Tras el segundo pase,
las células mostraron niveles bajos de STRO-1 y CD146 y moderados de CD90, CD73 y
CD105. Ademas, mostraron capacidad osteogénica pero no adipogénica. In vivo, estas

células formaron tejido mineralizado en ratas inmunocomprometidas (23,24)
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Otra poblacion de células mesenquimales se encuentra en la ldmina propia de
la mucosa oral denominadas OMLP-PCs. Estas células expresaron marcadores Oct4,
Sox2, Nanog, CD44, CD90, CD105, y CD166, y no expresaron CD34 y CD45. Esta nueva
poblacién de células madre mostraron capacidad de diferenciacion en células
mesenquimales (condrocitos, osteoblastos y adipocitos), células del endodermo vy

neurales (neuronas y células de Schwann) (25,26).

Células madre orofaciales y su origen.

Céhilas madre
del foliculo dental Cobalas
C:élulas m } de la pulpa dental
de dientes deciduos Cébalas
4 del ligamento periodontal
Céhilas madre
de la papila apical

Fig. 6: Células madre orofaciales y su origen
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2.4. ODONTOLOGIA MINIMAMENTE INVASIVA.

En el siglo XX Black promulgd que la restauracion de las piezas afectadas no
constituia la solucion al problema que planteaba la caries dental, que la obturacion o
restauraciéon de los dientes no solucionaba su problematica. La evolucion del
tratamiento de la caries ha provocado la sustitucion del concepto original de Black de

“extension por prevenciéon” por el de “minima intervencion”. (27)

En los ultimos afios ha aparecido el concepto de odontologia minimamente
invasiva, que se basa en un respeto por el tejido original, esta filosofia de trabajo
incluye el diagndstico, la evaluacion del riesgo, el tratamiento preventivo y la
eliminacion minima de tejido para la restauraciéon(28). Este concepto conlleva una

serie de premisas(29):

* Asesoramiento al paciente del riesgo de enfermedad, medidas de

prevencion y formas de deteccidn precoz si apareciera la lesion.

* Uso de mecanismos de remineralizacion y de infiltracion dentinaria.

* Materiales y equipamiento que permita realizar un tratamiento

conservador.

El proceso de remineralizacidn en el diente es el proceso natural por el cual se
produce la reparacién de las lesiones producidas por agentes externos. Este proceso se
conoce desde hace varias décadas, pero solo en los Ultimos afnos se usa como opcién
terapéutica en el control de la caries y consiste en revertir sus estados iniciales, como

son las manchas blancas(30).
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Hasta ahora la aplicacién de flior ha sido la estrategia de remineralizacién por
excelencia, aunque se ha visto que tiene ciertas limitaciones. Entre las nuevas

estrategias en busca del proceso para reparar el diente aparecen:

* Combinar agentes remineralizantes con fltor .

* Combinar los agentes remineralizantes con una dosis menor de fluor

para evitar la fluorosis en nifios

* Usar productos remineralizantes dentarios como  agentes
independientes, que son capaces de liberar calcio y fosfato a la cavidad
oral. Entre estos productos que se estan investigando aparecen: Xilitol,
fosfosilicato de calcio y sodio (CSP), fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP),
carbonato de calcio, fosfato de calcio dihidratado, lactato de calcio,

glicerofosfato de calcio.(29)

Uno de los materiales que mejores resultados esta dando es el Recaldent® (CPP-
ACP) Melbourne, Australia. Cuando el producto se encuentra en la superficie del
diente y hay acidez, interacciona con los iones de hidrégeno y forma fosfato de calcio
hidrogenado que penetra en el diente y mediante reaccion con el agua produce

remineralizacion del esmalte(31)(32).

Cuando ya hay cavitacion del esmalte normalmente se realizan tratamientos mas
invasivos. Si hay existencia de caries interproximales por ejemplo, nos obliga a la
remocion de tejido sano para poder acceder hasta la lesidon. Para este tipo de lesiones
se ha desarrollado un procedimiento que se denomina infiltracién. Con este
procedimiento lo que buscamos es reemplazar el tejido perdido por la

desmineralizacion con resinas de baja viscosidad(30)(33).

Uno de los productos estrella para la infiltraciéon es ICON (DMG AMERICA), es una

resina fotopolimerizable de baja viscosidad(34), esta resina bloquea los canales de
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difusién, impidiendo que los iones de hidrégeno penetren en el esmalte, de esta

manera el proceso de avance de caries quedara detenido.
Esta técnica de infiltracion seria efectiva en los estadios E1, E2 y D1 de la

clasificacion de Méjare(35) y asi lo aseguran diversos estudios de los que realizan la

infiltracidon de esta resina en procesos iniciales de caries(33)(36)(37),

FASE EXTENSION

E1 Radiolucidez confinada a la mitad externa del esmalte.

Radiolucidez confinada a la mitad interna del esmalte,
E2 incluyendo lesiones hasta la unién amelodentinaria, pero
excluyendo aquéllas que van mas alla de esta.

Radiolucidez en la dentina, rompiendo la unién ame-
D1 lodentinaria pero no extendiéndose mas alla del tercio
externo de la dentina.

D2 Radiolucidez extendida hasta el tercio medio de la dentina.

D3 Radiolucidez extendida hasta el tercio interno de la dentina.

SRkl

Fig.1 Clasificacion de Méjare de la caries dental.

Otro tratamiento odontolégico preventivo y restaurador basado en la

odontologia minimamente invasiva es el tratamiento restaurador atraumatico (ART),
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cuya filosofia es el maximo respeto por los tejidos y la capacidad de una respuesta

biolégica ante los estimulos sobre la pulpa y la dentina(38).

Este procedimiento inicialmente se recomendd para paises en desarrollo donde
las condiciones técnicas, econdmicas y operativas no eran favorables(39). Sin embargo,
se ha demostrado que es un tratamiento de alta calidad y adecuado para todo tipo de

pacientes, independientemente de la situacién econdmica o social.

El tratamiento se lleva a cabo tal como describié Frencken y cols. (40).
Mediante aislamiento relativo se realiza la limpieza de la caries con instrumental
manual, solo se retira la dentina blanda y completamente desmineralizada con
cucharillas manuales. Se graba con acido poliacrilico y luego se lava con agua y se seca
con algodones. A continuacidon se mezcla el ionédmero de vidrio y se aplica con una

espatula y se presiona para compactarlo con el dedo con vaselina.

Los estudios a largo plazo comparando esta técnica con las técnicas

convencionales muestran que no hay diferencias significativas entre este

procedimiento minimamente invasivo y el procedimiento tradicional(41).
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2.5. MATERIALES DE RESTAURACION EN BASE A IONOMEROS
DE VIDRIO

2.5.1. IONOMEROS DE VIDRIO.

londmero de vidrio: “lonédmero” etimolégicamente proviene del griego ION
(particula con carga) y MEROS (miembro de una clase especifica) y VIDRIO proviene del

latin VITRIUM.

El término “londmero de vidrio” fue el que se aplicd desde su descubrimiento,
pero no es estrictamente correcto, ya que segun la Organizacidén Internacional de
Estandarizacion I1SO, el nombre apropiado deberia ser “polialquenoato de vidrio”, aun
asi, el termino aceptado y mas usado en la profesion sigue siendo londmero de vidrio.

(42)

Mc Lean, Nicholson y Wilson definieron el cemento de vidrio como “Un
cemento que consiste en un cristal basico y un polimero acidico que polimeriza

mediante una reaccion acido-base entre esos componentes”(43)

La apariciéon de los cementos de londmero fue un hallazgo casual que ocurrié a
principio de los afios 60 cuando Wilson y Kent en un laboratorio del gobierno en
Londres, intentaban mejorar las propiedades de los cementos de silicato que era el
material de restauracion de la época, hicieron una serie de 15 estudios en los que

analizaron los diferentes componentes de los iondmeros.(44)(45)

En 1965 Wilson probé cementos experimentales mezclando polvo de cemento
de silicato (vidrio aluminio-silicato) con diferentes acidos: tartarico, tanico, piravico,
etc.,, a diferentes concentraciones. Los cementos parecia que obtenian resultados

prometedores pero no eran estables en agua y tardaban en fraguar hasta 24horas.(46)
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En 1969 consiguieron una mezcla con una concentracion de acido poliacrilico
entre el 40 y 50% con cristales de aluminosilicatos que tenia numerosas propiedades,
como adhesidon a tejidos dentarios y a substratos metalicos, propiedades estéticas
aceptables, biocompatibilidad y propiedades mecanicas estables en el tiempo. A esta
mezcla la llamaron ASPA | (alimina, silicato, poliacrilato) y es la considerada como el

germen de la evolucién de los iondmeros de vidrio.

Mc Lean y Wilson fueron desarrollando y divulgando este material que dio lugar
a ASPA 11, lll y finalmente ASPA IV, haciendo modificaciones que conseguian mayor

estabilidad, y mejores cualidades mecanicas y estéticas.(47)(48)

2.5.2. CERMETS

En 1985 Mc Lean y Gasser crean los cermets, que son materiales compuestos
de elementos ceramicos y metdlicos, uniendo plata con el polvo del londmero. Se
realizaba una mezcla intima de particulas de plata de 3-4um con el polvo del londmero
mediante sintetizacién. La composicion del polvo era: 40% plata pura, éxido de titanio

5% vy particulas de vidrio en un 55% en peso.

La composicion de liquido era: 54% agua, 9% acido tartarico y 37% copolimeros.(49)

En 1993 Chung realiza un experimento comparando 4 de estos materiales con uno

de los iondmeros de vidrio de la época (Fuji Il) y llega a las siguientes conclusiones(50):

* Mayor resistencia a la tensién diametral que los iondmeros convencionales.
* Mayor dureza.
* Menor liberacion de fluor que el Fuji ll.

* Fuerza de adhesién menor que el Fuji ll.

Estas conclusiones se obtuvieron ese mismo afio y posteriormente, fueron
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apoyadas por otros trabajos como los de Cattani-Lorente y Meyer que obtenian

resultados muy similares.(51)

Por sus propiedades fisicas, las aplicaciones clinicas de los cermets son mayores
gue las de los iondmeros convencionales, aunque por su baja estética, su uso se ve

limitado al sector posterior:

* Obturacién provisional de dientes semierupcionados.

* Obturacion en dientes deciduos excepto en cavidades clase Il.
* Obturacion retrograda en apiceptomias.

* Obturaciones de clase | gue no tengan excesiva carga oclusal.
* Obturaciones en clase V en dientes posteriores.

* Bases o fondos cavitarios.

* Reconstruccion de munones.

2.5.3. IONOMEROS DE VIDRIO MODIFICADOS CON RESINA

Estos cementos se desarrollaron para intentar mejorar las propiedades de los
iondmeros tradicionales y tienen la misma composicién base que aquéllos: un polvo y
un liguido. Al anadir resina se obtuvo un material con capacidad para

fotopolimerizarse y ademas con mayor resistencia.

Este grupo de materiales ha ido recibiendo diferentes denominaciones, como:
“materiales hibridos de cemento de vidrio y resina”, “cementos de vidrio iondmero
fotopolimerizable” y “cementos de vidrio de polimerizacion dual” hasta que el nombre
gue introdujo Antonucci “iondmeros modificados con resina” fue el que finalmente se
impuso, ya que las demas denominaciones hacian mencién a la polimerizacién,

pudiendo confundir.(52)
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Estos cementos estan compuestos por un polvo y un liquido que basicamente son:

* Polvo: Vidrio de fluoraluminiosilicato.
¢ Liguido: Hidroxietileno de metacrilato (HEMA), agua y acido poliacrilico

o un analogo.

Normalmente dependiendo del fabricante se le anade al liquido tradicional un 18-20%

de resina.

Esta seria la molécula de los londmeros modificados con resina:

HOOC COOH COOH COOH COOH COOH

AV VAV Vv

HEMA HEMA HEMA HEMA HEMA

Fig 2. Molécula de iondmero de vidrio modificado con resina

La reaccion de fraguado de los iondmeros de vidrio modificados con resina es
similar a la que se produce en los iondmeros normales, pero se le afiade una ultima
fase que es la reaccion fotoiniciada que coexiste con las otras, es decir, cuando se
mezcla el polvo y el liqguido empieza una reaccién acido-base pero solo cuando se
somete a la luz empieza la reaccion de polimerizacién fotoiniciada, esta reaccidn

suplementa a la primera pero no la sustituye.
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Propiedades

Las propiedades son similares a las de los ionédmeros convencionales pero

mejoradas al incorporar resina a su composicion:

¢ Liberacién de fldor: en 1993 se observd que el flior penetraba en la
dentina y seguia el camino de los tubulos dentinarios. No hay una
diferencia significativa en este apartado entre los iondmeros

convencionales y éstos.(53)

* Radiopacidad: Es muy importante para diferenciarlos
radiograficamente. Tiene que ser mayor que la de la dentina, para
diferenciar uno y otro y asi valorar la presencia de caries secundarias o
gaps. Todos los iondmeros modificados con resina de Ultima generacion

tienen una radiopacidad adecuada.

* Propiedades cromaticas: tienen una gran variedad de tonalidades, esto
hace que pueda ser un material de eleccion no solo en molares sino
también, en determinadas ocasiones, para el sector anterior. Existen
algunos estudios que ponen de manifiesto que la estabilidad del color
de los materiales no es la idénea, y tienden a oscurecerse, por lo que

siempre habria que elegir tonos mas claros que el color original.(54)

* Propiedades térmicas: la difusion y/o aislamiento térmico de estos
materiales es inferior a la de los iondmeros convencionales, pero aun
suficiente. Respecto a la liberacion de calor durante el fraguado, alcanza
su maxima temperatura a los 40sg pero siempre siendo temperaturas

biocompatibles. (55)(56)

* Propiedades mecdnicas y de adhesion: Presentan tanto a fuerzas de

tensiéon y compresion unos valores mayores de los que ofrecen los
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iondmeros convencionales y lo mismo ocurre con la adhesién a dentina

(57)(58).

¢ Mayor tiempo de trabajo y de fraguado que los iondmeros

convencionales (45).

Entre las aplicaciones clinicas de los iondmeros de vidrio modificados con resina:
* Fondos y bases cavitarias
* Restauraciones
¢ Selladores

¢ Cementacion

2.5.4. RESINAS COMPUESTAS MODIFICADAS CON POLIACIDOS
(COMPOMEROS)

Respecto a este material existe una gran confusion para poder categorizarlo, en
general podria describirse como un composite con vidrio iondmero entre las particulas

de carga.

De forma tradicional se denomina a esos materiales “compdmeros”, nombre
obtenido de unir sus dos componentes “COMPOsite-ionMERQ”. Los compdmeros son
materiales monocomponentes con una matriz formada por combinacidon de resinas
(HEMA, TEGDMA,..) y moléculas policarboxilicas modificadas, en el relleno siempre

llevan londmero de vidrio.

Este material es muy sensible a la humedad y requiere, ademds, de un material
adhesivo para la interfase diente-restauracion. Para que se produzca el fraguado de

este material es necesaria la aplicacién de luz, es fotopolimerizable.
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Respecto a su uso clinico, basicamente tienen las mismas aplicaciones que los
iondmeros de vidrio modificados con resina, pero el uso principal que se le da es para
restauraciones en zonas de bajo nivel de carga oclusal, para el resto de utilidades no
hay estudios a largo plazo que muestren alguna ventaja de usar compdmeros respecto

a otros productos.(59)(60)

2.5.5. CARBOMEROS DE VIDRIO

Los Carbdmeros de vidrio constituyen un nuevo material desarrollado por GCP
Dental en Holanda. A pesar de su nombre pertenecen a la familia de los iondmeros de

vidrio debido a su composicion(61)(62) que esta formada por:

¢ Un vidrio en polvo con iones de calcio

* Un aceite siliconado con polimetilsiloxano con estructura lineal, que
contiene grupos hidroxilo

* Un componente bioactivo que se comporta como un relleno secundario,
que se ha descubierto que es hidroxiapatita. Se incorpora para
promover la remineralizacion del esmalte.

* Y un 4cido polimérico acuoso que mediante la reaccién acido-base

reacciona con los componentes anteriores.
Hasta la fecha no hay estudios a largo plazo y solo se han publicado estudios

preliminares, por lo que el comportamiento y las propiedades de este material son

todavia una incognita.

24



2.5.6. GIOMEROS

En la lucha por encontrar un material que tenga las ventajas tanto del
composite como de los iondmeros de vidrio, aparecen los giémeros desarrollados por
Shofu Inc. (Kyoto, Japdn). Es un material que tiene la estructura de un composite pero
lleva en su matriz particulas de lonédmero de vidrio pre-reaccionadas (tecnologia

PRG)(63).

Respecto a su uso clinico, puede tener multiples indicaciones:
* Restauraciones oclusales y proximales en dientes permanentes.
* Restauraciones de dientes temporales.
* Selladores de fosas y fisuras.

¢ Cementos de endodoncia.

Ocurre lo mismo que con los Carbédmeros, no hay estudios a largo plazo que
nos puedan asegurar una estabilidad y comportamiento de este material, se necesitan
mas estudios independientes para decidir incorporar este material en nuestra practica

habitual (64).

2.6. REACCION DE FRAGUADO DE LOS IONOMEROS DE VIDRIO

La reaccién de fraguado de los iondmeros de vidrio es compleja, pero es muy
importante entenderla para la correcta manipulaciéon de este material y para entender

su funcionamiento.

El londmero de vidrio resulta de una reaccion acido-base en la que el acido
poliacrilico reacciona con el polvo de vidrio que es la base, y se forma una matriz (sal)

de agua y policarboxilato.

En la reaccién tienen lugar 3 pasos:
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1.

lonizacién del acido policarboxilico (COOH) en agua en presencia
del cristal, formando un polimero de carboxilato cargado

negativamente (COO-) y protones (H+)

Ataque de los protones (H+) al cristal provocando la liberaciones
de iones positivos ( Ca++, Al+++ y ALF++) formando una matriz

gue envuelve el nucleo que todavia no ha reaccionado.

Entrecruzamiento de los iones de Ca++ y de AlL+++ con 2 o 3
COO- del polimero de policarboxilato para formar una sal
metalica. EL Ca++ se libera mas rapidamente y al reaccionar con
el polimero forma una matriz de policarboxilato de calcio que
proporciona al cemente su fraguado inicial. Tiene lugar a los
pocos minutos de la mezcla y da al material una apariencia de
fraguado aunque no lo esta. Los iones de AL+++ con mas peso
molecular y mayor valencia reaccionan de manera mas lenta,
formando sales en el interior de la matriz, hasta conseguir el
fraguado completo. Esta segunda reaccién empieza entre los 5y
30 min de la mezcla y termina a las 24 horas. Esta reaccion tan
lenta es la que produce una red mas estable y resistente, pero a
su vez es la responsable del efecto negativo que la humedad
ejerce sobre los iondmeros. A la vez, algunos iones
policarboxilato sustituyen a los iones ALF++ y producen la
liberacién de iones de Fluor (F-). Esta capacidad de desprender
iones de fldor permanece a lo largo de los meses e incluso

periodos mayores.
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Primero:

Hy0 Ht

I I | | | 1
COaH COzH CO2H I— Cristal CO2 COy; COp |—
Ac. Poliacrilico con
Grupos Metacrilato
Segundo:
H20

H* + CRISTALES DE FLUORALUMINIOSILICATO P Al , AIFtY, Catt

Tercero:
| | |
CO,3 COy COp [:—
— /\N//
COy COs cozL + A AIFH, Catt Ca Al Al +F

\/ N
o o [

Figura 3: Reaccidon de fraguado de los londmeros de vidrio.

2.7. PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD PARA MATERIALES

DENTALES.

Los materiales dentales se estudian generalmente en tres niveles bioldgicos.

Inicialmente son sometidos a pruebas que evalluan su toxicidad. Los estudios del

segundo nivel se realizan con animales de experimentacién con el fin de evaluar co6mo

responden los tejidos a los que se somete este material. Las pruebas del tercer nivel

recrean situaciones clinicas(65). De manera que existen:

1. Pruebas de citotoxicidad general:
- Efecto citotoxico.
- Efecto cancerigeno y mutagénico.

- Efecto sensibilizante.
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2. Pruebas de deteccion de citotoxicidad local:

Aplicacién de unos 15 minutos, corta duracién, al tejido.
Implantacion del material a largo plazo, superior a 1 afio, en tejido

subcutaneo.

3. Estudios de uso y ensayos clinicos.

Para Orstavik las principales pruebas a las que se debe someter a un material

antes de su uso en clinica son(66):

Pruebas bioldogicas y microbiolédgicas: estudios donde el material a
investigar se encuentra en contacto directo con los tejidos vivos. Se realizan
para comprobar la aparicidon de sintomas y para comprobar de qué manera
interfieren los iondmeros en la cicatrizacion de estos tejidos.

Pruebas de uso: se realizan en animales, simulando situaciones clinicas.
Pruebas en modelos funcionales: este grupo engloba pruebas de
neurotoxicidad, filtracion, alteracion de la superficie radicular.

Pruebas clinicas: dentro de éstas, existen varios subgrupos de pruebas que
se pueden realizar con el material a estudiar. Cada una explora propiedades
y caracteristicas diferentes. El test final deberia ser la supervivencia del
diente al que se le aplica este material sin que presente sintomas o signos

de patologia. En este grupo también existen pruebas mucho mas sencillas.

Para el comité de pruebas de toxicidad y evaluacion de agentes

medioambientales, los ensayos de citotoxicidad de un material debe incluir su
caracterizacion quimica, necesaria para determinar el tipo de ensayo al que debe
someterse o bien que no es necesario aplicarle ninguno. Las pruebas de toxicidad se

dividen en dos parcelas**:
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* Lineas para estudiar la toxicidad: se basan en la respuesta celular y sefiales
metabdlicas de las células cuando son sometidas al contacto con el
material. Se recomienda usar células humanas y realizar pruebas que
incluyan la respuesta celular como la citotoxicidad, proliferacion celular y

apoptosis.

* Las pruebas sobre drganos o tejidos diana que podran ser in vivo o in vitro.

El término citotoxicidad se utiliza para describir los eventos de la cascada
molecular que por alguna causa se ven interrumpidos e interfieren en la sintesis de

macromoléculas provocando dafo celular, estructural y funcional.

La biocompatibilidad es la capacidad que tiene un material de ser funcional tras su
aplicaciéon especifica en un huésped, teniendo también este una respuesta adecuada.
Esto implica una interaccién entre huésped, material y la funcién de este ultimo,
teniendo que estar estos tres factores en armonia para que un material sea

considerado biocompatible.

Para realizar una evaluacién bioldgica adecuada, el contacto entre células vy
material debe ser éptimo, se puede conseguir por: contacto directo, indirecto o a

través de extractos(67).

En los test de citotoxicidad hay que valorar las reacciones celulares de manera
morfoldgica o cuantitativa basandose en indicadores objetivos y evaluables como la
viabilidad, la proliferacion y la funcionalidad celular. Como es el caso de la apoptosis, la
adhesion, la migracién y la secrecién de sustancias. Estas pruebas son utiles ya que
clinicamente los tejidos dafiados tienen un menor numero de células viables y, por

tanto, menor rango metabdlico y de proliferacion(67).

Los estudios de citotoxicidad “in vivo” e “in vitro” han sido utilizados en toda su
extension para evaluar la biocompatibilidad de los iondmeros de vidrio. Los ionédmeros
de vidrio presentan como mondmero principal el HEMA asi como diferentes acidos en
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su composicion, que parcialmente polimerizados pueden llegar a contactar con la
pulpa a través de los tubulos dentinarios, comportdndose como agresivos y toxicos
para ésta. Los estudios de biocompatibilidad de los iondmeros de vidrio presenta una
gran controversia (68)(69). La toxicidad de un iondmero de vidrio se evalia mediante 3
pasos: el primer paso es comprobar su citotoxicidad con pruebas in vitro. Si se
determina que no es citotdxico, se implanta en tejidos subcutdneos o musculares
evaluando su reaccién local. Finalmente, se realizan estudios in vivo en tejidos diana

aplicando el material tanto en animales como en humanos(70).

Dentro de los distintos estudios del estado de proliferacién de células expuestas a
un material in vitro encontramos el ensayo MTT. El test colorimétrico de MTT
[Bromuro de 3 (4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico], desarrollado por Mossman,
indica los efectos en la viabilidad celular a través de las alteraciones en las actividades
de la deshidrogenasa mitocondrial. Se basa en la conversidén del metiltiazol tetrazolio,
soluble, en formazan purpura insoluble. Este formazan es solubilizado posteriormente
y su concentraciéon puede determinarse mediante espectrometria. Es un método

rapido y barato para cultivos celulares monocapa(71).

Los iondmeros de vidrio se insertan en la cavidad oral cuando todavia no han
fraguado y debido a ello, durante un periodo corto de tiempo sus componentes
provocan una respuesta local cuando han reaccionado parcialmente o aun no han
reaccionado. Tras el tiempo de fraguado, la liberacién de parte de sus componentes
aun puede ser potencialmente toxica ya sea por contacto con los fluidos tisulares, por
corrosion o debido a sus propiedades, siendo este el motivo por el que es tan

importante investigarlos antes de ser empleados ampliamente en la clinica diaria (72).
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3. OBJETIVOS

Objetivo principal: Evaluar in vitro la citocompatibilidad de dos ionémeros de vidrio,

frente a células madre de pulpa dental.

Obijetivos secundarios:

* Evaluar la viabilidad celular frente a los distintos iondmeros vitreos

* Tipificar y valorar la apoptosis y el fenotipo celular en presencia de eluatos de
iondmeros de vidrio.

* Estudiar la migracion celular en presencia de eluatos de iondmeros de vidrio.

* Andlisis de la morfologia celular en presencia eluatos de ionémeros de vidrio.

* Valoracion microscépica de las células al contacto directo con los iondmeros
vitreos

* Observacién y evaluacién microscopica de la superficie y caracterizacién de los

iondmeros vitreos.

Hipotesis nula: los iondmeros de vidrio estudiados no presentan diferencias en cuanto

a citotoxicidad frente a células madre de pulpa dental.
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4.1 MATERIALES

Los materiales utilizados para este estudio fueron, Equia Forte® (Gc Dental,
Tokyo, Japon), y lonostar Molar® (Voco GmbH, Cuxhaven, Alemania). En la tabla 1, se

muestra la composicion de los mismos.

Materiales Fabricante Composicion
Equia Forte® GC Dental, Tokyo, Polvo: vidrio floro-silicoaluminoso,
Japon acido poliacrilico, pigmentos.

Liquido: acido poliacrilico, agua
destilada, acido polibasico

carboxilico.
lonostar Voco Gmbh, Polvo: vidrio floro-silicoaluminoso,
Molar® Cuxhaven, Alemania acido poliacrilico, pigmentos.

Liquido: acido poliacrilico, acido
tartarico, agua destilada.

Tabla 1 . Composicién de los materiales utilizados.

Figura 7. Presentacion comercial de lonoStar Molar® y Equia Forte®.

Para realizar la vibracién de las capsulas y su correcta mezcla, se siguieron las
instrucciones de cada fabricante y se realizé mediante un vibrador universal, Ventura

Mix 1 (MADESPA S.A. Toledo, Espaiia) (Figura 8).
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Figura 8. Vibrador universal, Ventura Mix 1.

4.2. AISLAMIENTO CELULAR

El estudio fue aprobado por el Comité Etico del Hospital Clinico Universitario
Virgen de la Arrixaca (Murcia). Los donantes firmaron un consentimiento informado.
Las extracciones dentales se realizaron en la Unidad de cirugia oral y maxilofacial del
citado hospital. Se recogieron terceros molares sin afectacion pulpar. Para asegurar el
anonimato de los donantes no se llevd a cabo la identificacién de los dientes

recogidos.

Inmediatamente tras la extraccion, los dientes recogidos se depositaron en tubos

(FALCON) de 50ml con 25 ml de 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)

* Antifungicos (250 unidades/ml de anfotericina; SIGMA).
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Las muestras se conservaron entre 4°C y 8°C durante un maximo de 72 horas desde la

extraccién hasta poder ser procesadas.

Extraccion pulpa dental humana (hDP):

Se trabajé en condiciones de esterilidad en una cabina de seguridad bioldgica

vertical tipo Il con filtro HEPA (Telstar) (Figura 9).

Figura 9. Cabina de seguridad bioldgica vertical tipo Il.

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 antibidticos (100
unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina; SIGMA) y
antifungicos (250 unidades/ml de anfotericina B; SIGMA).

Para obtener la pulpa dental el diente se secciond transversalmente y con la
ayuda de limas manuales y tiranervios se obtuvo el tejido pulpar.

La pulpa dental (junto con el PBS) se traspasé por separado a un tubo (Falcon)
donde se centrifugd durante 10 minutos a 1000 rpm. Se desechd el

sobrenadante y se procedio a realizar la disgregacion enzimatica y mecanica.
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Disgregacién enzimatica:

1. El precipitado celular fue sometido a una disgregacion enzimatica utilizando
una solucién de proteasas: Colagenasa tipo | (3mg/ml; Worthington Biochem) vy

dispasa (4mg/ml; GIBCO) durante 1 hora a 37°C.

2. Las proteasas se inactivaron afiadiendo un volumen igual o mayor de medio

de cultivo celular MEM muy frio.

3. Se centrifugd durante 10 minutos a 1000 rpm.

4. Tras desechar el sobrenadante, se re suspendid el precipitado celular en

medio de cultivo celular MEM con anfotericina (250 unidades/ml).

5. Se centrifugd durante 10 minutos a 1000 rpm (Figura 10).

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

anfotericina (250 unidades/ml).

e

Figura 10. Centrifugadora.
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Disgregacion mecanica:

1. Con el fin de quitar los trozos 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 Biosciences, Pharmingen, San Jose,CA,USA), donde se

tamizaron a través de la malla afiadiéndose medio de cultivo MEM.

2. La solucidn resultante se centrifugd durante 10 minutos a 1000 rpm.

3. Posteriormente, se desechd el sobrenadante y se afiadid medio de cultivo celular

MEM en el que se re suspendieron las células.

4.3. RECUENTO Y ESTIMACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

Antes de cultivar las células obtenidas, se hizo un recuento y estimacién de la
viabilidad celular mediante la utilizacion de la cdmara de Neubauer o hemocitdmetro y
azul tripan. Este método se basa en el principio de que las células vivas (viables) cuya
membrana citoplasmatica esta intacta, no permite la entrada del colorante (azul
tripan), permaneciendo refringentes. Mientras que las células muertas (no viables),
debido a que su membrana citoplasmdatica se encuentra rota, permite el paso de
colorante tifiéndolas de azul. La sistematica que se llevd a cabo se describe a

continuacion.

La suspension celular se agitd y se depositaron 10ul de la misma en un tubo
(Eppendorf), se afiadié 10ul de la solucion de azul tripan a la muestra anterior,
agitandose la mezcla con la misma micropipeta y procurando no hacer burbujas. Se
pegd el cubrecamara en el hemocitémetro humedeciendo los bordes del mismo, y se
llené con la mezcla anterior la cdmara de aire que existe entre el cubreobjetos y el

hemocitémetro (0.1mm?3), por uno de los lados del mismo. Contamos en el
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microscopio de contraste de fase las células teiidas y no tefiidas en una de las regiones

de la cdmara como se observa en la Figura 11.

Figura 11. Cdmara de Neubauer con azul tripan

Para un recuento mas exacto pueden contarse las cuatro regiones de la cdmara
y obtener la media aritmética de los recuentos (Figura 12). Se calculé el nimero de

células totales y viables de la muestra segun las siguientes férmulas:

N2 células viables/ml = n2 células vivas contadas x 10000 x factor de dilucidén

Ne células totales/ml = (n2 células vivas contadas + muertas contadas) x 10000 x factor

de dilucion.

o N@ células viables x100
% Viabilidad =

N2 células totales

Se multiplica el nUmero de células por 10.000, ya que el volumen correspondiente a la

regién contada en la cdmara Neubauer es de 0.1mm?>.

39



v —1mm —

O
r

~
P o
T

SUSPENSION

Figura 12. Recuento con cdmara de Neubauer o hemocitémetro.

Tras hacer el recuento y la estimacién de la viabilidad, se ajustd la solucién
, , . . 2
celular a 1x10° células/ml y se sembré 3ml de la misma por frasco de cultivo de 25 cm

(Sarstedt). Las células se cultivaron a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad.

4.4. CULTIVO DE CELULAS DE PULPA DENTAL DE DIENTES
PERMANTENTES (DPSCs)

Las células aisladas de la pulpa dental crecen adheridas al plastico de la placa
de cultivo. Para el cultivo primario de DPSCs, su expansion y mantenimiento, se utilizé
un medio de cultivo celular que fue denominado medio basal (MB). El medio basal esta
compuesto por a-MEM al que se le afadirdn los siguientes componentes que se

presentan en la Tabla 2 .
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COMPONENTES CONCENTRACION

SBF (Gibco) 15%
P/E (Sigma) 100ug/ml
Glutamina (Sigma) 2mmol/I

Acido ascérbico 2 fosfato (Sigma) 100pg/ml

Anfotericina (Sigma) 2,5ug/mi

Tabla 2.Componentes que se afiaden al medio a-MEM

Con el objetivo de conseguir un numero 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

realizé el siguiente proceso:

* Se retiré el medio de cultivo del frasco que contenian las células, se afiadio
Tripsina 0.25% + EDTA 1mM (disgregacién enzimdatica) en cantidad
suficiente para cubrir la superficie del mismo y se incubd en una estufa para

cultivos celulares a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad durante 5 minutos.

* Posteriormente, se procedid a la neutralizacion de la actividad enzimatica
con igual o mayor cantidad de medio de cultivo frio. La mezcla fue
centrifugada durante 10 minutos a 1000 rpm, se deseché el sobrenadante y
se re suspendieron las células en 1 ml de medio de cultivo basal. Tras
estimar la viabilidad, se ajusté el nimero de células de la suspensidn
anterior, normalmente a 1x10° células/ml, y fueron sembradas en un frasco
de cultivos de mayor superficie que el anterior. Las células se incubaron en
una estufa para cultivos celulares a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad. El
medio de cultivo celular basal se cambid con una frecuencia de 3 veces por

semana aproximadamente.
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4.5 ENSAYO EXPERIMENTAL

4.5.1. Preparacion de los Extractos

Para realizar el estudio se pretendié simular las condiciones en que los distintos
materiales iban a interactuar con el tejido pulpar de los dientes. Puesto que son
materiales destinados a fraguar dentro de la dentina y difunde o no hacia la pulpa, se
eligié el método de elucidén, en el que se extrae una sustancia por elucién, que
llamaremos extracto o eluato, mediante un disolvente que entra en contacto con el

material, que llamamos eluente.

El eluente es el medio de cultivo que se incuba durante 24 horas con el material
de estudio, y el extracto resultante se aplicé en distintas concentraciones sobre las

células.

En el ensayo se aplicé cada concentracion de eluente a tres pocillos diferentes,
y tres semanas mas tarde se repitid todo el ensayo, por lo que se hizo por
sextuplicado. Ademas de las diluciones, se empled un control negativo (medio de
cultivo), y un también un control en blanco (medio de cultivo sin células, para

contrarrestar la contaminacién colorimétrica del propio medio de cultivo).

La preparacion de los extractos de los distintos materiales se realizd siguiendo
el protocolo estandar establecido en las normas ISO 10993-5 para test de citotoxicidad
in vitro. Para ello, se mezclaron los materiales y se prepararon segun 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 didmetro en placas
estériles de 6 mm de alto y 35 mm de didmetro y se dejaron fraguar en una cdmara de
humedad (segun el material) a temperatura ambiente durante 24 h. Una vez fraguados
todos los materiales, se cubrieron con medio de cultivo, (DMEM; Sigma-Aldrich,
Madrid, Espafia), suplementado con 10% de suero bovino fetal (Gibco Invitrogen,

Paisley, Scotland), L-glutamine (PAA Laboratories, Pasching, Austria), penicilina
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/estreptomicina (PAA Laboratories, Pasching, Austria) en una relacion de 3 cm2 de
material en la placa por cada mililitro de medio de cultivo segun la norma ISO 10993-5,

y se dejaron 24h en la incubadora de CO,, a 372C y humedad relativa del 95%.

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 serd la concentracion total, a partir de la cual se preparardn las

diluciones 1/2 y1/4.

4.5.2. Analisis del pH, osmolalidad y espectrometria de masas con

plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) de los diferentes extractos

Se prepararon muestras de cada tipo de iondmero de 5 mm de didmetro y 2 mm de
altura y luego se sumergieron en solucion salina equilibrada de Hank (HBSS) sin calcio
ni magnesio durante 24 horas. El pH del HBSS antes y el HBSS después de la inmersién
de los selladores de ensayo se evalud por triplicado (GLP21 + de Crison, Barcelona,
Espana). Los resultados corresponden al promedio y a la desviacion estandar.

La osmolalidad de HBSS antes y HBSS después de la inmersién de los iondmros de
ensayo se determind directamente en 10 pl de HBSS (Osmometer Vapro 5520, Wescor,
Utah, EE.UU.). La presencia de silicio, fosforo, calcio y estroncio se evalué mediante
espectrometria de masa por plasma acoplado inductivamente (ICP-MS-Agilent 7900,

Stockport, RU).

4.5.3 Ensayo de viabilidad celular (MTT)

La tasa de viabilidad celular en presencia de las diferentes eluciones de los

materiales se evalla utilizando un ensayo MTT (MTT Cell Growth Kit, Chemicon,
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Rosemont, EE.UU.). Con esta técnica se quiere evidenciar de forma indirecta la
proliferacién de las DPSCs en presencia del extracto sin diluir y con las diluciones 1/2 y
1/4. Esta prueba permite determinar la funcionalidad mitocondrial de las células
tratadas a través de la reduccién metabdlica que realiza la enzima mitocondrial
succinato- deshidrogenasa sobre el sustrato bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT). Como resultado se genera formazan, un compuesto de color azul

cuya cantidad generada es proporcional a la cantidad de células vivas en cultivo.

Para la realizacién de este ensayo se procediod del siguiente modo:
a) Se sembraron DPSCs en placas de 96 pocillos, con una densidad de siembra

de 3000 cel/pocillo (1x103).

b) Tras 24 horas de incubacién a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad, se
aplicaron 100ul/ pocillo de diluciones 1/1,1/2, 1/4, y se incubaron a 24, 48 vy
72h a 37°C, 5% de CO? y 95% de humedad.

¢) Transcurrido el tiempo de incubacion (24h, 48 6 72 horas), se sustituyd el
DMEM con rojo fenol por 400 ul de DMEM sin rojo fenol.

d) El reactivo MTT se anadié a cada uno de los pocillos para quedar a una

concentracién final de 3,8 mg/ml y se incubé a 370C y un 5% de CO? durante 4

horas. (Figura 13)

e) Tras la incubacidn, se retird el contenido de los pocillos y se afiadié 400 ul

de DMSO por pocillo.
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Fig 13. Formacion de los cristales de formazan, tras 4 horas de incubacién

f) Se trasvasaron 200 pul del contenido de cada pocillo a una placa de lectura y
se midié la absorbancia a 570 nm con medida de referencia a 620 nm utilizando
un lector de microplacas automatico (ELx800; Bio-Tek Instruments, Winooski,

EE.UU.)

4.5.4 Andlisis de la expresion de marcadores de superficie de células

madre mesenquimales sobre DPSCs expuestas a los iondmeros de vidrio

La expresion de los marcadores de superficie de las células madre
mesenquimales se analizaron en los cultivos de DPSCs por medio de la citometria de
flujo. Las células fueron sembradas a una densidad de 3x10* cel/cm’en placas de 48
pocillos y tratadas con los diferentes eluatos durante 72 dias a 372C. Posteriormente,
las células fueron despegadas usando una solucion tripsina/ EDTA al 0.25%, lavadas
dos veces con PBS e incubadas en la oscuridad a 42C durante 30 min con anticuerpos
monoclonales especificos conjugados con fluorescencia para CD73,CD90 y CD105
(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), como recomienda la Sociedad
internacional de Terapia Celular, para confirmar el fenotipo mesenquimal de las

células™®

.También se analizé, la falta de expresion de los marcadores
hematopoyéticos CD14, CD20, CD34 y CD45. La fluorescencia no especifica se midid
utilizando anticuerpos monoclonales de isotipo especifico. La fluorescencia celular se

realizd usando un citémetro de flujo BD FACSCanto™ (BD Biosciences, Pharmingen,
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San Jose,CA,USA) y analizadas mediante el andlisis de software Kaluza (Beckman

Coulter, Inc., Brea, California, USA)

4.5.5 Ensayo de apoptosis celular

En la fase temprana de la apoptosis, la integridad de la membrana celular se
mantiene, pero se pierde la simetria de la membrana citoplasmatica. Las anexinas son
un grupo de proteinas calcio dependientes unidas a fosfolipidos. Estas se utilizan junto
con tinciones vitales para identificar, mediante citrometria de flujo, diferentes estados
apoptoticos. Dentro de ellas, la anexina V es una proteina recombinante que se une
especificamente a residuos de fosfatidil serina (PS), los cuales se encuentran expuestos

en la cara externa de la membrana plasmatica celular.

La PS, es una molécula que se encuentra orientada hacia el interior de la célula,
y cuando ésta entra en el proceso de muerte por apoptosis, uno de los eventos
tempranos es la exposiciéon de la misma hacia el exterior de la membrana celular,

pudiendo ser detectada mediante Anexina V conjugada con ficoeritrina (PE).

Cuando el proceso de apoptosis progresa la integridad de la membrana celular
se pierde, el ADN se hace accesible y se emplean moléculas fluorescentes que actuan
como agentes intercalantes en los acidos nucleicos de doble cadena (y, por tanto, en el

ADN) como el Yoduro de Propidio (PI) y la 7-aminoactinomicina D (7-AAD).

Se sembraron DPSCs en placas de 96 pocillos, con una densidad de siembra de
3000 cel/pocillo (1x10%). Tras 24 horas de incubacion a 37°C, 5% de CO2 y 95% de
humedad, se aplicaron 100ul/ pocillo, de diluciones 1/1, 1/2, 1/4, y se incubaron a
72h a 37°C, 5% de CO? y 95% de humedad.

Las DPSCs fueron sometidas a una tincion doble con Anexina-V conjugada con

PE y 7-AAD mediante el kit de deteccién de apoptosis (BD Biosciences'™) con el fin de
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determinar la viabilidad celular mediante citometria de flujo. Los pasos a seguir fueron
los siguientes:
- Las células se separaron de la superficie de cultivo empleando una solucion de
tripsina-EDTA al 0.25%
- Se lavaron con PBS 1X
- Se incubaron con Anexina-V conjugada con PE y 7-AAD en tampdn de unidn a

temperatura ambiente durante 15 min.

El analisis de los resultados se realizé en el citémetro de flujo BD FACSCanto™,
interpretandolos del siguiente modo:

- Células vivas: Anexina-V-/7-AAD-.

- Células en apoptosis temprana o tardia: Anexina+/7-AAD-.

- Células necroticas (Anexina-V+/7-AAD+).

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

4.5.6 Ensayo de migracion celular

Para este ensayo, cultivamos DPSCs a una densidad adecuada (5x 10°) en placas
de 6 pocillos hasta que alcancen la confluencia en presencia de eluatos. En ese
momento, trazamos una linea utilizando una punta estéril de 200 pl de pipeta,
creando una herida en el campo de visidon al microscopio, dando lugar a una zona
despejada de células. Cambiamos el medio de cultivo para retirar las células

despegadas y administramos las diluciones por triplicado.

Tomamos imagenes de las zonas despejadas, teniendo como referencia la
marca realizada en el exterior del pocillo con rotulador permanente, utilizdndola como
guia de la linea que hemos trazado anteriormente. Las imagenes se tomaron alasO, a
las 24 y a las 48 horas de tratamiento, utilizando un microscopio invertido Nikon

Eclipse TE2000-U (Nikon Corp., Tokio, Japdn).
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Las imagenes obtenidas se corrigieron con Adobe Photoshop 7.0.1 (Adobe
Systems, Mclean, VA, EE.UU.), mientras que se utilizd el software Imagel (Instituto
Nacional de Salud, Bethesda, MD, EE.UU.) para medir la superficie cubierta por las

células.

Se determiné la distancia entre los frentes de migracion a las 0,24 y 48 h.

4.5.7. Estudio microscopico de la morfologia celular

Una de las formas para valorar el estado 6ptimo de la célula, es valorando su
citoesqueleto, de tal modo que para este ensayo, se sembraron DPSCs en placas de 96
pocillos, con una densidad de siembra de 3000 cel/pocillo (1x10%). Tras 24 horas de
incubacién a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad, se aplicaron 100ul por pocillo de
diluciones 1/1, y se incubaron a 72h a 37°C, 5% de CO? y 95% de humedad. Después,
las células fueron fijadas con paraformaldehido al 4% en PBS y permeabilizadas con
Triton al 0.25%. Para la tincion del citoesqueleto y del nucleo, se utilizd6 Phalloidina
conjugada (1:500) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) que se incubd durante
1h en oscuridad a temperatura ambiente. Los portas de microscopio se montaron con
una solucién anti-deslizamiento (Vecta shield mounting medium, Vector Laboratories,
Hércules, CA, USA) que contiene 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (sonda
molecular fluorescente, 0,2 mg/mL in PBS) y examinadas en un microscopio de

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

4.5.8 Adhesion celular y superficie de los iondmeros de vidrio

Con la observacion de las muestras al contacto con los cementos bajo
microscopio electrénico de barrido (MEB), podemos determinar si se produce un
fendmeno de adhesidn celular al material que estamos estudiando, y a su vez analizar

de manera microscopica la superficie de los cementos.
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Se prepararon quince discos de cada material y se subdividieron en 3 grupos,
de 5 muestras cada uno. Para eliminar posibles subproductos téxicos, todos los discos
se incubaron primero a 37°C en placas de cultivo de 24 pocillos que contenian 1 ml de
agua destilada, que se cambid directamente durante 5 dias. Después, las DPSCs se

sembraron directamente sobre cada disco a una densidad de 5 x 10* células/ml.

Después de 4 dias de cultivo, las muestras sembradas con DPSCs fueron
retiradas de los pocillos de cultivo, se enjuagaron con PBS y se fijaron con 3% de
glutaraldehido en 0,1 M tampdn de cacodilato de 1,5 h a 4°C. Luego, se aclararon de
nuevo y después fueron fijados en tetroxido de osmio durante 1 hora antes de ser
deshidratados en una serie de soluciones de etanol graduadas (30, 50, 70, 90%
vol/vol). El secado final se realizd6 por el método de punto critico (CPDO2 Balzers

Union). Finalmente, las muestras metalizadas con oro fueron examinadas por MEB.

4.5.9 Caracterizacion de los iondmeros de vidrio

El espectro de rayos X emitido por un espécimen permite llevar a cabo una
medida cualitativa (medida del rango de cada rayo X emitido que es caracteristico de
cada elemento) y una medida cuantitativa (la medida de la cantidad de rayo X que se
emite por segundo nos dice qué cantidad de elemento esta presente). Asi, podemos

caracterizar un material sélido mediante espectrometria de rayos X .

El protocolo para la caracterizacion de los iondmeros de vidrio fue el siguiente:

Las muestras se prepararon en el edificio LAIB de la Universidad de Murcia, donde

fueron sometidas a los siguientes procesos:
1. Se elimind el sobrenadante de las muestras y se lavaron con PBS

2. Se fijaron con glutaraldehido al 2,5% en tampodn cacodilato de sodio con

sacarosa 0,1M de 3-5 horas.
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3. Se retird el fijador en frio y se afiadié el lavador (tampdn cacodilato de sodio

con sacarosa) durante una noche.

Posteriormente, las muestras se trasladaron al Servicio de Apoyo a la Investigacién
(SAI) en el Campus de Espinardo para ser procesadas y preparadas para su observacién

con el microscopio electrénico de superficie (MEB-EDX). El procesado fue el siguiente:

1. Contrastado de la muestra con tetroxido de osmio al 1% durante 1-2h.

2. Lavado con tampdn cacodilato con sacarosa y su asentamiento durante 12h

(Una noche).

3. Deshidratacién en acetona al 30%, 50%, 70%, 90% y 100% durante 20°con cada
concentracion de forma sucesiva.
4. Se llevaron al punto critico con acetona al 100% y CO, liquido en una cdmara de

secado de punto critico Leica EM CPDO030.

5. Se aplicd un recubrimiento de carbén en la unidad CC7650 SEM Carbon Coater.

6. Las muestras fueron analizadas por el sistema de captacion de rayos X

incorporado en el microscopio electrénico de barrido Jeol 6100 EDAX (USA).

4.6 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos procedentes del ensayo MTT y del ensayo de migracién celular se
analizaron usando el paquete de software estadistico SPSS versiéon 15.0 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL, USA). Se evalud la distribucion normal de los datos usando el test de
Kolmogorov-Smirnov, y las diferencias entre grupos fueron estudiadas mediante el

analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido de un test de Bonferroni. Todos los
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valores han sido expresados como media + desviacion estandar (DS). Un valor con

una p <0.05 se consideré significativo.
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5. RESULTADOS

5.1. Analisis del pH, osmolalidad y espectrometria de masas con plasma

acoplado inductivamente (ICP-MS) de los diferentes extractos.

Los extractos de lonostar Molar® y Equia Forte® exhibieron un pH ligeramente
menor que la solucién salina (HBSS). La osmolalidad de los materiales de estudio fue
de 8.33%2.08 para Equia Forte® y 9.00+1.00 para lonostar Molar® . Los resultados del

ICP-MS de las mismas muestras se muestran en la Tabla 3.

Concentracion de elementos (mg/L)

pH PI"eS,IO‘n Silicio Fosforo Calcio Estroncio
osmotica
HBSS 7.9840.15 287+2 62.38 27314.22 36.44 5.73
i 2,00
Bquia ¢ 51.014 8331208 0,45 0,26 0,36
Forte®
1 2

lonostar 21,510 9.00s1.00 %7 413 0,5 0,75
Molar®

Tabla 3. Analisis del pH, osmolalidad y espectrometria de masas con plasma acoplado

inductivamente (ICP-MS) de los diferentes extractos.

5.2. Aislamiento y cultivo celular

Como se pueden observar en la Figura 14, a las 72h, apreciamos células de tipo
fibroblastico que van formando pequefias colonias (A). A la semana el nimero de
células ha aumentado ostensiblemente, hasta que alcanzan la confluencia,
aproximadamente al mes de cultivo (B). Una vez expandidas las células el tiempo
suficiente para conseguir varios millones de células, se procedid al ensayo

experimental.
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Figura 14. Cultivo primario de células procedentes de pulpa dental a las 72h (A) y al

mes de estar en cultivo (B).

5.3. Caracterizacion fenotipica de la linea celular

Tras expandir la linea celular hasta el pase 4, con el fin de que el cultivo
primario fuera lo mas homogéneo, se realiz6 la caracterizacidon celular mediante
citometria de flujo. Como se puede observar en la Figura 15, las células procedentes
de la pulpa dental expresaron los marcadores mesenquimales CD73, CD90 y CD105.
Por otra parte no expresaron los marcadores hematopoyéticos CD14, CD20, CD34 y
CD45. Dicho analisis confirma que dichas células, son células madre de origen

mesenquimal.

CD73 CD90 CD105 oo

27,63 | | 11,38 | |

Figura 15. Andlisis por citometria de flujo de la expresion de marcadores

mesenquimales y hematopoyéticos CD73, CD90, CD105, CD14, CD20, CD34 y CD45.
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5.4. Ensayo de viabilidad celular (MTT)

Se midio la viabilidad celular de las células madre de pulpa dental (DPSCs) tras
la exposicion a diferentes diluciones de los iondmeros de vidrio estudiados (sin diluir;
dilucién 1/2, dilucién 1/4), a las 24, 48 y 72 horas de incubacidon como se observa en las
Grdficos 1, 2 y 3. En el Grdfico 1, tras las 72 horas de exposicién con iondmeros sin
diluir, se pudo observar una clara disminucién de la viabilidad celular en el caso de
lonostar Molar® de forma estadisticamente significativa (p<0.001); mientras que en el
caso de Equia Forte®, la viabilidad se asemejé bastante al grupo control. A las 24 y 48
los grupos de estudio (lonostar Molar® y Equia Forte® ) mostraron una menor actividad
metabdlica que en el caso control, que resultd ser estadisticamente significativa (24h:

p<0.001; 48h: p<0.05).

Non diluted
0,6
0,5
0.4 -
£
S
w 0,3 -
w
o]
<C
02—
01
0,0 T T T
24 48 72
time (h)
—&— Control
..... + - IV VOCO
—wv— EQUIAFORTE
Grafica 1. Proliferacion celular de los diferentes materiales aplicados sin
diluir.
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En presencia de las diluciones 1:2, la Grdfica 2 muestra una reduccion de la actividad
metabdlica o viabilidad celular a las 72h estadisticamente significativa para lonostar
Molar® y Equia Forte® en relacion al grupo control (p<0.001). Sin embargo a las 48h
existe una pequefio incremento de la viabilidad celular con lonostar Molar®, aunque
no resulta estadisticamente significativo. A las 24h la reduccidn celular ya se observa

estadisticamente significativa en ambos grupos (p<0.01).

Diluted 1:2

0,6

9.5 —

0,4

0,3

ADS 5700

a2

0.1 -

0,0 T T T
24 48 [

time (h)

—a— Control
..... 300 AINENVOCO
—=— EQUIA FORTE

Grafica 2. Proliferacion celular de los diferentes materiales aplicados a dilucién 1:2

Con la dilucidn 1:4 de cada uno de los materiales de estudio, se observé a las 24h una

reduccion estadisticamente significativa de la viabilidad celular en ambos materiales
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(p<0.01) la cual se hizo mas evidente a las 72h principalmente con lonostar Molar®

(p<0.001).

Diluted 1:4

0,6

0.3 -

ADS g0

0,2

0 ,0 T T T
24 48 72

time (h)

—&— Control
w0 [V VOCO
—s— EQUIA FORTE

Grafica 3.Proliferacién celular de los diferentes materiales aplicados a dilucion 1:4

5.5. Analisis del fenotipo mesenquimal en presencia de los eluatos

Realizamos un analisis mediante citometria de flujo, para confirmar el fenotipo

mesenquimal de las células madre de pulpa dental (DPSCs), aisladas de un cultivo de
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pulpa dental de dientes permanentes, y para determinar posibles cambios fenotipicos,

tras el cultivo con los eluatos de los diferentes materiales utilizados a las 72h.

Mas del 95% de las células DPSCs, presentaron resultados positivos de los

marcadores mesenquimales, CD73, CD90 y CD105, mientras que sélo un 5%

presentaron resultados positivos de los marcadores hematopoyéticos CD14, CD20,

CD34 y CD45 como se puede observar en la Figura 16 .

Un aspecto importante es el hecho de que tras la incubacion de las DPSCs con

las diferentes diluciones de los extractos eluidos (sin dilucién, 1:1, 1:2, y 1:4), el

porcentaje de resultados positivos de los marcadores mesenquimales no presenté

cambios significativos frente al grupo de DPSCs no tratadas (control). Con lo que

podemos concluir que la presencia de los materiales no afecta a la condicion de células

indiferenciadas, manteniendo sus propiedades de células madre.

Control

Equia

Voco

CD73

. 167.13

[ loa40

| E1137,91
117,98
| E152.29

[7]154,12
11349

1 135,06

I

CD14/CD20
CD105 CD34/CD45
] 11,47 Mo.10
[los7 i [ 0,66
!
A
| 134,55 ' . [1]20,57 [ ]1.18‘
| 3029 1791 Pwe
‘ 113853 11984 41,23
4437 | m24.4s @135
1784 mo.
120,04 .14

W20.79 1
13503 ]

. N
» " ‘o " »y

Figura 16. Expresion de marcadores especificos mediante citometria de flujo.
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5.6. Analisis de la apoptosis/necrosis celular

Las DPSCs se cultivaron sobre eluatos de Equia Forte®, lonostar Molar® y plastico
(control) durante un periodo de 72h. Transcurrido este tiempo, las células fueron
marcadas con Anexina-V y 7-AAD y analizadas mediante citometria de flujo.

Se representd mediante diagrama de puntos bidimensional, la distribucion de
las células vivas (Anexina- V/7-AAD’), células en apoptosis temprana (Anexina-V'/7-
AAD’) y células en apoptosis tardia y necréticas (Anexina-V'/7-AAD" y Anexina-V/7-
AAD") en DPSCs no tratadas, o en las expuestas a las diferentes diluciones de los
eluatos de los agentes para restauracion dental, como se observa en la Figura 17. El
porcentaje de células vivas de los grupo lonostar Molar® y Equia Forte® fue cercano al
95% para todas las diluciones como en caso del grupo control. Este resultado sugiere
una buena biocompatibilidad de los materiales, lo que los hace indicados para

restauracién dental, incluso en caso de poca dentina remanente, muy cercanos a

pulpa.
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Control -1 0.05% | 0,03%

95,77% | 4,14%

1:1 12 1:4

":l: . y ; . Bee - e

Equia *| 005% 000% =i 005% 000% - 002% | 002%
B B [ 8. 2 ™

J A | : |

94,95% 5,03% 94,92% 5,03% 93,9'2%! 6,04%
11 1:2 1:4

18-+ | 8- 8-+
|
VoCco | 004%  000% - 005% 000% - 0,04% 002%

] b )

.95?52°/o 4,64% 96,3’2% 3,12% 95,47%  4,48%

Figura 17. Porcentaje de células vivas, en apoptosis temprana, apoptosis tardia y

necroticas mediante citometria de flujo.
5.7. ENSAYO DE MIGRACION CELULAR

Para evaluar si los diferentes materiales utilizados para restauraciones y/o
bases cavitarias podian influenciar el proceso de migracién celular, se utilizd un
modelo de curacién de herida (wound healing). Se basa en la observacion del
comportamiento de una monocapa de células a la que previamente se le ha hecho una
“herida”, area libre de células. Las células en el borde de la “herida” se moveran hacia
la abertura, pudiendo evaluar la migracidon celular que se produce en presencia o

ausencia de los extractos de los iondmeros de vidrio empleados.
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En el grupo control se observa, que a medida que aumenta el tiempo de
cultivo, se produce una mayor migracién celular, produciéndose el 50% del cierre de la

herida a las 24h y el cierre completo a las 48 h.

El tratamiento con diferentes diluciones del eluato de Equia Forte® alas 24 h
induce una tasa de migracion celular, algo menor, pero estadisticamente significativa
(p<0.001) en relacién a la del grupo control. A las 48h se produce un cierre parcial de

la herida, pero sin ser completa (sin dilucion, 1:2, 1:4).

El tratamiento con los eluatos de lonostar Molar® a las 24 h, presentaron los
menores valores de migracién celular con respecto al resto de los grupos. Tras 48 h de

incubacidn, la migracion celular fue significativamente menor que en el grupo control

(p<0.001) (Grdfica 4).

Control Equia Forte IV Voco
i | T
i L i o mmm Non diluted
[ Diluted 1:2
e B Diluted 1:4
T T T T T T
24 48 24 48 24 48
time (h) time (h) time (h)

Grafica 4. Porcentaje de migracion celular a las 24 y 48h en presencia de los

diferentes eluatos
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5.8. Analisis de la morfologia celular

Extractos sin diluir de los diferentes iondmeros, provocaron cambios en la
morfologia celular de las DPSCs (Figura 18). En presencia de Equia Forte®, las células
adquirieron morfologia de tipo fibroblastico con una adecuada organizacion del
citoesqueleto (Figura 18A). En cambio en presencia de lonostar Molar®, el nUmero de
células decrecid con una morfologia irregular del citoesqueleto, sugiriendo menos
actividad metabdlica que en el caso de Equia Forte (Figura 18B). Dichos resultados se

encuentran en la misma linea de los obtenidos en el ensayo de viabilidad celular.

Figura 18. Morfologia del citoesqueleto y del nucleo de las DPSCs a las 72 horas de

cultivo en Equia® (A) y lonostar Molar® (B).

5.9. Ensayo de la adhesidn celular

La morfologia y adhesidon de las hDPSCs sobre la superficie de los discos de

Equia Forte® y lonostar Molar® tras un cultivo de 72 h se muestran en la Figura 19. El
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analisis mediante SEM muestra un mayor crecimiento y extensién celular sobre Equia
Forte® comparado con lo observado sobre lonostar Molar® (Figura 19 A y B
respectivamente). La morfologia celular y la disposicién en monocapa de las células
procedentes de pulpa dental sugiere que el material Equia Forte® posee una superficie
que favorece la adhesién celular. Sin embargo, la fijacidon celular sobre los discos de
lonostar Molar® fue limitada, mostrando sélo unas pocas células estiradas y aisladas

sobre la superficie de los discos de material. Estos resultados son consistentes con los

obtenidos en el ensayo de viabilidad celular.

Figura 19. Morfologia de la adhesién de las DPSCs a las 72 horas de cultivo en Equia

Forte® (A) y lonostar Molar® (B)

5.10. Caracterizacion de la superficie de los materiales mediante

espectometria dispersiva de rayos x (EDX).

Dado que la espectrometria de Rayos X es una técnica que se utiliza para el andlisis de
elementos de forma cuantitativa y cualitativa, se analizé la composicién elemental de

la superficie de discos de lonostar Molar® y Equia Forte®.
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5.10.1. Equia Forte®

Tal y como muestran las Figuras 20 y 21, morfolégicamente se observan grietas en el
iondmero, lo que nos sugiere que son materiales que deben ser polimerizados con
tiempos pequeios y repetidos, ya que tienden a la formacién de grietas. En cuanto a la
composicion se observé que los compuestos en mayor proporcién fueron oxigeno (O),
aluminio (Al), silicio (Si), estroncio (Sr) y fldor (F) (Tabla 4). La presencia de estos

componentes sugieren una buena bioactividad de este material.

A A
Spectrum
T L

50pm Electron Image 1

Figura 20. Observacion de la superficie de Equia Forte®.
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Spectrum 1

0 1 2 3 4 5 B 7 8 9 10
Full Scale 8677 cts Cursor: 0.000

kel

Figura 21. Mapa elemental de Equia Forte®

Element Weight% Atomic%
0K 24.43 40.27
FK 11.19 15.54
NaK 2.11 243
ALK 15.88 15.52
SiK 15.98 15.00
PK 327 2.79
KK 4.46 3.01
SrL 12.93 3.89
Lal 3.28 0.62
WM 6.47 0.93
Totals 100.00

Tabla 4. Distribucion en porcentajes de peso y atomos de Equia Forte®
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5.10.2 Ilonostar Molar®

La superficie de lonostar Molar®, presentaba mas irregularidades que la de Equia
Forte® (Fig. 22). En cuanto a su composicién quimica, la mayor proporciéon de
elementos fueron de Carbono (C), Oxigeno (O), Silicio (Si) y estroncio (Sr) (Tabla 5). A

diferencia de Equia Forte® la presencia de Fluor(F) fue muy baja.

'Spectrum 1

50um Electron Image 1

Figura 22. Observacién de la superficie de lonostar Molar®.
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spectrum 1
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Full Scale 8677 cts Cursor: 0.000 kel

Figura 23. Mapa elemental de lonostar Molar®.

Element Weight% Atomic%
CK 47.25 64.69
0K 17.88 18.38
FK 4.11 3.56
NaK 0.66 0.47
AlK 6.87 4.19
SiK 7.27 425
PK 2.69 1.43
CIK 0.39 0.18
KK 1.01 0.42
CakK 0.99 0.41
SrL 10.05 1.89
Mo L 0.83 0.14
Totals 100.00

Tabla 5. Distribucion en porcentajes de peso y atomos de lonostar Molar®



DISCUSION




6. DISCUSION

6.1. SOBRE LOS MATERIALES

El londmero de vidrio es un material ampliamente utilizado en la practica
clinica desde hace varias décadas. Este hecho hace que se haya potenciado su
desarrollo, apareciendo materiales que intentan mejorar sus propiedades como los
cermets, los compdmeros, los carbdmeros de vidrio o los iondmeros de vidrio

modificados con resina. Sobre estos ultimos trata nuestro estudio (73).

Los iondmeros de vidrio modificados con resina presentan en su composicidon
un mondmero que destaca sobre los demas, el 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA) que
parece ser uno de los componentes que afecta mas negativamente a la

biocompatibilidad.

Hay una gran variabilidad de resultados respecto a la biocompatibilidad, y
parece que cuando estos materiales se estudian “in vivo” tienen unos resultados

mejores que cuando el estudio es “in vitro” (73).

Diversos estudios “in vivo” han demostrado que al aplicar diferentes ionédmeros
de vidrio, en los primeros dias en contacto con los distintos tejidos se produce una

reaccion inflamatoria leve que disminuye o desaparece al cabo de 30 dias. (69)

En el trabajo de Souza et al. (68) se observd el comportamiento de estos
materiales sobre el tejido celular subcutaneo de ratas. Estos autores evidenciaron un
proceso inflamatorio inicial debido a diferentes causas. El primer factor es el trauma
quirurgico que supone la colocacion de los iondmeros de vidrio en el tejido celular
subcutaneo, el segundo causante corresponde a la lenta reaccién de endurecimiento
acido-base de los ionémeros, que ocasionan un bajo PH en esa zona, y por ultimo se
atribuye al HEMA ser el causante de la inflamacidn a distancia del sitio de colocacién

del material. En este estudio, los autores destacan que la inflamacidn inicial disminuye
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a los 90 dias, y se justifica debido a que el edema adyacente a los materiales neutraliza

la toxicidad del bajo pH. En el caso del HEMA, debido a su bajo peso molecular, puede

ser eliminado facilmente por el drenaje linfatico proximo a la zona, permitiendo

obtener a los 90 dias un tejido conectivo sano. Por todas estas razones, es por las que

estos materiales, cuando son estudiados “in vivo” tienen una aceptable compatibilidad

bioldgica, aun siendo irritantes leves para el complejo dentinopulpar.

La citotoxicidad de los materiales dentales es uno de los temas mas estudiados

actualmente, ya que todos los meses aparecen materiales nuevos que estan en

contacto con células de la cavidad oral. En la siguiente tabla (Tabla 6) podemos

observar como hay una gran cantidad de estudios comprobando la biocompatibilidad

de iondmeros de vidrio :

Autor y afio

Titulo

Conclusiones

John W Nicholson

The biocompatibility of resin -

modified glass-ionomer cements for

El HEMA puede llegar a ser

(2008) (74) . citotéxico en determinadas
dentistry.
ocasiones
Chen S (2016)(75) | Cytotoxicity of modified glass ionomer | Los ionémeros de  vidrio

cement on odontoblast cells.

modificados con MTA presentan
mejor biocompatibilidad que los

modificados con resina

Michel A
(2017)(76)

of different
materials used for the treatment of

In vitro evaluation

extensive cervical root defect using

GC Fuji Il puede ser considerado

un material de eleccién para

. reabsorciones extensas con
human periodontal cells.
implicacion estética.
Mohd Zainal Abidin | Cytotoxicity of Fast-Set Conventional | La  polimerizacién de 20

(2015)(77)

and Resin.modified Glass lonomer
Cemente Polymerized at Different

Times on SHED

segundos mostrd una viabilidad
celular menos favorable que a

40 segundos.
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Kanjevac T | Cytotoxic effect of glass ionomer | Los iondmeros que liberan

(2012)(78) cements on human dental pulp stem | menos fldor resultaron ser
cells correlate with fluoride release. menos citotdxicos.

TamilSilvan S Biocompatibility of a conventional | Los iondmeros de vidrio

(2013)(79) glass ionomer, ceramic reinforced | reforzados con ceramica tienen

glass ionomer, giomer and resin | una biocompatibilidad superior
composite to fibroblasts: in vitro | a los iondmeros convencionales

study

Lan WH (2003)(80) | Cytotoxicity of conventional and | No es recomendable aplicar

modified glass ionomer cements. directamente sobre la pulpa los
iondmeros de vidrio

modificados con resina.

Tabla 6. Estudios sobre biocompatibilidad de iondmeros de vidrio.

6.2. SOBRE LA METODOLOGIA

Los estudios “in vitro” son uno de los métodos mas utiles para la evaluacién de
los efectos bioldgicos de los diferentes biomateriales, y ademas nos aportan una serie
de ventajas: la relacidn coste/efectividad, no requieren la utilizacion de animales de
experimentacién y la rapidez con que se realizan los estudios. Aunque no siempre las
respuestas “in vitro” son extrapolables a las reacciones “in vivo” como hemos visto
anteriormente, ya que las condiciones que pueden reproducirse “in vitro” son solo
una parte de las que pueden representarse “in vivo”, aun asi, los cultivos de células

son modelos toxicolégicos alternativos de gran sensibilidad (81).

Uno de los mayores beneficios del uso de cultivo de células madre, es la
posibilidad de observar el comportamiento de tipos especificos de células vivas en un
ambiente controlado (82). Por esta razén es por la que se ha disefiado el estudio con

células humanas procedentes de pulpa dental. Como hemos observado en la literatura,
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es imprescindible que los materiales que estdan en contacto con la pulpa o muy
cercanos y no produzcan una reaccion adversa de esta, ya que lo que buscamos con
materiales de este tipo es ayudar a la pulpa ante una agresidon externa que haya

sufrido.

El aislamiento celular fue realizado mediante una técnica que combina
disgregacion enzimatica y mecdanica descrita por Seo y cols. (14) en vez de con la
técnica de explante o cultivo ya que existe mas riesgo de contaminacién ultima del
cultivo primario con esta. El recuento vy la viabilidad celular se realizd con la cdmara de
Neubauer y el azul tripdn, que es mas sensible que usar el lector automatico (TC20

Automatic Cell Counter de BioRad).

Como recomienda la Sociedad Internacional de Terapia Celular y con el objetivo
de conocer la poblacién celular con la que estamos trabajando, se llevd a cabo la
identificacion del tipo celular usado (83). La técnica utilizada fue la citometria de flujo,
gue se usa habitualmente para la identificacién de marcadores que tienen diferentes

lineas celulares. (84)

Los materiales usados en este trabajo fueron dos iondmeros de vidrio
modificados con resina: Equia Forte® (Gc Dental, Tokyo, Japon), y lonostar Molar®
(Voco GmbH, Cuxhaven, Alemania). Los ionémeros de vidrio tienen diferencias tanto
en su composicion, como en las caracteristicas y sus indicaciones. Para llevar a cabo el
estudio se eligieron estos iondmeros que han aparecido en el mercado en los ultimos
afios y sobre los que no existen estudios de citotoxicidad con células de la pulpa

dental.

Para test de citotoxicidad “in vitro”, hemos usado el método indirecto de
elucién mediante extractos, siguiendo las normas ISO 10993(82) para estos test. Esta
evaluacion de biocompatibilidad es la que se usa comunmente (85)(86) en vez de por
contacto directo. Aunque segun algunos autores, el ensayo de contacto
material/célula, lamado test directo, replica mejor las condiciones que se dan “in vivo”

(87). Nosotros, al tener en cuenta que no existen en los modelos experimentales
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ninguna de las defensas que posee el organismo, podrian aparecer reacciones
diferentes en forma y magnitud, con respecto a lo que ocurriria en la misma situacién
clinica. Ademas, también hemos realizado observacién con microscopio de barrido,
para evaluar la fijacion de las células es decir, que hemos aplicado ambas técnicas (test

indirecto + test directo).

Para cuantificar la proliferacién celular en presencia de las diferentes diluciones
de los materiales se utilizd la técnica MTT. Es la prueba basica de citotoxicidad in vitro,
al ser una prueba de bajo coste, que aporta mucha informacidon, muy sensible y que
necesita poca cantidad de células para obtener los resultados. En el ambito de los
iondmeros de vidrio el MTT suele ser la prueba de eleccién en la mayoria de los

articulos encontrados. (88)(89)(90)(91)(92)

El procedimiento para valorar la apoptosis celular, se realiz6 mediante
citometria de flujo. Hay numerosas técnicas que nos permiten evaluar la apoptosis
como podrian ser la inmunofluorescencia, la deteccién in situ mediante la técnica de
TUNEL, el western blot, la electroforesis de ADN o la ya citada citometria de flujo
(93)(81). Hemos usado la citometria de flujo ya que nos permite cuantificar mejor los
valores obtenidos, ademas de que ya se ha usado en el campo dental por otros autores

con buenos resultados (94).

Para evaluar la migracion celular, realizamos la técnica de creacion de una
“herida” conocido como “wound healing”, en la que medimos como se recoloniza la
zona dafiada por las células(95). Esta técnica ya ha sido usada por otros investigadores
para evaluar la capacidad de migracién celular. Hemos considerado esta prueba
fundamental ya que el londmero de vidrio en proximidad a la pulpa debe facilitar la

migracion celular y estimular la neoformacién dentinaria. (96)

Otro aspecto que puede tener una repercusion en la biocompatibilidad de los
iondmeros de vidrio es el fendmeno de la adhesiéon celular. Cuanto mayor sea la
adhesion celular a un determinado material mas efecto podria ejercer sobre las

mismas. La técnica usada es un método con una relacidon coste/beneficio muy alta,
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reproducible y un método sencillo. Esta técnica ha sido usada por otros autores para

evaluar la capacidad de adhesion celular(96).

La morfologia celular es otro de los parametros a tener en cuenta, para saber
cual es su estado. Con la microscopia de barrido podemos detectar si las células estan
correctamente fijadas al disco, ya que poseen una morfologia de tipo fibroblastica,
mientras que una célula mal adherida o en estado de apoptosis tiene una morfologia

redondeada que termina despegandose del material y muriendo(97).

6.3. SOBRE LOS RESULTADOS

La biocompatibilidad y las propiedades antibacterianas de los nuevos
materiales que estdn apareciendo en el mercado han sido objeto de numerosos
estudios clinicos y experimentales. Los materiales de restauracién deben provocar una
respuesta apropiada en el huésped. Esto significa que los tejidos que se pongan en
contacto con los materiales, no deben mostrar ninguna respuesta toxica, irritante,
inflamatoria, alérgica, genotdxica o carcinogénica. Los materiales que utilizamos para
recubrimientos pulpares o restauraciones deben actuar como una barrera que proteja
la vitalidad del tejido pulpar recubriendo cualquier minima exposicion tisular posible

para prevenir un futuro tratamiento endoddncico.

6.3.1. Relacionado con el aislamiento y la caracterizacion celular

El uso de células humanas dentales en estudio de citotoxicidad, permite poder
extrapolar los resultados obtenidos in vitro a una posible situacion clinica in vivo. Es
por ello que hemos usado células humanas de pulpa dental procedentes de un cultivo
primario. Al igual que otros autores, la forma de obtener fue mediante disgregacién
mecanica y enzimatica, ya que existe evidencia de que es la forma mas eficiente de

obtener un cultivo primario (98).
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Por otro lado, en situaciones de caries muy profundas, donde hay un espesor
dentinario de 0.25 a 0.01 mm o pequenas exposiciones pulpares, las células madre
pulpares proliferan y migran hacia la herida con el fin de estimular la diferenciacién
odontoblastica(99). Asi pues, consideramos relevante el uso de células procedentes de
pulpa dental como linea de eleccidn para tratamientos “in vitro” de citotoxicidad con

iondmeros de vidrio.

Las células procedentes de la pulpa dental, frecuentemente fibroblastos y células
mesenquimales indiferenciadas (MSCs), son capaces de crecer en placas de cultivo y
han sido utilizadas para estudiar su diferenciacion en células similares a los
odontoblastos. Estas células han sido consideradas dentro de las células madre como
células de origen mesenquimal(100). En nuestro estudio, encontramos que nuestras
células expresaron los marcadores mesenquimales CD73, CD90 y CD105, con lo que

cumplen los criterios para ser consideradas células madre de origen mesenquimal.

Miura y cols. evidenciaron que la pulpa dental remanente de dientes temporales
exfoliados contenia una poblacion células madre multipotentes, a las que
denominaron “stem cells from human exfoliated deciduous teeth” (SHED). Verificaron
gue estas células expresaban los marcadores STRO-1y CD146, que son marcadores de
células madre mesenquimales, que habian sido encontrados previamente en células
madre procedentes de la médula dsea y células madre procedentes de la pulpa dental
de dientes permanentes. Las células madre procedentes de dientes primarios
mostraron una proliferacién celular mas alta que aquellas que procedian de dientes
permanentes. Estos autores también confirmaron que las SHED parecen ser un tipo de
células mas inmaduras que las DPSCS, presentando un gran indice de proliferacién y

potencial de diferenciacidon en multiples lineas celulares(13).

En un estudio previo realizado por Insausti y cols., en el cual aislaron células
mesenquimales procedentes de otras fuentes como la membrana amnidtica o el
tejido adiposo, encontraron resultados similares, presentando resultados positivos

para los marcadores CD54,CD29,CD73,CD90,CD13,CD44,CD105 y CD106. Nuestros
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resultados sugieren que los perfiles morfolégicos y immunofenotipicos de las DPSCs

son similares a aquellos procedentes de las MSCs aisladas de médula 6sea(101).

6.3.2. Relacionado con la viabilidad celular y la citotoxicidad

Un material que favorezca la viabilidad celular, favorecerd que las células puedan
migrar para reparar la zona dafada(102). Es por ello que hemos usado el test de MTT
para analizar la tasa de viabilidad celular. Ademas, como una de las funciones de la
dentina es hacer de barrera de aquellos materiales que puedan difundir y llegar a
danar la pulpa(89), hemos realizado diferentes diluciones (1:1,1:2 y 1:4) para intentar
simular la situacién clinica in vivo.

Chen y cols. compararon la toxicidad in vitro de iondmero de vidrio modificado con
MTA con otros agentes utilizados como materiales para proteccion pulpar, como son el
iondmero de vidrio convencional, MTA y iondmero de vidrio con wollastonita(75). Se
utilizé alamarBlue para el ensayo de viabilidad celular. Los autores concluyeron que el
MTA presentd los valores de toxicidad mds bajos de los materiales evaluados, siendo el
iondmero de vidrio convencional el que presentaba los valores mds altos. En nuestro

estudio Equia Forte® también presentd unos valores mas altos de viabilidad celular.

En otro estudio se comparé si habia diferencias de citotoxicidad entre un ionémero de
vidrio convencional, un ionémero de vidrio reforzado con ceramica, un giémero y un
composite. Se comprobd que el gidmero que es un iondmero de vidrio pre-
reaccionado en superficie y que libera Unicamente 6 iones (flior, sodio, estroncio,
aluminio, silicato y borato), presentaba mejor citocompatibilidad que los demas.
Ademas el iondmero de vidrio convencional, mostré peores tasas de viabilidad celular

gue el reforzado con cerdmica(79).

Otro estudio comparé la viabilidad, adhesién y morfologia celular de fibroblastos de
ratén 3T3 en presencia de MTA, Biodentine™ y como control se usé un ionémero de

vidrio (Fuji IX™). Para el estudio de la viabilidad celular se usé AlamarBlue. Se pudo
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observar que tanto MTA como Biodentine™ exhibieron unas tasas de viabilidad celular

adecuada mientras que Fuji IX™ obtuvo una reducida viabilidad celular (103).

Rodriguez y cols. evaluaron las diferencias de biocompatibilidad entre un ionédmero de
vidrio como es Ketac-Molar Easymix'™ y un ionémero modificado con resina como es
el Vitrebond™ . Para dicho estudio se usaron fibroblastos gingivales humanos y se
midieron las diferencias de viabilidad celular, alteraciones morfoldgicas y la presencia
de calcio intracelular. Al igual que en nuestro estudio se valoré a las 72 horas de
incubacién con diferentes eluatos. Los resultados de este estudio muestran que Ketac-
Molar Easymix™ mostré menos alteraciones en los fibroblastos gingivales humanos

que Vitrebond™ (104).

También han sido comparados a nivel citotdxico como materiales de relleno apical Fuji
1™, ProRoot MTA™, IRM™ y Ortho MTA™. Lee y cols., usando células de osteosarcoma
MG-63, compararon la viabilidad celular y alteraciones morfoldgicas de estos cuatro
materiales. Mediante el ensayo MTT determinaron que el material mas citotéxico fue
IRM™, seguido de Fuji ™y Ortho MTA™. El material mas biocompatible resultd ser

ProRoot MTA™(105).

La adiccion de nanoparticulas a los iondmeros de vidrio convencionales, para mejorar
sus propiedades antibacterianas, también ha provocado la aparicién de estudios que
han analizado cambios en su biocompatibilidad. Siqueira y cols. determinaron si la
adiccion de nanoparticulas de plata a iondmeros de vidrio podria modificar la
biocompatibilidad de dichos iondmeros(90). Para dicho estudio se usé el ensayo de
MTT vy azul de tripan y se utilizé la linea celular de odontoblastos MDPC-23. Al igual
gue nosotros se usaron extractos para determinar la viabilidad celular. Concluyeron
gue la adicciéon de nanoparticulas de plata no mejord la tasa de viabilidad celular de los

iondmeros de vidrio.

La incorporaciéon de cristales bioactivos en los iondmero de vidrio, también ha sido
motivo de estudio, para evaluar una mejora en cuanto a la bioactividad vy

biocompatibilidad de estos materiales. Recientemente usando fibroblastos de piel se
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ha analizado si la incorporacion de los cristales bioactivos 45S5F y CF9 proporcionaba
mejores propiedades fisicoquimicas y bioldgicas(106). La presencia de estos cristales
favorecié la formacién de una capa de apatita, que simultdneamente permitid una

mejor respuesta celular en cuanto a proliferacion.

La presencia de clorhexidina en los iondmeros de vidrio, también ha sido objeto de
estudio en cuanto biocompatibilidad “in vitro”. Iz y cols. en un estudio con iondmeros
de vidrio, evaluaron si la adiccidon de clorhexidina, proporcionaba mejor o peor tasas
de viabilidad celular en los iondmeros de vidrio. Para este estudio usaron la linea
celular murina 1L929. Al igual que nosotros, para el ensayo usaron el test de
colorimetria MTT y obtuvieron que la adiccién de clorhexidina al ionédmero de vidrio,
proporcionaba una peor tasa de crecimiento celular que si no lo incorporaba(107). Este
estudio va en linea con el de Tu y cols. que pudieron comprobar que la clorhexidina a
diferentes concentraciones es capaz de inhibir el crecimiento celular en células

procedentes de dientes deciduos(108).

6.3.3. Relacionado con la migracion celular

En este estudio se evalud la migracién celular de las DPSCs en presencia de los eluatos
de dos iondmeros de vidrio. Equia Forte® mostrd una migracién celular muy buena a
las 48h en relacién a lonostar Molar®, especialmente en la dilucidon 1:1, mientras que
los eluatos de lonostar Molar® estimularon en menor medida la migracién celular de
las DPSCs. Una de las limitaciones de este estudio es la ausencia de estudios con el
mismo disefo para analizar la migraciéon “in vitro”. Sin embargo, encontramos un
estudio “in vivo” que tras implantar materiales de restauracién analizan la capacidad
migratoria de mastocitos y la formacién de fibrosis. Usando ratas wistar, analizan la
respuesta inmune e inflamatoria a tres materiales, como son una resina adhesiva,
hidroxido de calcio y un iondmero de vidrio, evidenciando que el material con mejor
respuesta fue el hidréxido de calcio, seguido del iondmero de vidrio y finalmente el

adhesivo(109).
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La técnica de wound healing o cierre de herida, es importante en aquellos materiales
gue se presuponen bioactivos, ya que facilitaran la reparaciéon pulpar o formacién de
dentina, puesto que permitiran que las células madre migren para reparar la

herida(110).

En otro estudio se evalud la migracién de células madre dentales con MTA, virutas de
dentina y Bio-oss. Se realizaron cavidades en terceros molares extraidos mediante un
molde y se llenaron con los diferentes materiales. Las células fueron sembradas sobre
la superficie de la cavidad. Los autores concluyeron que tras 24h, tanto el MTA como
las virutas de dentina promovian la migracion de las células madre dentales, mientras
gue el Bio-Oss parecia inhibirla (111). Esto coincide con el estudio de D’Anté y cols,
gue observaron que el MTA favorecia la migracion de las células madre
mesenquimales derivadas de médula dsea (hMSCs), siendo ésta significativamente

mayor que la encontrada con el cemento Portland(112).

6.3.4. Relacionado con la adhesion celular

En el presente estudio, el SEM mostré un nivel limitado de adhesion celular sobre los
discos de lonostar Molar®, mientras que Equia Forte® permitié una colonizacién
celular extensa sobre sus discos, formando de esta manera, una monocapa celular que

cubria la totalidad de la superficie.

La adhesion celular constituye un elemento de analisis en muchos estudios de

citotoxicidad, incluyendo los de iondmeros de vidrio(99)(113)(114).

Subbarao y cols. observaron mediante microscopia electrénica de barrido, la adhesién
de fibroblastos a iondmeros de vidrios impregnados con cristales bioactivos o con
colageno. Los autores concluyeron que la mejora de biocompatibilidad con la adiccién
de cristales bioactivos o coldgeno, fue dosis-dependiente. De tal modo que aquellos
iondmeros de vidrio con 10% de cristales bioactivos, obtuvieron mejor adhesién

celular que en otros iondmeros de vidrio con 0.01% de colageno(113).
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En otro estudio comparativo entre Geristore™ (iondmero de resina reforzado), MTA y
iondmero de vidrio convencional, las PDLSCs mostraron adherencia a los discos tanto
con MTA como con Geristore™. Las células sobre los materiales Geristore ™
mostraron una apariencia similar a los fibroblastos con un citoesqueleto

alargado((115).

Widbiller y cols. analizaron la adhesidn celular entre los materiales Biodentine™, MTA,
Ketac Molar™ vy discos de dentina humana. Para este estudio usaron hDPSCs al igual
gue en nuestro estudio. Las tasas de mayor adhesion celular la obtuvieron con
Biodentine™ y MTA, mientras que las mds bajas fueron con Ketac Molar™y discos de

dentina humana(116).

6.3.5. Relacionado con la morfologia celular

La adhesion celular y la migracion requieren de la reorganizacion del citoesqueleto y la
de expresiéon de la molécula de adhesion focal. Por lo tanto, el estado éptimo de las
células de la pulpa dental es un aspecto critico que contribuye a la migracion celular y
finalmente a la reparacion de la pulpa dental(110)(117)(118). En el presente estudio, la
tincion por inmunofluorescencia reveld que los extractos no diluidos exhibian diversas
caracteristicas morfoldgicas y patrones de organizacién del citoesqueleto cuando las
células de hDPSCs se trataban con diferentes materiales. De hecho, en presencia del
extracto sin diluir Equia Forte® las células mantenian la organizacién del citoesqueleto
y presentaban un nimero de prolongaciones numerosas, mientras que en presencia
de lonostar Molar® la morfologia de las células fue mas redondeada y en menor
numero. Estos resultados obtenidos son acordes con lo visto con el microscopio
electrénico de barrido, de tal modo que tanto por contacto directo (discos) como
indirecto (eluatos) el patron de biocompatibilidad de estos materiales sobre las

hDPSCs se mantiene.
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Pontes y cols. determinaron que los iondmeros de vidrio modificados con resina sobre
las lineas HDPSCs y de odontoblastos provocaban mayores alteraciones morfoldgicas,

gue en el caso de cemento de resina convencional o de autograbado(119).

Aranha y cols evaluaron la reaccién celular a Vitrebond™ y Fuji lining LC. Analizaron
con el microscopio electrénico de barrido el aspecto de cultivos de odontoblastos
“inmortalizados” incubados en presencia de los materiales durante distintos periodos
de tiempo. Observaron que las células incubadas con Fuji Lining LC presentaron una
morfologia normal (planas y adheridas al cemento), lo cual demuestra la

d™ las células aparecen

biocompatibilidad del cemento, mientras que con Vitrebon
redondeadas y en menor numero, lo que indica mayor toxicidad de este ultimo

material(120).

6.3.6. Relacionado con la caracterizacion de la superficie de los

materiales y de los extractos

Debido a la composicién de estos materiales y su posible influencia en la citotoxicidad
de los hDPSCs, se analizé la composicion quimica de la superficie de los materiales
establecidos. La evaluacion del pH vy la liberacion idnica de los eluatos también se llevo
a cabo. Pensamos que esta investigacidon debe realizarse, puesto que puede haber una
diferencia en la respuesta celular cuando se compara la interaccion celular con eluatos
versus material superficial(121)(122). Hay estudios previos i que los iones de silicio
abundantes podrian ser liberados de las biocerdmicas basadas en silicato calcico tras la
exposicion a un ambiente acuoso, y mejorar significativamente el desempefio

bioldgico de los osteoblastos y las células del ligamento periodontal(123).

Con el fin de comprender las razones que podrian causar la diferencia de
citotoxicidad entre Equia Forte® e lonostar Molar®, se examinaron dos factores: el pH
y las concentraciones idnicas de los extractos provenientes de los discos de iondmeros.

Aunque lonostar Molar® y Equia Forte® mostraron un pH mas bajo frente al control, el
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valor estaba todavia por encima de 6,6. Estudios previos han demostrado que un pH
entre 6 y 7 no conduce a la muerte celular significativa de fibroblastos gingivales
humanos durante las tres primeras horas de exposicion(124). Otro estudio mostré que
la variacién del pH entre seis y siete no afecta significativamente a la viabilidad de los
fibroblastos y osteoblastos después de 1 y 7 dias (75). Por lo tanto, el pH ligeramente
inferior causado por el iondmero de vidrio no deberia ser senalado como la razén

principal de la baja viabilidad celular entre los extractos de lonostar Molar®.

Con respecto a las concentraciones de iones presentes en el medio de los
extractos, mediante la espectometria de masas analizamos la presencia de los iones
Ca, Si, Sry P. Estudios previos han demostrado que la presencia en materiales dentales
de algunos iones como el cinc (Zn), podrian estar relacionados con una mayor
citotoxicidad(125). Diferentes autores han sugerido que la presencia de Calcio (Ca)
juega un rol importante en la adhesién celular (126). En ambos materiales, la
presencia de Ca fue baja en los extractos, lo cual hace suponer a priori que la
biocompatibilidad tanto de Equia Forte® como de lonostar Molar® pudiera verse
comprometida, aunque como hemos podido comprobar, la citocompatibilidad de

Equia Forte® fue bastante mejor que la de lonostar Molar®.

En relacion a la concentracion del i6n Sr, un estudio previo demostré que
concentraciones menores de 880 mg/L no resultaban ser toxicas (127). En nuestro
estudio, la concentracion de P y Sr estaban muy por debajo de 880mg/L con lo que no

parecen ser la causa de la posible peor citocompatibilidad de lonostar Molar®.

Por lo tanto, la citotoxicidad de los iondmeros de vidrio es poco probable que
sea causada por estos iones inorganicos. En consecuencia, se puede aventurar que los
efectos citotoxicos de iondmeros de vidrio pudieran ser causados por compuestos
organicos liberados por estos productos(80). De tal modo que la concentracién de
compuestos organicos en los extractos, asi como su umbral de citotoxicidad para las

células dentales, deberia evaluarse en futuros estudios.
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Para analizar la superficie de los dos iondmeros, se eligié la espectrometria
dispersiva de rayos X (EDX). Esta técnica es fiable, precisa y reproducible para analizar
los diferentes compuestos de un material o de una mezcla(128)(129). La identificacién
de la mayoria de elementos del material es importante para comprender las
propiedades fisicas, quimicas, mecanicas y en nuestro caso las bioldgicas. Sin embargo
este método presenta limitaciones con aquellos elementos de bajo peso
molecular(130)(131)(132). La proporcion de eventos ionizantes que resultan en la
emisién de rayos X disminuye a medida que el nimero atémico del elemento se hace
mas pequefno. Por lo tanto, la cuantificacidon de compuestos organicos, que tienen

carbono, hidrégeno y oxigeno, no se puede realizar con precisién (133).

No existen demasiados estudios que analicen los componentes de iondmeros
de vidrio. En nuestro estudio, los dos iondmeros presentaron principalmente Si, Al, Sry
O, pero con diferentes proporciones. Yap y cols. caracterizaron el polvo del iondmero
de alta viscosidad (fast-set) (Fuji IX GP Fast y Fuji IX GP) con respecto al tamafio de
particula, distribucién de tamafio y composicion(134). El analisis EDX reveld que los
tres elementos principales presentes en Fuji IX GP Fast fueron oxigeno (66,75%), silicio
(13,18%) y aluminio (12,82%). En nuestro estudio la proporcion de oxigeno fue 24,43%
para Equia Forte® y 47.25 para lonostar Molar® ; la presencia de Silicio fue de 15.98%
para Equia Forte® y 7,27% para lonostar Molar®. En cambio se detectd aluminio en un

porcentaje de 15.88 para Equia Forte® y 7.87 para lonostar Molar®.

La capacidad del ionédmero para liberar Fldor (F), ha sido el gran motivo, para
gue los iondmeros de vidrio se usen cada vez mas en la odontologia(135). Estudios
previos han documentado el efecto protector de caries resultante la liberacion de F a
largo plazo. La incorporacion de fluoruro al iondmero de vidrio, ademas del efecto
protector de la caries, mejora su resistencia y sus propiedades de
manejo(136)(106)(78)(137)(138)(135). Idealmente, el fllor debe liberarse
constantemente en pequefias cantidades para proporcionar niveles altos vy
consistentes(139). En el presente estudio, el componente F fue detectado en un

11,19% en el caso de Equia Forte® y un 4,11 en lonostar Molar®.
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7. CONCLUSIONES

1. El método de evaluacién “in vitro” propuesto, constituye un sistema
experimental idéneo para evaluar la citotoxicidad de los iondmeros de

vidrio “in vitro”.

2. La viabilidad celular fue mayor en presencia de Equia Forte® que con

lonostar Molar®, principalmente en la dilucion (1:1).

3. lonostar Molar® y Equia Forte® no producen apoptosis y mantienen el

fenotipo de las células madre de pulpa dental.

4. La migracién celular fue significativamente menor con lonostar Molar®

gue con Equia Forte®.

5. La morfologia de las células sembradas sobre Equia Forte® fue correcta.
lonostar Molar® presentd una fijacién celular muy limitada, sugiriendo

afectacion de la viabilidad.

6. La adhesion celular fue significativamente mayor a Equia Forte que a

lonostar Molar®.
7. La hipétesis nula se cumple parcialmente, ya que Equia Forte® no

produce citotoxicidad, pero lonostar Molar® si presenta un cierto grado

citotoxicidad sobre células madre de pulpa dental.
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ANEXO I

DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Do ,ycon DNIn®........... yDoha .........oooiiiii ,
con DNI n®...........oooiiiil. como tutores de ... s
menor de edad, manifiestan que han sido informados sobre los beneficios que podria
suponer la extraccion y donacion de un diente deciduo para cubrir los objetivos del
Proyecto de Investigacion titulado “CITOCOMPATIBILIDAD DE DOS NUEVOS
CEMENTOS DE IONOMERO DE VIDRIO (GICS) SOBRE CELULAS MADRE DE
PULPA DENTAL”, dirigido por D. Francisco Javier Rodriguez Lozano, teléfono de
contacto: 609406624 y correo electronico: fcojavier@um.es, con el fin de mejorar los
tratamientos de regeneracion o reparacion en dientes con la pulpa afectada.

He sido informado/a de las pruebas que van a ser realizadas pretenden determinar la
biocompatibilidad de distintos iondmeros de vidrio con células madre de dientes
permanentes.

He sido informado de que los datos y la informacion que se recojan y traten durante la
investigacion seran disociados.

He sido también informado de que puedo abandonar en cualquier momento mi
participacion en el estudio sin dar explicaciones y sin que ello me suponga perjuicio

alguno.

Tomando ello en consideracion, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a esta extraccion y
donacion y a que sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en el proyecto.

XXX, a XX de XXXXX de 20XX.

Fdo. D/Dia.
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ANEXO II

HOJA DE INFORMACION A LA PERSONA PARTICIPANTE
Sobre el proyecto “CITOCOMPATIBILIDAD DE DOS NUEVOS CEMENTOS DE
IONOMERO DE VIDRIO (GICS) SOBRE CELULAS MADRE DE PULPA
DENTAL”

Estimado Sr. o Sra.:

Le invitamos a participar en un estudio de investigaciéon sobre CITOTOXICIDAD.
Objetivos
El estudio “CITOCOMPATIBILIDAD DE DOS NUEVOS CEMENTOS DE
IONOMERO DE VIDRIO (GICS) SOBRE CELULAS MADRE DE PULPA
DENTAL” pretende determinar la biocompatibilidad de dos ionémeros de vidrio
con células madre de dientes permanentes.
Datos de los investigadores
Ante cualquier duda o renuncia que pueda surgir en relaciéon con su participacion
en la presente investigacion, pueden dirigirse a la persona responsable de la
misma, cuyos datos son los siguientes:

* Nombre: Miguel Ramén Pecci Lloret

* (Cargo: Doctorando

* Direccién de contacto: C/ José Ballester N26 4D

* Correo electronico: miguelr.pecci@gmail.com

* Teléfono de contacto: 630492610

Uso confidencial de los datos:

Los datos personales seran protegidos e incluidos en un fichero que estara
sometido a y con las garantias de laley 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccién
de datos personales.

Derecho de la persona a retirarse del estudio

Puede abandonar en cualquier momento su participaciéon en el estudio sin
tener que dar explicaciones y sin que ello suponga perjuicio alguno.

En consecuencia, le solicitamos que firme y entregue la hoja de consentimiento
informado que se adjunta.

En Murcia,a de de201_

En nombre del equipo investigador El interesado,

Fdo. Miguel Ramon Pecci Lloret. Fdo.
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INFORME DE LA COMISION DE ETICA DE INVESTIGACION DE LA
UNIVERSIDAD DE MURCIA

UNIVERSIDAD DE | .. . 400 d R SOMision .’/"‘e")?
MURCIA Investigacion o — Etica d /g {
: / _ ]! | " N o

INFORME DE LA COMISION DE ETICA DE INVESTIGACION
DE LA
UNIVERSIDAD DE MURCIA

Emilio Ginés Martinez Navarro, Catedratico de Universidad en funciones de Secretario
de la Comisién de Etica de Investigacion de la Universidad de Murcia

CERTIFICA:

Que D. Miguel Ramén Pecci Lloret ha presentado la Tesis Doctoral titulada
"Citocompatilidad de dos nuevos cementos de ionémeros de vidrio (GICS) en células
madre de pulpa dental”, dirigida por el Dr. D. Francisco Javier Rodriguez Lozano y el
Dr. D. José Maria Moraleda Jiménez, a la Comisién de Etica de Investigacion de la
Universidad de Murcia.

Que dicha Comisién analizé toda la documentacién presentada, y de conformidad con
lo acordado el dia 24 de abril de 2017', por unanimidad, se emite INFORME
FAVORABLE, desde el punto de vista ético de la investigacion.

Y para que conste y tenga los efectos que correspondan, firmo esta certificacién, con
el visto bueno del Presidente de la Comisién

Ve Be
EL PRESIDENTE DE LA COMISION
DE ETICA DE INVESTIGACION DE LA
UNIVERSIDAD DE MURCIA

Fdo.: Antonio Juan Garcia Fernandez

Firmado con certificado electrénico reconocido.
La informacién sobre el firmante, la fecha de firma y el
codigo de verificacién del documento se encuentra
disponible en los margenes izquierdo e inferior.

[ Firmante: EMILIO GINES MARTINEZ NAVARRO, Fecha-hora: 02005/2017 17:11:48,  Emisor del cenificado: CN=AC FNMT Usuarios, OU=Ceres O=FNMT-RCM C=ES;
[ Frmanta ANTONIO JUAN GARGIA FERNANDEZ. _Focharhora 02052017 19:47:45. _Emisor dal corifcado: GN-AC FAMT Usiaios OU-Coras O-FAMT-HCMG-ES:

! A los efectos de lo establecido en el art. 19.5 de la Ley 40/2015 de 1 de octubre de Régimen Juridico del Sector
Publico (B.O.E. 02-10), se advierte que el acta de la sesion citada esté pendiente de aprobacion

Cédigo seguro de verificacién: RUXFMkKRx-v5S9Sx+r-2VFXir8o-jSRTaFJF COPIA ELECTRONICA - Pigina 1 de 1
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