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INTRODUCCION

Los polimeros sintéticos presentan multiples aplicaciones en el mundo
actual. Entre ellos destacan las resinas que pueden fabricarse a partir de diversos
monomeros que les imprimen caracteristicas fisicoquimicas y toxicolégicas dispares
y que condicionan su utilizacién. Hasta el momento las que parecen presentar
cualidades de biocompatibilidad adecuadas para ser aceptadas en usos en contacto
con seres humanos no son muy numerosas y pertenecen a las siguientes familias

quimicas (Yufera, 1979):

a) Oleo-resinas: obtenidas por calefaccién de resinas naturales con aceites

secantes. Endurecen por calefaccién y polimerizacién.

b) Resinas fenélicas: fabricadas por condensacion de fenoles sustituidos por

formalaldehido.

c) Resinas epoxifendlicas: Combinacién de bisfenoles con epdxidos. La
mezcla precondensada de una resina epoxi con una resina fenélica da lugar a una

resina epoxifendlica.
d) Resinas acrilicas: Esteres del 4cido poliacrilico.
e) Resinas vinilicas: Copolimeros de compuestos vinilicos .

Las primeras epoxiresinas se obtuvieron por condensacién entre
epiclorhidrina y 4-4” isopropiliden difenilo o bisfenol-A (BFA). Esta reaccién
conduce mayoritariamente a la formacién de diglicidileter de bisfenol-A (BADGE)
y otros productos de diferentes pesos moleculares y grados de condensacién,
dependiendo de la proporcién molar de los reactantes asi como de las condiciones

de reaccion.
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Las epoxiresinas se utilizan en gran nimero de aplicaciones debido a que
son muy transparentes, presentan buena resistencia mecénica y conservan su
forma en un amplio margen de temperaturas, entre los -60 °C y los 150 °C. Se
emplean en la elaboracién de bolsas esterilizables, barnices en latas de conserva,
finalizadores de material en albanileria, material marino, envoltura de acero para
estructuras, cobertura de tanques etc. Las epoxiresinas se emplean también como
aditivos de otros materiales plasticos, como resinas vinilicas y acrilicas y en gomas
naturales y sintéticas (Kroschwtz, 1987). Finalmente, son especialmente
interesantes sus aplicaciones en el campo de la biomedicina: se han utilizado como
cementos en cirugia ortopédica (Vuillemin y col, 1987; Kawanabe y col, 1993) y
para la fabricaciéon de lentes intraoculares (Yalon y col, 1988). En el campo de la
Odontologia presentan usos muy diversos, desde la fabricacién de prétesis y
aparatologia ortodéncica hasta su utilizacién directa sobre el tejido dentario, tanto
con fines preventivos, los denominados selladores dentales (Simonsen, 1988;
Manton y Messer, 1995), como restauradores, los cominmente llamados

composites dentales (Leinfelder, 1995).

A pesar de la buena estabilidad de las resinas epoxi, lo cierto es que ante
las agresiones fisico-quimicas del medio (temperatura, pH, solventes organicos
etc.) los polimeros resultantes pueden ceder algunos de sus constituyentes mas
simples. Este fenémeno, conocido como “migracion”, consiste en la transferencia
de masa entre el material polimérico y su entorno. Los componentes identificados
en los medios que rodean al material polimérico pertenecen a alguno de los grupos

descritos a continuacién:

- Monémeros residuales no polimerizados, o polimeros de bajo peso
molecular. Originados por defectos en la polimerizacién, polimerizacién
incompleta o por degradacién de los polimeros a consecuencia de las

agresiones fisico-quimicas del medio.

- Aditivos adicionados al polimero para modificar sus propiedades fisico-

quimicas, y que no se incorporan a éste en su totalidad.
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- Sustancias de bajo peso molecular, tales como adhesivos, colorantes etc.,

que son constituyentes habituales de las mezclas comerciales.

Por razones toxicoldgicas, la migracién de estos compuestos debe ser
limitada, y se hace necesario, ademas, el estudio de su degradacién en las distintas
aplicaciones (Paseiro y col., 1993). Por ejemplo, la degradacién térmica de los
policarbonatos conduce a un gran nimero de productos de bajo peso molecular
entre los que caben citar CO,, BFA, difenil-carbonato, fenol-fenil salicilato, fenil-2

fenoxibenzoato etc. (Rufus y col., 1994; Brotons y col., 1995).

De igual modo se ha descrito recientemente la contaminacién por bisfenol-
A de los alimentos mantenidos en latas de conserva, a partir del material
polimérico empleado en los recubrimientos interiores de tales envases (Brotons,

1995), y la aparicién de monémeros en vinos almacenados en material polimérico

(Larroque, 1988).

La UE establece unos limites de residuos de 3 mg/kg de alimento para el
BFA 'y de 0,02 mg/kg para el BADGE (BOE n° 72 de 24 de marzo de 1992).

En la definicién de los limites maximos para el residuo se toman en
consideracion los estudios toxicolégicos realizados con anterioridad al empleo de
los materiales poliméricos. En lo que respecta a las resinas epoxi, los estudios de
toxicidad del BFA y su derivado BADGE, han estado orientados hacia los efectos
tépicos que inducen al ponerse en contacto con piel y mucosas. De esta manera
se han descrito, en algunas ocasiones reacciones locales: dermatitis de contacto,
irritaciones mucosas y, a veces, reacciones inflamatorias (Jolanki y col., 1990; Joost
y col., 1990). El BFA, parece presentar capacidad fotoalérgica cuando se aplica
tdpicamente en ratones; como referencia del comportamiento del BFA y otras
sustancias sintéticas testadas, se ha utilizado la cumarina, conocido
fotosensibilizador (Maguire, 1988; Gerberick y Ryan, 1990). No obstante, trabajos
posteriores realizados sobre cobayas no han podido demostrar el efecto

fotosensibilizador del BEA (Maguire, 1988) ni del componente de los composites
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dentales, el dimetacrilato del diglicidil eter de bisfenol-A (BisGMA) (Rathinam y
Mohanan, 1993).

Desde el punto de vista epidemiolégico, se han publicado trabajos sobre
estos productos en relacién con la aparicién de alergias ocupacionales en personas
que los manipulan. Tal es el caso de los tabajos de Bruze y Almgren (1989),
Jolanki y col (1990), van Joost y col. (1990) y Kanerva y col. (1991), en los que
indican la presentacién de reacciones alérgicas cutdneas provocadas por

compuestos derivados del BFA en trabajadores de la industria.

Se ha estudiado, también, la capacidad carcinogénica de las resinas epoxi
y sus componentes. Peristianis y col. (1988) evaluaron el potencial carcinogenético
de dos derivados del BADGE en ratones, observando un aumento de la incidencia
de tumores linforeticulares y hematopoyéticos en las hembras y tumores renales
en los machos. Bentley y col. (1989) analizaron los efectos de la administracion
simultinea de BADGE y de epoxyciclopentileter de BFA, y demostraron la
formacién de aductos en el DNA de las células cutdneas de ratén al ser expuestas
a dosis altas de estos productos. Mas recientemente, los trabajos de Atkinson y
Roy (1995a, 1995b), han demostrado la formaciéon de aductos en el DNA tras

exposicion al BFA en ratas.

En lo relativo a teratogenicidad, Morrissey y col. (1987), tras administrar
entre 0 y 1250 mg/Kg/dia de bisfenol A disuelto en aceite de maiz a ratas y ratones
en periodos de gestacion comprendidos ente los dias 6 y 15, concluyen que la
incidencia de malformaciones no se ve alterada por el BFA, si bien el tratamiendo
con bisfenol en dosis téxicas para la madre durante la organogénesis produce
toxicidad fetal en ratones pero no en ratas, no afectindose el desarrollo
morfoldgico fetal en ambas especies. No obstante, comentan la aparicién de
sintomas tales como hemorragias vaginales, o disminucién dosis dependiente del
peso del utero gravido. Por su parte Reed y col. (1985), al administrar BFA
oralmente a ratones, observan la aparicién en la generacién inicial F;, de una
disminucién del namero de crias por camada, mientras que los machos tratados

manifestaban disminucién del peso de las vesiculas seminales y reduccién de la
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motilidad del esperma sin comprobar evidencias de lesiones en el tejido del sistema
reproductor. En la generacién F, los machos presentaban reduccién significativa
del peso de los organos reproductores con disminucién de la movilidad del esperma
frente a los controles. La opinién de los autores es que estos problemas
relacionados con la reproduccién en los machos pueden ser consecuencia del efecto
toxico generalizado del agente quimico y no un fenémeno especifico sobre tales
6rganos. Otros estudios posteriores han venido a confirmar la ausencia de
teratogenicidad del BADGE (Breslin y col., 1988).

Algunos de los componentes de las resinas epoxi han sido estudiados en
diferentes sistemas biolégicos con objeto de identificar alguna actividad biolégica
distinta de la carcinogenicidad o mutagenicidad. En ete sentido, el progreso mayor
se ha realizado en lo referente a la actividad hormonal de caracter estrogénico
atribuida al bisfenol-A.

Aunque en 1936 y 1944 habia sido descrito el efecto estrogénico en ratas
ovariectomizadas del bisfenol-A y compuestos afines ,tal informacién pasé
practicamente desapercibida hasta 1993, en que Krishnan y col. redescubrieron la
actividad hormonal de estos compuestos. Se debe precisamente a Dodds y Lawson
(1936), el haber descrito por primera vez la actividad hormonal de compuestos
que contienen dos anillos fenélicos. En una publicacién en la revista Nature
demostraron la actividad estrogénica en ratas ovariectomizadas de compuestos
difenilos y difenilmetanos que tenian en comun la presencia de dos grupos
hidroxilo en posicién “para”. Posteriormente, Reid y Wilson (1944) caracterizaron
otros compuestos derivados del 4-4°dihidroxy difenilmetano con actividad
estrogénica, entre los que se incluian variaciones moleculares del bisfenol-A con

diferente capacidad hormonal.

Krishnan y col. (1993) demostraron la presencia de un compuesto quimico
con actividad estrogénica que contaminaba el medio de cultivo para levaduras. Sus
resultados experimentales les llevaron a la busqueda de un mediador de caracter
hormonal capaz de transmitir un mensaje entre estos seres unicelulares. Tras

estudiar y analizar minuciosamente todos los pasos en la realizaciéon de su método



INTRODUCCION 16

experimental, llegaron a la conclusién de que el agente hormonal se producia al
esterilizar en autoclave el agua destinada a producir el medio de cultivo en
recipientes de plastico de policarbonato . Al someter este material a 120 °C eluia
BFA al agua destilada. Mediante cromatografia lograron identificar el BFA y
cuantificar su presencia en el agua destilada, situdndola en torno a 2,85 ug por
litro de agua. Finalmente, estimaron que BFA a concentracién entre 2-5 ppb era

biolégicamente activo como estrégeno.

El bisfenol-A ha pasado a ser uno mas dentro de la lista creciente de
compuestos quimicos capaces de mimetizar “in vivo” el efecto de las hormonas
naturales. Tales compuestos han sido llamados xenobidticos hormonales o
xenohormonas de forma genérica y xenoestrégenos en el caso de aquellos que

semejan el efecto del estradiol-178 y demés estr6genos naturales.

La identificacion de xenoestrégenos parece ser un tarea inacabada, ya que
con relativa frecuencia se van presentando nuevas informaciones de caracter
experimental que asocian tal actividad hormonal a compuestos quimicos muy
diversos. La lista de xenoestrégenos podria comenzar con los fitoestrégenos y
micoestrégenos -sustancias hormonales de origen vegetal y producidas por hongos-

cuya funcién es desconocida.

En base a todo lo anterior McLachlan (1993) planteé la necesidad de un
nuevo punto de vista a la hora de estudiar las repercusiones que la exposicién a los
agentes quimicos inducen sobre los seres vivos. Es lo que él ha denominado
"Toxicologia Funcional", en la que las sustancias son definidas por su funcién
biolégica y por su estructura quimica. Los productos quimicos que entren en
contacto, no sélo con el hombre, sino con el resto de los seres vivos, deben ser
estudiados, ademas de por su toxicidad "per se" y por la capacidad de inducir
tumores o producir malformaciones, por sus acciones biolégicas entre las que se

encuentra el efecto hormonal o antihormonal.

Desde entoces se ha incrementado progresivamente la lista de productos

quimicos con actividad hormonal estrogénica (Brotons 1994; Valenzuela 1996),
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a la vez que han sido descritas nuevas formas de exposicién humana a estos
compuestos (Brotons y col., 1995; Olea y col., 1996), lo que sin duda constituye

una aportacién de enorme interés desde un punto de vista epidemiolégico.
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1. RESINAS COMPUESTAS. COMPOSITES DENTALES.

Desde sus tiempos mas remotos la Odontologia Restauradora ha tenido en
la estética dental uno de sus mayores retos, tarea que, sin embargo, ha estado
siempre supeditada a la adecuacién y disponibilidad de los materiales dentales.
Sélo tras la introduccién y el desarrollo de materiales de color semejante al del
diente fue factible la restitucién anatémica, funcional a la vez que estética del
diente patoldgico. En este sentido se puede afirmar que la utilizacién del cemento
de silicato supuso un auténtico hito en la historia de la estética dental. La
utilizacién de este material, descubierto por Fletcher en 1879, constituyod,
indudablemente, un avance hacia la consecucién del fin estético, ya que superaba
al oro en este aspecto y era ademas mas facil de manipular (Albers, 1988). Las
ventajas parece que eran superiores a los inconvenientes: la tendencia a la
desintegracion en el medio oral, la inestabilidad cromaética y la accién tdxica

pulpar.

Anos mas tarde, fue de nuevo el descubrimiento de un material lo que
permitié dar un paso adelante a la Odontologia Estética. Se trata de los polimeros
sintéticos, materiales de gran importancia y de uso en casi todas las esferas de la
vida moderna desde hace mas de 60 anos. Los polimeros son sustancias de elevado
peso molecular con caracter catenario. Una cadena de polimero se constituye por

pequerias moléculas o monémeros.

El desarrollo de materiales de obturacién basados en polimeros sintéticos
se inicié por dos razones fundamentales: i) la necesidad de producir un material
sin los inconvenientes de los cementos de silicato; ii) el avance de la tecnologia de
los polimeros que dié como resultado el desarrollo de resinas capaces de fraguar
con facilidad a temperatura oral y remedar el aspecto del diente natural, con la

ayuda de pigmentos y materiales de relleno.

Las primeras resinas de uso generalizado en Odontologia fueron las

denominadas resinas acrilicas. Se presentaban con dos componentes en forma de
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polvo y liquido preparados para la mezcla. Desde el punto de vista de su
composicién quimica, el polvo solia contener el polimero, habitualmente un
polimetilmetacrilato y un iniciador, generalmente un peréxido; en la faccién
liquida se encontraban los pigmentos, el monémero metilmetacrilato (MMA), un
agente entrecruzador como el etilenglicol dimetacrilato (EGDMA), un inhibidor
de la reaccién de polimerizacién como la hidroquinona, y finalmente el activador
de la polimerizacién, la N, N -dimetil-p-toluidina. La reaccion de fraguado de este
tipo de resinas, implicaba una polimerizacién in situ por radicales libres (Albers,
1988).

La principal ventaja de las resinas con respecto a los silicatos era su relativa
estabilidad en el medio bucal, una vez polimerizadas. La estética, aunque en un
principio era superior a la conseguida por los silicatos, con el tiempo dejaba mucho
que desear. También eran deficientes su resistencia al degaste y su estabilidad
dimensional, debido a la gran contraccién del material tras la polimerizacién y a
su elevado coeficiente de variacién térmica, ocho a nueve veces superior al de la

estructura dentaria (Baum, 1987).

Intentando paljar estas grandes desventajas, surgié la primera resina
clinicamente aceptable, desarrollada por R.L. Bowen en 1958, el dimetacrilato del
diglicidileter de bisfenol-A, mas conocido como BisGMA, compuesto de mayor
tamano y menos hidrofilico que las resinas de metacrilato previas. Ademas, este
nuevo tipo de resinas se podian reforzar cargdndolas con particulas de relleno
inorganico para mejorar las propiedades fisicas de las obturaciones. Las resinas asi
cargadas fueron los primeros materiales dentales que recibieron la denominacién
de Composites. Su introduccién en la practica odontolégica supuso el inicio de una
nueva era en la Odontologia Estética, y desde entonces la constante investigacion
y actualizacién al que han sido sometidas, les han convertido en un material de

alto rendimiento clinico y gran versatilidad de uso.

La palabra "composite" significa "hecho de distintas partes". Basicamente,
los composites contienen al menos dos ingredientes distintos: i) una matriz

organica blanda; ii) particulas duras inorgénicas de relleno (Craig, 1993). En
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ocasiones la matriz de resina se denomina también fase continua y las particulas
de relleno, fase discontinua, dispersa o de refuerzo. Ambos componentes son muy
diferentes; entre ellos no existe enlace quimico, consiguiéndose su unién a través

de la denominada fase de enlace.

La matriz de resina del composite esta constituida por monémeros, que al
reaccionar dan lugar a la formacién de la cadena de polimero. A este proceso de
conversion de los monémeros en polimeros se denomina polimerizacién (Noort,
1994). La reaccién de polirr{erizacién en las resinas utilizadas en Odontologia se
produce por un mecanismo de “adicién”, que supone la unién de una especie
reactiva a un monémero para formar una especie reactiva mayor capaz de
posteriores adiciones de monémeros. En términos simplificados, la reaccién puede

esquematizarse como sigue:

R* + M = R-M*
R-M* + M = R-M-M*
R-M-M* + M = R-M-M-M*

La especie reactiva inicial se presenta por R* y las moléculas de monémero

pbr M.

La polimerizacién por adicién de radicales libres es el método utilizado
para la sintesis de muchos polimeros dentales (Craig, 1993). Los radicales libres
se producen por agentes reactivos denominados iniciadores. Se trata de moléculas
que contienen un enlace relativamente débil capaz de descomponerse y formar dos

especies reactivas, cada una con un electrén no apareado.

Independientemente del monémero base del material, el inicio de la
reaccién siempre se produce con el concurso de un activador que puede ser un
proceso quimico o un fendmeno fisico. En el caso de los materiales
quimiopolimerizables, los radicales se obtienen al reaccionar este activador
quimico (una amina terciaria, la dimetil-toluidina) con el iniciador (peréxido de

benzoilo).
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En los sistemas activados por calor el peréxido de benzoilo se divide en

radicales libres por accién térmica.

En los composites fotopolimerizables por luz ultravioleta, los radicales
libres se generan por absorcién de la luz de 360 nm de longitud de onda por un

compuesto orgénico, (éter alquil benzoico).

En los composites fotopolimerizables por luz visible, los radicales se
generan por absorcién de radiacién electromagnética de determinada longitud de
onda (470 nm) por parte de un fotoiniciador (canforoquinona). Los grupos
activados han de ser reducidos por un fotorreductor, que generalmente es una

amina, para producir los radicales libres (Craig, 1993).

La mayoria de los monémeros que pueden polimerizarse mediante un
mecanismo de adicién de radicales son de tipo alqueno, es decir, contienen un
doble enlace carbono-carbono como es el caso del MMA y otros mondmeros
relacionados, los cuales son de particular importancia en Odontologia, debido a su

frecuente empleo.

La reaccién inicial se propaga a nuevas moléculas, quedando finalmente
una proporcién variable de moléculas insaturadas. El grado de insaturacién y el de
polimerizacién estan en funcién de la distancia o profundidad de la superficie

irradiada con respecto a la fuente de radiacién (Nooth, 1994).

Tras la activacién, ya sea quimica, térmica o por radiacién, la reaccién de
polimerizacién se inicia cuando el radical formado reacciona con una molécula del
monomero. Se produce asi una nueva especie reactiva que es capaz de reaccionar
con mas moléculas de monémero dando lugar a lo que se denomina propagacién

de la reaccién (Noort, 1994), cuya ecuacion general puede describirse como
RO-M* + nM = RO-(M),-M*

Es posible que la reaccién de propagacién continte hasta que se agote el
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monoémero. Sin embargo, en la préctica, otras reacciones compiten con la reaccién
de propagacién. Estas reacciones producen cadenas de polimeros que no son
capaces de mayores adiciones. Un ejemplo de terminacién es la combinacién de
dos cadenas en crecimiento para formar una cadena terminal, o la reaccion de
cadenas en crecimiento con una molécula de iniciador, impurezas etc, que la

conviertan en no reactiva (Albers, 1988).

En cualquier sistema de polimerizacién por adicién, los fenémenos de
activacién, iniciacién, propagacion y terminaciéon se producen de forma
simultanea, y el polimero resultante se compone de cadenas de diferentes
longitudes. Generalmente este tipo de reacciones dan lugar a cadenas lineales. Sin
embargo, la adicién de alquenos difuncionales en los que cada uno de los dobles
enlaces puede polimerizarse en una cadena independiente y de esta forma unir
eficazmente dos cadenas, permite la formacién de cadenas cruzadas. El agente que

produce enlaces cruzados de uso mas comun para los polimeros de metacrilato es
el EGDMA (Roth, 1994) .

En el primer composite dental se utiliz6 una epoxiresina como matriz y
particulas de cuarzo fundido convenientemente tratadas. Este material mejoraba
las propiedades mecanicas y el coeficiente de expansion térmica de las resinas
autocurables, pero presentaba pricticamente la misma contraccién de
polimerizacién. Esto se logré con el descubrimiento de un monémero de mayor
tamano inicial, con grupos activos en ambos extremos y que podia dar lugar a la
formacion de cadenas cruzadas con estructura termofija. Asi apareci6 el Bis-GMA,
abreviatura utilizada por Bowen para el 272-bis(-4(2-hidroxi-3metacriloxi-

propiloxi)-fenil)-propano .

El Bis-GMA se obtiene a partir de 3 moléculas de base: el bisfenol A, el
alcohol glicidico, y el acido metacrilico. La macromolécula se prepara en dos
tiempos (Roth, 1994):

1. Alcohol Glicidico + Ac. Metacrilico = Metacrilato de glicidilo
2. Metacrilato de glicidilo + Bisfenol A = Bis-GMA.
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Los grupos aromaticos confieren mayor rigidez al polimero final, pero
también le otorgan una elevada viscosidad en estado liquido, por lo que

generalmente se le suele asociar otro monémero, el trietilen glicol-dimetacrilato
(TEGMA) como "diluyente".

En otras ocasiones se han empleado mondémeros de tamano inicial
igualmente conveniente sin el recurso del BisGMA. El compuesto mas utilizado ha
sido el dimetacrilato de uretano (DU), presente en algunos productos comerciales

empleados en la actualidad.

Como ya se ha comentado, a la resina base Bis-GMA o al dimetacrilato de
uretano se le afiaden otros sistemas de resina de cadena mas corta y menor peso
molecular, lo que les confiere un alto grado de movilidad y un mayor grado de
conversion o polimerizacién. Entre estas resinas diluyentes tenemos la ya citada
TEGMA, el metilmetacrilato (MMA) y el etilenglicol-dimetacrilato (EDMA). El
grado de conversién de la resina est4 directamente relacionado con la cantidad de
TEGMA e inversamente con la cantidad de Bis-GMA. En general, a mayor grado
de conversion mejores propiedades tiene el material (Garcia Barbero y Calderén
Garcia ,1995).

Por lo que se refiere a las particulas de relleno las méas comunes son de
cuarzo cristalino, silice pirolitico (Airosil), silicato de aluminio y litio, vidrio de
boro y vidrio de bario. El tamafo de las particulas de relleno varia entre 100 y
0.007 um.

La adicién de particulas de relleno inorganico a la matriz organica (Albers,

1988) tiene por objeto:

1. Disminuir la contraccién durante la polimerizacién.

2. Disminuir el coeficiente de expansién térmica.

3. Aumentar la dureza y resistencia a la compresién.

4. Aumentar la resistencia a la fractura al mejorar la resistencia a la

traccion.
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5. Disminuir la absorcién de agua.

6. Proporcionar una mayor rigidez.

Los composites se diferencian entre si principalmente por su contenido en
relleno inorgénico, siendo esta caracteristica la que habitualmente se utiliza como
criterio de clasificacién. En este sentido, merece la pena destacar el exahustivo
estudio realizado por Willems y col. (1993), que representa la mas completa
clasificacién de composites. En ese trabajo, se analiza la composicién en cuanto a
cantidad y tipo de relleno 'inorgénico, de un total de 89 composites. Estos se
clasifican en doce categorias en funcién a las propiedades fisico-mecénicas del
material, lo que supone tomar en consideracién la composicién y el
comportamiento mecanico. A continuacién se describen las caracteristicas basicas
de los composites siguiendo una clasificacién mas simplificada en beneficio de la

claridad expositiva (Noort, 1994).
A. Composites tradicionales o de macrorrelleno.

Fueron los primeros composites en desarrollarse, también llamados
composites convencionales, los cuales estaban altamente cargados con particulas
gfandes de cuarzo en forma de astillas, de enorme dureza, y con un tamarno medio
de particula entre 10 y 20 um., aunque podian alcanzar las 40 um. La radiolucidez
y la tendencia a la fractura motivaron que fueran sustituidos por rellenos con
particulas mas pequenias y de 6xidos metalicos, principalmente silicatos de litio-

aluminio, y cristales de bario.

Este tipo de composites presentaban como principales inconvenientes su
baja resistencia a la abrasién, baja estabilidad cromética y alta rugosidad
superficial por su deficiente capacidad de pulido (Baum, 1987).

B. Composites de microrrelleno.

La buasqueda de composites con mejores cualidades de pulido, llevé a la

comercializacion en la década de los 70 de los denominados composites de
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microrrelleno. Estos presentan particulas de relleno inorgéanico de silice pirdlica
muy pequenias con didmetros que oscilan entre las 0.007 y 0.115 um., con una
media de 0.04 um. Estos rellenos reciben el nombre de Airosil. En el mercado
existen multitud de variantes de este tipo de composites, debido a que los
fabricantes han ideado diferentes métodos para aumentar, en la medida de lo
posible, el porcentaje de carga de sus composites de microrrelleno, factor del que
depende en gran medida sus cualidades fisicas. En general se caracterizan por
presentar unas excelentes cualidades de acabado, aunque presentan un coeficiente
de expansién térmica poco favorable, menor resistencia a la traccién y menor
rigidez, gran tendencia a la absorcién de agua y una mayor contracciéon de

polimerizacion.
C. Composites hibridos.

En el intento de aunar las cualidades mecéanicas de los macrorrellenos y las
estéticas de los microrrellenos, surgieron los hibridos, que son composites que
presentan una combinacién variable de carga inorganica de particula pequena y

grande, oscilando el tamaro de particula entre 0.04 y 15 um.
D. Composites de pequena particula.

Es el nombre con el que se designa comiinmente cualquier composite de
macrorrelleno con un tamanio medio de particula menor de 5 um. Los composites
de pequena particula pueden ser ademas, convencionales o hibridos, ya que el

término sélo hace referencia al tamafio de macroparticula usado.

Como se ha indicado anteriormente, los composites son formulaciones
comerciales que presentan muy variados componentes. Ademas de la matriz de
resina y el relleno inorganico, otros componentes pueden formar parte del
producto acabado. Entre ellos se destacan (Albers, 1988; Noort, 1993; Roth,
1994):
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Catalizadores:
- Peréxido de benzoilo (autopolimerizables).
- Eter alquil benzoico (fotopolimerizables con luz ultravioleta).

- Canforoquinona (fotopolimerizables con luz halégena).

Inhibidores:
- Hidréxido de tolueno, que favorece la estabilidad del producto
antes de la polimerizacién.

- 4-metoxifenol.

Aceleradores:

- Amina terciaria: Dimetiltoloudina.

Estabilizadores del color:
- Benzofenonas.

- Benzotiazoles.

Agente de enlace relleno-matriz:
- Silano, concretamente el gamma-metacriloxi-propiltrimetoxisilano,
que se adhiere a la fase inorganica y reacciona con la organica, con
lo que se consigue una unién quimica y micromecénica entre matriz

y relleno.
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2. SELLADORES

Los hoyos y fisuras de las superficies oclusales de los molares presentan una
alta suceptibilidad a la caries. La menor efectividad de los fluoruros en la
prevencion de la caries en esta zona, facilité el desarrollo desde 1965 del
denominado "sellado de fisuras". Esta técnica consiste en la colocacién, previo
grabado 4cido del esmalte, de una resina sobre la tabla oclusal de premolares y
molares, con el fin de evitar la aparicién de la caries dental. Los materiales
utilizados para este fin han sido de lo mas variado: desde resinas Bis-GMA. (tanto
foto como quimiopolomerizables), hasta derivados de barnices de poliuretano
(conteniendo fluoruros) y del 4cido poliacrilico. Desde entonces, esta técnica,
junto con la fluoracién, el control dietético y de la placa bacteriana constituyen la

base de la actual Odontologia Preventiva (Llodra, 1995).

Por lo que se refiere a los selladores basados en el empleo de Bis-GMA,
estos difieren basicamente de las resinas utilizadas con fines restauradores en su
mayor fluidez. Esta caracteristica es indispensable desde un punto de vista clinico
para permitir que el material penetre adecuadamente en los hoyos y fisuras
oclusales. Basicamente se logra mediante dos modificaciones introducidas en la
preparacién comercial de los composites: 1) aumentando la fluidez del Bis-GMA
mediante la adicion de MMA (Craig, 1993), y 2) disminuyendo
considerablemente o incluso no adicionando materiales de relleno inorganico. Por
otra parte, generalmente los fabricantes afiaden colorantes como el éxido de
titanio, que confiere al material un aspecto blanquecino que facilita su seguimiento

clinico.

Los selladores fotopolimerizables endurecen tras exposicién a luz visible
(halégena de 470 nm.), gracias a que presentan en su composicion una dicetona

y una amina alifatica. El tiempo de exposicion a la luz suele ser de 20 seg.

Los selladores quimiopolimerizables se caracterizan por presentar dos

componentes: Bis-GMA y peréxido de benzoilo como iniciador, y Bis-GMA y una
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amina organica como acelerador. Tras mezclar ambos componentes se colocan en
la superficie de la pieza dentaria a sellar, en donde finalmente se produce la

reaccién quimica definitiva.

Los selladores fotopolimerizables tienen la ventaja sobre los
quimiopolimerizables de que el tiempo empleado en su manipulacién, aplicacion
y reaccién es menor y puede ser perfectamente controlado por el operador, punto
de gran interés teniendo en cuenta que se trata de una técnica que exige la

colaboracién del paciente y que éste, en la mayoria de las ocasiones, es de corta
edad (Craig, 1993).

En general, la reaccién de polimerizacién es también, en este caso, una
reaccion de adicién como en los composites, aunque suelen producirse un menor

namero de cadenas cruzadas.

Es interesante destacar que, como en el caso del resto de las resinas
compuestas, durante la polimerizacién se produce una capa superficial de
inhibicién que no reacciona al estar en contacto con el oxigeno del aire (Garcia
Barbero y Calderén, 1995), y de espesor variable dependiendo de la formulacién
comercial del producto. Unterbrink y Muessner (1995) demostraron que el espesor
de la capa superficial en la cual puede verse dificultada la polarizacién “in situ”
puede alcanzar los 0.5 mm., ya que encontraron que la maxima dureza del
material, y, por tanto, la polimerizacién mas completa, se encuentra a 0.5 mm. de

la superficie de la preparacion.
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3. USO CLINICO DE LAS RESINAS Bis-GMA

En la actualidad, las resinas composite constituyen un grupo de materiales
de gran versatilidad en Odontologia. La industria modifica su formulacién,
especialmente en lo relativo a la carga de relleno inorganico, para dar respuesta a
un sin fin de necesidades clinicas. Dejando a un lado los selladores de fisuras,
utilizados con fines preventivos, la mayoria de los usos son restauradores (Roth,
1994), y basicamente diferenciamos:

- Restauraciones estéticas directas e indirectas

- Confecciéon de munones

- Confeccién de carillas estéticas

- Cementado de inlays, onlays etc.

- Cementos para la fijacién de brackets ortoddncicos

- Adhesivos dentinarios
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4. REACCION DE POLIMERIZACION DE LAS RESINAS
COMPOSITE FOTOPOLIMERIZABLES

4.1. FACTORES QUE CONDICIONAN EL GRADO DE
POLIMERIZACION

Las cualidades y comportamiento odontolégico de los composites
fotopolimerizables con luz halégena, de uso mayoritario en la actualidad,
dependen de la eficacia del proceso de polimerizacién. El porcentaje de monémero
que se integra en las cadenas de polimero, proceso que viene regido por el grado
de conversiéon (Rueggeberg y Craig, 1988), es dependiente de la transformacién
de los dobles enlaces entre carbonos (C=C) en enlaces simples (C-C) (Yoshida y
Greener, 1994). Cuando la polimerizacién es incompleta o inadecuada el producto
resultante tiene unas cualidades fisicas inapropiadas, debido a la aparicién de
ciertos fenémenos, entre los que destacan:

- El blanqueamiento o cambio de color debido a la presencia de acelerador
que no ha reaccionado y a la mayor absorcién de agua.

La pérdida de retencién de la restauracién, con posibilidad de aparicion de

filtracién marginal por mala polimerizacién de las prolongaciones de resina

que se adaptan a los prismas de esmalte grabado.

El excesivo desgaste por pérdida de dureza que resulta del incompleto

entrecruzamiento de la matriz de resina.

- La pérdida de la biocompatibilidad de la resina, ya que de ella puede
desprenderse el monémero no fraguado (Wu, 1983; Kawaguchi y col,

1994).

De estas consideraciones se desprende la importancia de que se produzca
una adecuada reaccién de polimerizacién, ya que condicionara, en gran medida,

el éxito clinico de la restauracion.
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Los factores de los que depende el grado de conversién, y por lo tanto, la
calidad de la reaccién de curado (transformacién del monémero en polimero) del

composite son los siguientes:
A. Tiempo

El tiempo minimo necesario de incidencia de la luz de polimerizacién sobre
una capa de 2 mm de grosor para una resina composite es de 40 seg. A esta fase
de la reaccién de polimerizacion se le denomina fase luminica. La fase oscura, que
comienza al concluir la radiacién, es independiente de la presencia de luz y
continda, al menos, durante 24h. En el estudio de Leung y col. (1983) se
demuestra que un 50% de la polimerizacién de la resina, medida a través del grado
de dureza superficial del material, tiene lugar durante la fase oscura.. En la mayor
parte de los composites se alcanza la méxima dureza a los 7 dias, aunque el 90%

de ésta ocurre en las primeras 24 horas.
B. Color del composite

Los tonos mdas oscuros de composite requieren mas tiempo de
polimerizacion y experimentan un fraguado menos profundo que los mas claros
(KKawaguchi y col., 1994). Swartz y col. (1983) demostraron que un tono oscuro
presenta a 1 mm de profundidad una dureza del 63% frente al 84% que alcanza
un tono claro. A 2 mm de profundidad los tonos mas oscuros estan incluso
demasiado blandos para ser medidos. En general, se admite que los tonos oscuros

deben polimerizarse durante 60 seg a una profundidad maxima de 0.5 mm.
C. Temperatura
El fraguado es menor si, tras la aplicacién, el composite mantiene la

temperatura de almacenaje (4-8 °C). El incremento de la temperatura favorece el

fraguado mas completo y rapido (Albers, 1988).
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D. Espesor de la capa de composite

Se ha demostrado que siete dias después de haber polimerizado durante 40
seg. un composite de tonalidad clara, el porcentaje de curacién a una profundidad
de 1 mm. (medido segln la dureza) es del 68 al 84% del porcentaje de curacién
obtenido en superficie. A mayor profundidad se produce una caida significativa en
el grado de conversién. Asi, a los 2 mm de profundidad, se observa entre el 40 y
el 60% y a los 3 mm sélo el 34% de la conversion alcanzada en superficie (Swartz
y col., 1983). Por esto, se recomienda, en general, no polimerizar capas superiores

a 1 mm de grosor.
E. Tipo de relleno

Los composites de microrrelleno presentan mayor dificultad para la
polimerizacién que los de macrorrelleno. En general, cuanto mayor es la carga de
relleno inorganico mas facilmente polimeriza, en primer lugar, porque presentan
menor proporcién de matriz de resina, y en segundo, porque muchas veces los
cristales de relleno sirven para transmitir la luz a través del material. Kawaguchi
y col. (1994) demostraron que los composites de microparticulas presentan un
menor coeficiente de transmision y menor profundidad de curado, frente a los
hibridos y a los composites de pequena particula, observaciones que se justifican
por las diferencias en el tamario de las particulas de relleno inorganico. Ademas,
la diferencia entre el indice de refraccion de la resina y el del relleno determina la
cantidad de luz perdida por refraccién. Los fabricantes que consiguen que la resina
y el relleno tengan un indice de refraccién mas préximo, pueden ofertar materiales

que polimerizan a mayor profundidad (Tirtha, 1982)
F. Concentracién del iniciador

La cantidad en la que se encuentra el iniciador debe ser la 6ptima para que
la reaccién pueda producirse en su totalidad (Craig, 1993), aunque un exceso
puede afectar al cromatismo del composite (Taira, 1989; Yoshida y Greener,

1994), ya que una alta concentracién puede otorgar un tono amarillento al mismo.
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G. Distancia del foco de luz a la resina

La distancia 6ptima entre el foco de luz y el composite es menor a 1 mm,
manteniendo la fuente de luz perpendicular a la superficie del composite. Si se
dobla esta distancia, la intensidad del fraguado puede disminuir a una cuarta
parte, ya que la luz se disipa proporcionalmente al cuadrado de la distancia
(Noort, 1994). Esto podria afectar a la profundidad del fraguado, que depende

tanto del tiempo de irradiacién como de la intensidad de la fuente luminica.
H. Calidad del foco de iluminacién

No sélo es importante que la intensidad de la fuente de luz sea correcta
sino también que emita dentro de una gama de longitudes de onda que abarque
la banda de absorcién del activador y la frontera del ultravioleta, es decir, una
gama comprendida entre 350 y 550 nm con una intensidad méxima localizada
alrededor de los 480 nm (Roth, 1994; Noort, 1994). En estos Gltimos anos se ha
dado una gran importancia al estado de la fuente luminica por su relacién con la
profundidad y calidad del curado del cofnposite, La valoracién de las lamparas de
polimerizacion se realiza con radiémetros, aparatos que permiten cuantificar la
intensidad de la luz emitida por la lampara (Shortall y col., 1995). Es de esperar
que en el futuro todas las unidades de polimerizacién incorporen radiémetros que

permitan la valoracién periédica de su eficacia.

En relacion con la calidad del foco de iluminacién, una linea de
investigacién de maxima actualidad es la que intenta valorar la influencia de la
intensidad de la fuente luminosa sobre factores tales como vectores de la
contraccién de polimerizaciéon, médulo de elasticidad final del composite e incluso,
adaptacién marginal. En este sentido Unterbrink y Muessner (1995) publicaron
un interesante estudio en el que comparaban el comportamiento de dos marcas
comerciales de composites al ser polimerizados con dos lamparas, una de baja y
otra de alta intensidad luminica (250 y 450 mWcm?, respectivamente). La alta
intensidad trae consigo un mayor médulo de elasticidad final del composite, y se

ha demostrado que el mayor moédulo de elasticidad incrementa el estres de
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polimerizacién (Feilzer y cols., 1990), lo que explicaria el incremento en el
desajuste marginal de restauraciones de Clase I cuando el composite recibe
intensidades de luz elevadas. Sin embargo, los autores citados demuestran que
para un tiempo de polimerizacién de 40 seg., y simulando las condiciones
intraorales de temperatura, las dos intensidades luminosas consiguen polimerizar

el material de igual manera a profundidades de 4,5 mm.
4.2. EVALUACION DEL GRADO DE CONVERSION

~ La calidad de la reaccion de polimerizacion ha preocupado a la Odontologia
fundamentalmente por la correlacién que existe entre la conversién y las
cualidades mecénicas del material (Yoshida y Greener, 1994), que, como ya hemos
apuntado, tienen mucho que ver con el éxito clinico de la restauracion. Tanto es
asi, que en algunos trabajos como los de Tirtha (1982) o Leung (1983) se valora
la reaccién de fraguado a través de un parametro fisico, la dureza. Concretamente,
se mide la dureza que alcanza el material a distintas profundidades

correlacionandola con el grado de polimerizacién a esa profundidad.

Ademas de la valoracion del aspecto y cualidades fisicas del composite
pélimerizado, se han empleado con frecuencia otros métodos analiticos para la
estimacién del procentaje de conversion, basados en la cuantificacién del
mondmero que queda libre sin reaccionar. Dentro de este apartado caben destacar
la Espectrometria con técnicas de reflexién interna maltiple (MIR),
(Vankerckhoven y col. 1982; Kildal y Ruyter, 1994), de resonancia magnética
nuclear (NMR) (Vankerckhoven y col. 1981), y de cromatografia en sus distintas

variantes.

La cromatografia se ha empleado como instrumento eficaz para evaluar el
proceso de conversion del material polimerizable, la reaccién de polimerizacion,
el grado de conversiéon, la liberacién pasiva de monémeros libres y la
determinacién en medios fisicos o biolégicos de componentes del producto

comercial que eluyen una vez finalizado el proceso de curacién.
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La utilizacién de la Cromatografia en Odontologia, tiene sus primeros
antecedentes en trabajos en los que se valoraba la cantidad de mondémero libre en
resinas acrilicas. La puesta en marcha de este tipo de estudios se debia a la
evidencia clinica de reacciones de hipersensibilidad en algunos pacientes a los
compuestos quimicos liberados por la base de resina de su prétesis. En este
sentido, cabe destacar el trabajo de McCabe y Basker (1976), en el que se describe
un método, de cromatografia de gases, util para determinar el porcentaje de
monoémero residual en resinas acrilicas, y que permite ademas la identificacién de
dicho monémero. Otros antecedentes en el empleo de la cromatografia de gases

son los trabajos de Austin y Basker (1980) y el de Harrison y Huggett (1992).

También se ha utilizado la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(HPLC) en el analisis de muestras acuosas de eluidos procedentes de resinas

acrilicas, estableciendose las condiciones cromatograficas idéneas del proceso
(Koda y col., 1989; Hongo y Sato, 1995).

De enorme interés es el estudio de Baker y col. (1988), en el que por
primera vez se cuantifica en saliva la presencia de metilmetacrilato procedente de
elementos fabricados con resinas acrilicas y puestos en boca de voluntarios con
fines experimentales. En este caso, se utiliz6 la cromatografia de gases para su
deteccién y cuantificacién. Se puso de manifiesto la inestabilidad de este
monomero en saliva, y se establecié su dependencia de la temperatura, puesto que
la vida media del MMA en saliva a 37 °C fue de 1,2 horas, disminuyendo su
concentraciéon a un 10% de la original al cabo de 19 horas a esta temperatura. Sin

embargo, el monémero permacié estable en saliva conservada a -70 °C.

Por lo que se refiere el estudio especifico de las resinas composite,
practicamente se han utilizado las mismas técnicas cromatograficas que con las
resinas acrilicas. En algunos casos, se trata de caracterizar las resinas en distintas
presentaciones comerciales, e identificar los monémeros contenidos
(Vankerckhoven y col. 1981); en otros estudios, el interés va dirigido a la
valoracién del grado de conversion de los monémeros. Rueggeberg y Craig (1988)

concluyen que, frente a FTIR-Espectoscopia (Fourier Transform Infrared
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Spectroscopy), que sin duda es un método muy fiable para la valoracién de este
pardmetro pero con el inconveniente de que la muestra se pierde, y por tanto, no
es posible proseguir su estudio, el método indirecto mas fiable para valorar el grado
de curacién de los polimeros es el test de dureza Knoop. Este test fisico, sin
embargo, es muy complejo de realizar lo que sin duda supone un inconveniente a
la hora de sistematizar el estudio de estos materiales. Por estos motivos, los
estudios de liberacién de monémero libre, en los que mediante técnicas analiticas
se cuantifica el paso a un determinado medio de sustancias que eluyen desde el

material, constituian un instrumento eficaz en este tipo de trabajos.

Es un hecho comprobado que todos los componentes presentes en los
composites dentales pueden eluir al medio donde se encuentran (Rathburn y col.
1991; Pham y Ferracane, 1989). Sin embargo, la eficacia del proceso de elucién
es dependiente del medio en el que se ha producido. Los solventes organicos son
mas efectivos que el agua para la extraccion del monémero residual, debido a su
mayor capacidad de penetracién en las redes poliméricas. Asi por ejemplo, en lo
que se refiere a la cantidad de mondémero eluido en agua, Inoue y Hayashi (1982)
encontraron que representaba entre el 0,5 y el 1,2% del peso inicial del composite,
datos confirmados posteriormente por Ferracane y Condon (1990), que lo cifraron
entre un 1,5 y un 2%, para muestras de composite y resina sin relleno. Estos datos
sugieren que sélo el 10% del monémero residual puede ser extraido por el agua.

Tanaka y col. (1991) cifraron este dato entre un 2 y un 7%.

Los disolventes organicos son mucho mas eficaces en la extraccion de los
componentes libres en las resinas polimerizadas. Se han descrito porcentajes de
elucién del 4,5 al 11% para composites sumergidos en distintos tipos de solventes

organicos durante un periodo de 7 dias (Rahbourn y col., 1991).

Es interesante el destacar que los resultados de los estudios de Inoue y
Hatashi (1982), Tanaka y col. (1991) y Ferracane y Condon (1992) apoyan la
hipétesis de que sélo un 10% de los grupos metacrilato que permanecen en el
composite sin reaccionar son extraibles, ya que a pesar de un bajo grado de

conversion en este tipo de resinas de uso habitual en Odontologia, la mayoria de
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los monémeros estan "atrapados” en las redes poliméricas del material, lo que sin

duda dificulta su elucién.

La dindmica de elucién de estos compuestos también ha sido objeto de
estudio. La pérdida de mondémero suele ser rapida en un primer periodo de
almacenamiento (de horas), para luego enlentecerse siguiendo progresivamente
una curva logaritmica (Ferracane y Condon, 1990). Segin Ferracane (1994), los

factores que afectan al grado de elucién son béasicamente dos:

1. La cantidad de monémero libre, que esté en relaciéon con la calidad de
la reaccién de polimerizacién. Concretamente Rueggeberg y Craig (1988)
demostraron una excelente correlaciéon inversa entre el grado de curado y el

porcentaje de elucién.

2. Las caracteristicas quimicas del disolvente. En concreto, el uso de
soluciones conteniendo 75% de etanol/agua parecen ser los mejores solventes para
el composite. Probablemente la cavidad oral constituya un medio con una

capacidad de extraccién intermedia entre el agua y los solventes organicos.

Finalmente, otro aspecto que resulta relevante para nuestro trabajo se
refiere a la estabilidad de la matriz polimérica y la formaciéon de subproductos de
su degradacién. Oysaed y col. (1988) usando HPLC y detector ultravioleta (UV)
demostraron la produccién de formaldehido desde muestras quimio vy
fotopolimerizables almacenadas en agua durante 115 dias. Por su parte, Koda y
col. (1990) comunicaron la produccién de acido metacrilico durante la
degradacién de resinas de polimetilmetacrilato usadas en prétesis. Resultados
similares se han obtenido en trabajos donde muestras de composite han sido
expuestas a soluciones que contenian enzimas. Concretamente, esterasas
inespecificas y enzimas presentes en la saliva pueden alterar la matriz orgénica de

los composites dentales liberando 4cido metacrilico (Munksgaard y Freund, 1990).

Experimentalmente se ha demostrado que las superficies de composite

expuestas a esterasa hepatica de cerdo durante 48 horas, sufren un significativo
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reblandecimiento junto a un incremento en el grado de desgaste cuando son
testadas "in vitro" (Freund y Munksgaard, 1990; Larsen y Munksgaard, 1991). La
degradaciéon enzimética de resinas derivadas del dimetacrilato ha sido también
demostrada por Yourtee y col. (1992), aunque los efectos biolégicos derivados de
la produccion de estos bajos niveles de 4cido metacrilico no han sido adn
valorados. Por dltimo cabe destacar que, en la revision bibliografica realizada
hemos comprobado que en este tipo de trabajos se valora exclusivamente la
liberacién al medio externo, fisico o biolégico, de acido metacrilico, sin considerar
en absoluto que ocurre con el resto de moléculas que constituyen el monémero
BisGMA. Se hace necesario estudiar este aspecto e investigar las repercusiones que,

desde un punto de vista biolégico, supone el paso de estas sustancias al medio oral.
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5. ANTECEDENTES EN EL USO DE TECNICAS
CROMATOGRAFICAS

Hemos descrito hasta el momento, diferentes materiales poliméricos
empleados en la préctica odontolégica. Ademas, se ha revisado la informacién
disponible sobre la eficacia de la reaccion de polimerizacién y la evidencia de la
elucion de componentes no polimerizados . Como entre nuestros objetivos se
encuentra el profundizar en el conocimiento de los procesos que rigen la formacién
y descomposicién del material polimérico basado en los derivados del bisfenol A
y el acido metacrilico, se hace necesario actualizar la informaciéon técnica
disponible sobre las metodologias cromatograficas aplicables a estos compuestos

quimicos.

Se han desarrollado hasta el momento actual, un gran nimero de métodos
de preparacién, extraccién y determinacién de los monémeros citados, aplicados
a muestras biol6gicas y alimentos. Una breve revisién de estas técnicas, nos
permite comprobar que generalmente los métodos de extraccién, se basan en el
empteo de disolventes organicos debido a la afinidad de estas moléculas por los
mismos, en tanto que, los métodos de cuantificacién son cromatogréficos, ya sea
cromatografia de gases (CG) con diversos tipos de detector (llama, captura de
electrones, etc...) o bien, en los dltimos anos y adquiriendo cada vez mayor auge,
métodos de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Estos ultimos
presentan, por una parte la ventaja de que en algunos tipos de moléculas como
fenoles, difenoles y derivados, ya sea mediante la utilizacion del detector UV o de
fluorescencia, se alcanza un alto grado de resolucién y sensibilidad, y por otra, no

actiian como técnicas analiticas destructivas.
EXTRACCION DE MONOMEROS

Los derivados fenélicos de bajo peso molecular son las unidades
estructurales de gran cantidad de polimeros con funciones plasticas, ampliamente

utilizados por la industria en innumerables procesos, entre los que se encuentran
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la fabricacién de recipientes para contener alimentos, materiales "inertes" y de baja
conductividad eléctrica o como mondmeros constituyentes de materiales de uso
en clinica: entre éstos destaca su empleo en la preparacién de los composites y

selladores dentales.

Las determinaciones analiticas de alguno de estos monémeros como son el
bisfenol-A, bisfenol-F, p-nonilfenol, p-tercoctilfenol, etc... se resuelven
generalmente por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Esta
determinacién viene precedida de una extraccién y purificacién previa de la
muestra en la que intervienen disolventes orgénicos. En este sentido, Henriks-
Eckerman y Laijoki (1988) determinaron mediante HPLC la epoxi resina del
diglicidileter del Bisfenol-A (BADGE), tras la extraccién de los monémeros libres
con acetona en periodos de tiempo de uno a varios dias y a temperatura ambiente.
El rendimiento de extraccién de estos monémeros se sitia por término medio en
el 90%, observacién confirmada en una revisién muy amplia de la solubilidad de
estos polimeros en disolventes organicos, tomando como referencia el
tetrabromobisfenol A policarbonato, por Beck (1992). Asi, de un total de 103
disolventes orgénicos ensayados, es interesante resaltar el alto grado de solubilidad
que presenta el polimero en cloroformo, frente a la poca capacidad de

solubilizacién de los monémeros en hexano, metanol y tolueno entre otros.

Una de las experiencias mas completas sobre la extraccién y determinacién
de mondémeros en resinas epoxi es la presentada en numerosas publicaciones por
el Deparatamento de Quimica Analitica, Nutricién y Bromatologia de la
Universidad de Santiago de Compostela. Su objetivo principal es el estudio de la
degradacién que pueden sufrir estas epoxiresinas cuyo monémero principal es el
BFA y su paso al alimento contenido en los envases tratados con este tipo de
resinas. Como simulantes para la comprobacién de la migracién de estos
mondémeros, utilizan los recomendados por la Legislacién Alimentaria Espariola
(RD 211/ 1992) los cuales son: 4cido acético al 4% (v/v), H,O destilada y etanol
al 15% (v/v). Los trabajos los realizan en periodos de tiempo controlados y
temperaturas medias de 40°C. Para la extraccién de los monémeros proponen la

elucion del oligdmero 340 a través de un cartucho Sep-Pack de C,4 con metanol,
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(Paseiro y col., 1991). La optimizacién del proceso, les han llevado al estudio de
otros agentes de extraccién como es el empleo de mezclas cloroformo:metanol
25:75 (v/v) manteniendo la muestra en reflujo durante 10 horas. Con este
procedimiento junto con el BADGE logran también la extraccién del m-
xilenodiamina (m-XDA), (Paseiro y col. 1991).

Recientemente nuestro grupo de trabajo ha desarrollado un método de
extraccion de Bisfenol A mediante el empleo de cloroformo como solvente. El
mayor rendimiento se obtuvo con la adicién de metanol para la precipitacién de
las proteinas contenidas en muestras organicas, aunque, en ocasiones una simple
filtracién fue suficiente para eliminar los componentes del liquido de cobertura de
los alimentos, antes de proceder a la extraccién liquido-liquido (Brotons y col.,
1995). Los porcentajes de recuperacién fueron en todos los casos superiores al

90% en muestras marcadas.
DETERMINACION POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA

La estructura quimica de los monémeros de los composites basados en el
BisGMA presenta cierta similitud con otros compuestos quimicos de conocida
actividad biolégica. Asi, por ejemplo, ciertos estrégenos sintéticos del tipo de los
estilbenos son estructuralmente parecidos al monémero BFA. Dada la sospecha de
que BFA y compuestos afines estén dotados de la capacidad hormonal atribuida
al dietilestilbestrol (DES), hemos creido conveniente revisar en esta introduccién
la metodologia analitica mas apropiada para la determinacién de los bisfenoles,

estilbenos y estrégenos naturales.

La estructura quimica de los bifenoles justifica ampliamente el desarrollo
de técnicas de cromatografia liquida para su andlisis cuantitativo, de un aparte
porque presentan absorbancia en la regién ultravioleta del espectro y de otra
porque en ocasiones resultan ademas fluorescentes, lo cual lleva consigo el poder
adaptar un detector muy sensible al cromatdgrafo de liquido de alta resolucién. Al
revisar los antecedentes bibliograficos se encuentra con frecuencia el analisis de

moléculas con comportamientos biolégicos cercanos a los que se estan estudiando
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en esta Memoria, si bien desde el punto de vista estructural son diferentes. Es el
caso de productos como el DES, fitoestrégenos o bien hormonas como estradiol-
178 o estrona. Asi , Tscherne y Capitano (1977) desarrollaron un método de
HPLC, que les permitia la separacién de compuestos esteroidicos procedentes de
productos farmacéuticos como pueden ser vitamina D, y D, o bien estriol, equilin,
estrona, estradiol, etc..., sustancias que hasta ese momento no era facil separar. Se
utilizé una columna C g y en la fase mévil (metanol:agua) introducieron nitrato

de plata lo que les permié una gran resolucién.

Por cromatografia en capa fina, Wortberg y col. (1978) separaron
zearalenol, estradiol, estriol y estrona en alimentos, revelando los productos con
un azo-colorante y midiendo las manchas por densitometria. Asi se lograron
limites de deteccién del orden de 10 ng, similares a los consiguidos por Verbeke
(1979), en el anélisis por cromatografia en capa fina y medida de la fluorescencia,
en la determinacién de productos anabolizantes como benzestrol, DES, estradiol-
178, hexestrol, zearalenol, en orina y tejidos de animales sacrificados y de
consumo alimenticio. Gottschlich y Metzler (1979) desarrollaron una técnica de
HPLC y fase reversa ensayando dos columnas cromatograficas una C g y otra Cg,
que les permite separar y determinar el DES y algunos de sus metabolitos en

tejidos animales.

El analisis del estradiol-178 y sus metabolitos procedentes de medios
biolégicos fue descrita por Slikker y col. (1981), utilizando un gradiente de
elucién y columna Lichrosorb-RP-18, y leyendo el detector UV a 280 nm.
Obtuvieron 6 fracciones en las que se identifican los distintos estrégenos. Con una
columna de naturaleza similar, Aten y col. (1982) desarrollaron un método de
cromatografia preparativa de HPLC que les permitia la separacién de numerosos
estr6genos y sus metabolitos. La columna utilizada era Lichrosorb-diol y la fase

movil cloruro de metilenoisooctano.

De nuevo Verbeke y Vanhee proponen en 1993 un método de anélisis por
HPLC de DES en orina logrando niveles de deteccién de 1 ppb; para ello tras la

separacion cromatogrifica, realizan un proceso de oxidacién del DES antes de la
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medida con detector flurométrico. Por su parte, Medina y col. (1986), utilizando
HPLC y en trabajando en gradiente lograron separar y determinar diversos

estrégenos, estradiol, estrona, zeranol y DES.

Asi hemos visto cémo estas sustancias esteroidicas facilmente se pueden
determinar por HPLC y detector ultravioleta o bien de fluorescencia debido a la
presencia de anillos fenélicos en su estructura. Esta particularidad estructural, la
cumplen también bisfenoles y sus derivados empleados en las resinas epoxi, razén
por la cual es presumible el acierto en la aplicacién de estos métodos analiticos en

la determinacién de los compuestos quimicos constituyentes de los composites.

Por dltimo, es necesario comentar que se ha determinado bisfenol-A,
bisfenol-F y el diglicidil éter de estas moléculas mediante cromatografia en fase
reversa y detector de fluorescencia (Paseiro y col., 1992; Simal y col., 1992,
1993). Henviks-Eckerman y col. (1988), determinaron el glicidil éter del bisfenol
A mediante cromatografia liquida en fase reversa con detector ultravioleta a 280
nm a partir de epoxiresinas tratadas con acetona. En esta linea analitica se ha
desarrollado por nuestro grupo (BrotonsAy col., 1995) un método de separaciéon y
cuantificacién de bisfenol A que utiliza una columna de silice y detector
ultravioleta; como eluyéntes se emplean dos fases: una de hexano y la otra de
hexano:metanol y 2-propanol. Los resultados son adecuados y en estas condiciones
de trabajo, el tiempo de retencién del BFA es de 19,2 min. La técnica es facil de
realizacion, reproducible y puede ser aplicada en cualquier protocolo experimental

en el que sea necesaria la determinacién del BFA.
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6. BIOCOMPATIBILIDAD DE LOS MATERIALES DENTALES

Los primeros intentos de normalizar los estudios sobre materiales dentales
datan de 1926, ano en el que, a instancias de la American Dental Association
(ADA), cientificos del National Bureau of Standars (actualmente National
Institute of Science and Technology, N.I.S.T.), estandarizaron los test fisicos para

la evaluacién de la amalgama dental.

~ Durante décadas el gran interés que ha suscitado el analisis de las
propiedades fisicas de los materiales odontolégicos no ha corrido en paralelo con
la realizacién, de estudios donde se establecieran los requisitos de
biocompatibilidad que debian cumplir estos mismos materiales (Warfvinge, 1994).
Quizas las razones que justifican este hecho sean la gran variedad de test

biolégicos disponibles y la falta de consenso en su utilizacion (Craig, 1993).

Por otra parte, la eleccién de un protocolo Unico para el estudio de la
biocompatibilidad no esta exento de dificultades, ya que como afirma Schmalz
(1994), ésto supone: 1) la seleccion de un nimero apropiado de test a utilizar con
el consiguiente esfuerzo y tiempo que ello conlleva, 2) el riesgo de que propiedades
concretas no queden recogidas en los estdndares propuestos y 3) la necesidad de
cambiar los protocolos de estudio cuando los métodos seleccionados queden

desplazados por otros con mejores prestaciones.

Se define "biocompatibilidad" como la cualidad de un material que permite
ser utilizado en una aplicacion especifica generando una respuesta adecuada del
receptor, entendiéndose ésta, como la ausencia de reacciones adversas del sistema
vivo ante dicho material (Schmalz, 1994). Resulta llamativo que el estudio de la
biocompatibilidad de los materiales dentales no haya tenido tanto desarrollo como
el de otros materiales utilizados en Medicina. Segin Tyas (1977) esto puede
deberse a que los materiales utilizados en boca "s6lo pueden ocasionar dafio tisular
local, pudiendo ser en este caso mas facilmente eliminados que otros colocados

mas internamente en el organismo". Afirmaciones como ésta suponen una vision
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simplista de los problemas toxicolégicos causados por materiales que, en principio,
se han considerado inertes. La posibilidad de eliminar el material en contacto con
los tejidos orales de forma simple no implica que no haya riesgo de dario, ya que
tanto la ingesta como la absorcién local suponen una exposicién sistémica que

debe ser considerada.

El estudio de Dixon y Rickert en 1933 constituye uno de los primeros
intentos de disefio de un test Gnico para el estudio de la biocompatibilidad de
todos los materiales dentales. En este trabajo los autores proponian la realizacién
de pequetios lechos de tamano uniforme a nivel del tejido muscular esquelético
donde se introducian muestras de idéntico tamano de la mayoria de los materiales
utilizados en la época. Las muestras de la biopsia realizada a los 6 meses eran
valoradas microscépicamente. Posteriormente son dignos de mencién los estudios
de Mitchell en 1959 sobre tejido conectivo y el de Massler en 1958 sobre pulpa
dental (Craig, 1993), con el objetivo de evaluar la toxicidad de los materiales

odontolégicos.

Desde los anos 30 hasta la década de los 70 se fueron publicando
numerosos trabajos sobre métodos de control toxicolégico de los materiales
dentales. Ante la dispersién de resultados y metodologia seguida en 1972 el
Council on Dental Materials, Instruments and Equipment de la American
National Standars Institute/American Dental Association (ANSI/ADA), aprobé el
documento n° 41 sobre "Recommended Standard Practices for Biological
Evaluation of Dental Materials" (1972). El comité que desarrollé este documento
reconocié la necesidad de establecer una realizacién secuenciada de los tests con
el fin de reducir, en la medida de lo posible, el nimero de sustancias a testar en
estudios clinicos. En este mismo documento, ademas de clasificar en grupos los
materiales utilizados en Odontologia y definir los test que deben superar cada uno
de ellos, se establece que "la toxicidad de un material sera definida como la medida
del dano funcional o morfolégico causada a tejidos vivos expuestos a una
concentraciéon determinada del producto”. En 1982 esta norma se actualizé con

la inclusién del test de Ames de actividad mutagénica.
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El documento 41 es clave en el desarrollo de la estandarizacion de los tests
biolégicos a los que deben someterse los materiales dentales. Entre sus objetivos
se encuentra el establecimiento y desarrollo de las distintas pruebas a las que de
forma sucesiva deben someterse los materiales. De esta forma se distinguirian tres
niveles de ensayos, de complejidad y costo crecientes: un nivel inicial, uno

secundario y finalmente, los denominados "test de utilizacién".

En general, la experimentacién con modelos biolégicos es imprescindible
en el terreno biomédico para poner de manifiesto el comportamiento de
numerosos productos quimicos previo a su aplicacién en seres superiores o bien
con la finalidad de prevenir el efecto téxico de estas moléculas. Tradicionalmente
se ha trabajado con modelos animales pero en el momento actual cada vez hay
mayor interés por sustituir la experimentacién animal por modelos biolégicos
alternativos. Por esta razén, son cada vez més frecuentes las técnicas “in vitro/en
cultivo” que se desarrollan para analizar el comportamiento biolégico y

toxicolégico de productos quimicos y farmacos que se lanzan al mercado.

La invstigacién en el campo de la Odontologia también se ha hecho eco
de esta tendencia, y en la actualidad se desarrollan un gran namero de pruebas
biolégicas "in vitro/en cultivo". Siguiendo la clasificacién anterior se comentaran
a continuacién, de forma breve, el tipo de pruebas incluidas en los tres niveles

descritos de ensayos.
1. Ensayos iniciales

Como ensayos iniciales, se incluyen los test de citotoxicidad, mutagénesis,
de capacidad hemolitica y el de dosis letal 50 (LD50).

1.1. Ensayos de citotoxicidad

Evaldan el efecto de los productos que eluyen desde el material dental
sobre las funciones metabdlicas de un sistema celular. En su disefio se deben

considerar:
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- El modelo biolégico utilizado (Hensten-Pettersen y Helgeland,
1980; Sumitra, 1981; Hume y Mount, 1988; Miiller y col, 1990)

- El tipo de contacto entre las células y el material, ya sea de tipo
directo, indirecto, mediante extractos, a través de alguna barrera
(Hanks y col. 1988)

- El parametro biolégico valorado

- El sistema de evaluacién de los resultados

Segun Schmalz (1994) el uso primordial de los test "in vitro" seria el

estudio de los mecanismos a través de los cuales se produce el efecto téxico.

Un aspecto importante en el disefio de un modelo para el analisis de la
toxicidad “in vitro/en cultivo” es el relativo a la utilizacién de lineas celulares
establecidas o de células en primocultivo (Hensten-Pettersen y Helgeland, 1981).
Mientras que el primocultivo celular supone la utilizacién de un material tomado
en fresco a partir de un tejido, y por tanto, muy similar al que sufre la exposicién
“in vivo”, la dificultad en el desarrollo de este tipo de ensayos ha motivado el
empleo de lineas celulares establecidas en cultivo a largo plazo. En este caso, las
células presentan una estabilidad y homogeneidad en la respuesta que permite la

comparacion de resultados en los test de toxicidad de forma sencilla.

Este tipo de test presenta ciertas ventajas e inconvenientes. Entre las

ventajas se describen:

1. Permiten analizar aisladamente los efectos sobre una determinada
funciéon del metabolismo celular y las condiciones experimentales siempre son
controladas.

2. De forma rapida y barata se puede disponer de un gran nimero de
muestras y de resultados

3. Los resultados son cuantificables.

4. Presentan una mayor sensibilidad a los materiales téxicos "per se" que los
"test de utilizacién".

5. Permiten la estandarizacién de los estudios.
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6. No plantean problemas éticos.
Por otra parte, ciertos inconvenientes limitan sus aplicaciones:

1. Generalmente no se dispone de todas las lineas celulares que constituyen
un organo.

2. Podrian aducirse diferencias entre las células de una linea celular
establecida y las de un organismo completo.

3. No valora la respuesta inflamatoria y de otros mecanismos defensivos del
organismo en las células en cultivo, ya que carece de sistema inmune.

4. Finalmente, y a consecuencia de todo lo anterior, pueden plantearse

dificultades en la extrapolacién de los resultados (Tyas y Browne, 1977; Craig,

1993; Schmalz, 1994).

Teniendo en cuenta el pardmetro biolégico analizado y el propio disefio
experimental, dentro de los ensayos de citotoxicidad se pueden distinguir varios

tipos de pruebas:

A. Test de proliferacién celular. Este tipo de test se basa en la exposicién
directa de las células, en un medio de cultivo adecuado, al material a testar en
condiciones de esterilidad durante un periodo de tiempo variable. Este
procedimiento permite determinar si algin componente del material de los que
eluyen al medio de cultivo interfiere con la fijacion de las células o con su ritmo
proliferativo. Estos dos parametros son cuantificables y la evaluacion del efecto se
establece al comparar los resultados obtenidos con la respuesta celular del grupo
control negativo, esto es, cultivadas las células en ausencia de sustancias quimicas
a testar y con el control positivo, en el que las células se exponen a un compuesto

quimico cuya actividad ha sido previamente demostrada.

Se pueden cuantificar funciones celulares tales como la sintesis proteica
(Rathbun y col, 1991) o de DNA, mediante la adiccién de precursores marcados
con is6topos radiactivos al medio de cultivo (Hanks y col. 1991; Jontell y col.
1995; Bumgardner, ].D. y Lucas, 1995; Schedle y col, 1995). La evaluacién del
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grado de proliferacién se realiza por contaje de células o mediante técnicas

colorimétricas (Skehan, 1990).

B. Test de anilisis de la permeabilidad de la membrana celular. En
este tipo de ensayos se valora la agresion del téxico a la integridad de la membrana
celular. La medida del dafio se realiza utilizando is6topos radiactivos (*'Cr, *H-
Timidina, *H-uridina) o bien moléculas que precisan del transporte activo como
es el caso del rojo neutro (test de difusiéon de téxico utilizando agar o filtros
Millipore). La presencia en el medio de los marcadores tras la exposicién al téxico

se correlaciona con la lesién de la membrana y la muerte celular (Craig, 1994).

C. Test de la barrera dentinaria. Estos ensayos son de gran interés ya que
sus resultados se correlacionan con los obtenidos en los "test de utilizaciéon".
Técnicamente consisten en la colocacién de un disco de dentina que se interpone
entre el material a ensayar y las células en cultivo. La dentina ofrece una difusién

direccional del material, simulando las condiciones "in vivo" (Hanks y col, 1988).

D. Ensayos de quimiotaxis y de respuesta inmunolégica. Son de
desarrollo reciente y los resultados que se estan obteniendo no estin

suficientemente contrastados.

1.2 Ensayos de mutagénesis

Este tipo de test biolégicos se basan en la deteccién de los cambios
morfolégicos o metabdlicos que se producen en un tipo celular determinado que
ha sido expuesto a un téxico que alteré su genoma. El Documento n® 41 describe

dos: el test de Ames y el de Transformacién celular de Styles.

A. Test de Ames. Es el mas empleado debido a su relativa simplicidad.
Valora el cardcter mutagénico de una sustacia a través de la capacidad de
transformar una estirpe mutante de Salmonella typhymurium que precisa histamina
exégena en la cepa original, y que , una vez mutada, no la precisa. Las sustancias

quimicas que incrementen la frecuencia de mutacién presentan una elevada
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probabilidad de ser carcinégenos en mamiferos, ya que demuestran tener
capacidad de alterar el material genético. No obstante, en la actualidad se acepta
que no todos los carcinégenos son mutagénicos y que no todos los mutagénicos

son carcinégenos (Tennant, 1987).

B. Test de transformacién celular de Styles. Valora la capacidad de un
producto quimico para transformar lineas celulares de mamifero establecidas en
cultivo en el sentido de que sean capaces de crecer sobre agar, capacidad de la que
carecen las células no alteradas. Esta capacidad de crecimiento, propia de los
fibroblastos alterados, es la tnica que se correlaciona con la habilidad para

producir tumores "in vivo".

C. Test de dominancia letal. También esta recogido en el Documento n°
41. A diferencia de los anteriores se trata de un test "in vivo" en el que la capacidad
mutagénica se valora por las alteraciones en la espermatogénesis y en las primeras

fases del desarrollo embrionario.

1.3 Otros ensayos

Se han utilizado otros tipos de ensayos de muy distinto fundamento
biolégico. Desde test en los que se valora la capacidad de un compuesto quimico
para inducir hemélisis (Fujisawa y col., 1978), a ensayos biolégicos mas complejos
en los que se estudia la letalidad animal tras la administracién oral o
intraperitoneal del compuesto en cuestién. El pardmetro evaluado es la dosis del
producto capaz de producir la muerte de la mitad de los animales tratados (Dosis
Letal 50% o DL50%). Generalmente el compuesto a testar se administra en agua,
metilcelulosa en medio acuoso, propilenglicol o aceite vegetal via intaperitoneal u
oral a las ratas (Dahl y Becher, 1995). Si la DLy, es menor a 1 g/Kg de peso, se

considera que el producto presenta toxicidad aguda sistémica.

En relacion con este tipo de test resulta interesante el hacer constar que en
la introduccién de la norma ISO/DIS 10993-11, "Test for Systemic Toxicity", se

lee: "Cuando un producto libera constituyentes al organismo, si éstos alcanzan una
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concentracién suficiente se pueden originar efectos tdxicos sistémicos. Sin
embargo, las evidencias clinicas y experimentales con las que contamos en este
area son escasas". Esta afirmacién supone, como afirma Sune (1994), un reto para
la planificacién de tests mas apropiados , que incluyan la investicacién de los
efectos generales sobre el organismo humano. No obstante, también trae implicito
el ambiente de seguridad de uso de estos materiales, lo que justificaria la ausencia
de estudios sobre el metabolismo de los monémeros utilizados en Odontologia. Por
ejemplo, inicamente se han realizado algunos trabajos sobre los efectos bioldgicos
sistémicos del diglicidileter de BPA (Climie, 1981a, 1981b), a pesar de que Bond
y col. pusieron de manifiesto en el ano 1980 los efectos sobre la reproduccién del
BPA, en clara consonancia con Dods y Lawson (1936) y Reid y Wilson (1944)
que demostraron la estrogenicidad de ésta y de otras sustancias quimicamente

relacionadas.
2. Ensayos intermedios o secundarios

Los test descritos hasta el momento suponen una apreciacién inicial y de
caracter general a la puesta de manifiesto de la toxicidad de los productos
utilizados en Odontologia. Un segundo escalén en el proceso de identificacién de
los efectos adversos esta representado por los llamados ensayos intermedios o

secundarios.

Una vez que se ha reducido el nimero de materiales con posibilidades de
uso en una determinada aplicacion clinica mediante la demostracién de su
toxicidad en los test iniciales, se deben realizar los ensayos encaminados a evaluar
la respuesta de tipo inflamatorio o inmunolégico, empleando para ello el animal

més apropiado.

2.1. Test de irritacién de la membrana mucosa

Determinan si el material a estudiar causa inflamaciéon en la membrana

mucosa o en la piel irritada de la mejilla del hamster o en la mucosa oral del
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conejo. Los resultados se comparan con controles positivos y negativos en, al

menos, 10 animales.

2.2. Test de sensibilizacién cutinea en cobayas

El agente se inyecta subepidermicamente para valorar su capacidad de
inducir reacciones de hipersensibilidad. El grado de reaccién inducida y el
porcentaje de animales que la muestran son los pardmetros a considerar para
valorar el potencial alergénico del material (Rathinam y Mohanan, 1993). Una
variante a este test es el test de Buehler, en el que se utilizan parches cutaneos.
Este tipo de test es frecuentemente cuestionado (Warfvinge, 1994) por su diseno
empirico y por la subjetividad de la interpretaciéon de los resultados, por lo que se
propone su sustitucién por otros ensayos “in vitro” de informacién rapida tales

como el "Lymphocyte blastogenesis assay" o el "local lymph node assay"

2.3. Test de implantacién

Se coloca el material a estudiar en contacto con el tejido celular subcutaneo
o con el hueso, dependiendo del uso clinico para el que se ha disenado. Son
especialmente ttiles en aquellos materiales que se utilizan en implantologia o los
de uso en endodoncia o periodoncia. Se realizan sobre animales de
experimentacién adecuados a los que se aplican durante un tiempo variable los
materiales a testar. Los animales se sacrifican a las pocas semanas en el caso de que
se valoren respuestas agudas o al afio o los dos anos para estudiar respuestas

crénicas o induccidn de tumores.
3. Test de "utilizacion"

En contraste con los test de informaciéon rapida, los ensayos de
“utilizacién” identifican los efectos que producen los materiales sobre los tejidos
con los que entran en contacto en su uso clinico habitual (Browne, 1994). Estos
tejidos son, para el caso concreto de la Odontologia, la pulpa dental, la mucosa

oral y las estructuras que constituyen el periodonto.
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3.1. Test de irritacién pulpar

En este tipo de pruebas el material odontolégico se coloca sobre cavidades
de clase V preparadas en dientes sanos de mono (White y col., 1995) o de otro
animal adecuado, e incluso, a veces, se realiza en humanos (Goldberg, 1994),
prestando especial atencién en la uniformidad del tamario cavitario. La valoracién
se realiza a los 3 dias, 5 y 8 semanas, mediante la preparacién de las muestras para
su observacién en microscopia. La presencia de fenémenos inflamatorios asi como
la aparicion de focos necréticos y otros hallazgos anatomopatolégicos permite
establecer la intensidad de la respuesta de la pulpa al material odontolégico
(Stanley y col., 1979).

3.2. Implantes endoéseos

Actualmente se realizan fundamentalmente tres test para la valoracién del
éxito o el fracaso de los implantes endodseos. Son los siguientes:

- Sondaje periodontal

- Movilidad del implante

- Imagenes radiograficas de osteointegracién o radiolucidez en torno al

implante.

3.3. Test de irritacién gingival

Dado que en determinadas circunstacias clinicas los materiales de
obturacién entran en contacto directo con la mucosa gingival (Horsted-Bindslev,
1994), es necesario valorar su grado de tolerancia. Mediante la preparacién de
cavidades de clase V con extensién gingival, y posterior obturacién con el producto

problema se determina la respuesta tisular a los 7 y 30 dias.
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7. EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ESTROGENICA

Como se ha venido comentando a lo largo de esta introduccién, parece
demostrada la capacidad de algunos compuestos quimicos empleados en la
fabricacién de materiales odontolégicos para mimetizar el efecto “in vivo” de las
hormonas estrogénicas. No obstante, hasta la fecha, no se ha realizado ningin
estudio formal que trate de identificar cuales son estos compuestos, cudl es su
grado de utilizacién y, en definitiva, cuél es el nivel de exposicién humana a tales

estrégenos ajenos al organismo.

Para conocer la importancia real de la exposicién humana a xenobiéticos
estrogénicos es necesario poner en marcha estudios de cardcter mixto, basico,
clinico y epidemiolégico. Estos han de tener como objetivo inicial la identificacién
de los xenobiéticos con actividad estrogénica, y como objetivo dltimo la
demostracién del coste en salud que pueda suponer la contaminacién humana por

xenoestrogenos.

El reconocimiento de compuestos quimicos con esta actividad hormonal se
ha visto dificultada durante afos por dos motivos fundamentales: 1) la
complejidad y variedad de los tests predictivos de actividad hormonal y 2) la
imposibilidad de atribuir a un compuesto quimico actividad de tipo estrogénico,

tomando como base la simple observacién de su estructura molecular.

A pesar del gran interés en la identificacién de los xenoestrégenos, son
pocos los bioensayos que se reconocen en la actualidad como instrumentos utiles
para la identificacién de sustancias quimicas con potencial actividad estrogénica.
Los tests de identificacion de un potencial estrégeno mas cominmente empleados

se describen a continuacion.
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Test de cornificacion vaginal.

Se basa en la capacidad de una sustancia quimica de inducir la fase de
"estro" cuando se inyecta en un animal, generalmente ratén o rata hembras,
previamente castrado. La técnica del test ha permanecido casi invariable desde su
descripcién por Allen y Doisy (1923), siendo el examen microscépico del epitelio
vaginal la forma usual de evaluar la transformacién estrogénica del animal
receptivo. Habitualmente la actividad de una sustancia se expresa en unidades
internacionales, siendo la U.1. en el ratén la cantidad de estrégeno natural capaz
de inducir el "estro", que para la estrona corresponde a una dosis de 0,1 ug.

Test de incremento del peso uterino.

El test de evaluacién del peso uterino es ttil para la identificacién de un
potencial estrégeno, capaz de inducir el "estro", mediante la evaluacién del
incremento del peso uterino tras la aplicacién subcutidnea de la sustancia
estrogénica a un animal hembra inmaduro u ovariectomizado (Astwood, 1938).
En la practica se aconseja utilizar grupos de 6-10 animales para cada compuesto
a testar y para los controles, es decir, aquellos animales que reciben tan sélo el
elemento de solubilizacién o vehiculo de inyeccién, que generalmente es aceite
vegetal. Se aconseja realizar el tratamiento del animal mediante inyeccién diaria
durante tres dias y sacrificio al cuarto dia. Al final de este periodo, los Uteros son
extraidos tras el sacrificio del animal, eliminando el tejido parametrial y grasa y a
continuacién pesados. Las diferencias de peso frente a grupos de tteros control,

esto es, no tratados, sirve para cuantificar el efecto e identificar al estrégeno.
Test del enlace competitivo con el receptor estrogénico.

El ensayo competitivo se basa en el hecho de la demostracién previa de la
existencia de una proteina conocida como el "receptor estrogénico" (RE) aislada en
aquellos tejidos subsidiarios de la accién estrogénica, a la cual se unen,
especificamente, estrégenos naturales y aquellas sustancias con probada accién

hormonal (Jensen y col. 1962). Se ha defendido durante los Gltimos anos la
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hipétesis de que tras la unién del estrégeno al receptor estrogénico se produce una
alteracién conformacional de éste tltimo, el cual queda capacitado para unirse al
ADN intranuclear desencadenado la expresién de ciertos genes relacionados con
la sintesis proteica y la proliferacién celular. El ensayo fue descrito para su uso "in

vivo" pero fue posteriormente adaptado al laboratorio.

Técnicamente exige para su realizacién la extracion de la fraccién proteica
soluble -citosol- del citoplasma celular de células aisladas de un tejido estrégeno
dependiente, generalmente Utero de rata. Mediante ultracentrifugacién del
homogenizado celular se obtiene el citosol que contiene el receptor estrogénico, el
cual es incubado durante un tiempo variable de 30 minutos a 18 horas con la
sustancia a testar y un estrégeno natural marcado radiactivamente, generalmente
estradiol-17 marcado con tritio. Se establece durante el tiempo de incubacién una
competencia entre el potencial estrégeno y el estradiol-178 marcado para unirse
al receptor estrogénico. Finalmente, las fracciones libre y ligada son separadas y
medidas en un contador de centelleo liquido. En definitiva, el ensayo evalua la
capacidad de desplazamiento por parte del estrégeno potencial de la unién del

estradiol a su receptor especifico.

Desafortunadamente, aparte de medir la afinidad por el receptor
estrogénico, este test es incapaz de distinguir un agonista de un antagonista

estrogénico.

Ensayos con celulas estr6geno-dependientes.

Son tests en los cuales se emplean células de cancer de mama de origen
humano, establecidas en cultivo y tratadas con diferentes concentraciones de
estradiol-178 o cualquier compuesto quimico sospechoso de ser un estrégeno.
Generalmente, finalizan con la cuantificacién de la proliferacién celular tras varios
dias de subcultivo, estableciéndose los controles mediante el mantenimiento de
grupos celulares en medio libre de estrégenos. El ensayo E-SCREEN utilizado en

el presente trabajo es un ejemplo de este tipo de tests funcionales.
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Ademas de la evaluacién de la proliferacion celular se han propuesto
ensayos en los que el efecto estrogénico se determina por la activacién de ciertos
genes cuyo producto proteico es cuantificado o su actividad enzimatica puesta de

manifiesto.

A. El ensayo cat

El test de expresion del gen de resistencia al cloranfenicol, inducido tras la
translocacién nuclear y unién a las secuencias espgcificas del ADN del complejo
estrégeno-receptor, ha sido propuesto para la identificacion de los estrégenos
(Korach 1993).

B. Vitelogenina como biomarcador

La vitelogenina es una lipoproteina inducida por esteroides. Se sintetiza en
el higado bajo el control de estrégenos. Este hecho ocurre en hembras pero en

determinadas condiciones también se puede inducir esta sintesis en machos.

Mediante la utilizacién de vitelogenina y proteinas relacionadas como el
factor von Willebrand se puedé desarrollar un ensayo aplicable a diferentes
especies tanto de peces como de mamiferos. Heppell y col. (1995) han generado
anticuerpos especificos para reconocer vitelogenina generada por especies acuaticas
expuestas de forma accidental a xenoestrégenos. En consecuencia a través de esta
experiencia se puede establecer un nuevo biomarcador de contaminacién

estrogénica.
C. Lactoferrina como biomarcador

La lactoferrina se esta proponiendo como biomarcador en los mamiferos
expuestos a xenoestrégenos de forma similar al comportamiento de vitelogenina
en el caso de peces y reptiles. Teng (1995) propone que, basado en su sensibilidad
para estrégenos, el gen de la lactoferrina en ttero de rata puede ser un marcador

vilido para medir los efectos de los quimicos estrogénicos. Es posible el uso del
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RNAm-lactoferrina y proteinas como marcadores bioquimicos para determinar la

dosis y duracién de los agentes causales del efecto estrogénico.
D. El test E-SCREEN

El desarrollo metodoldgico del llamado test E-SCREEN (Soto y col., 1992;
Villalobos y col., 1995) ha venido a facilitar el "screening" rapido y fiable de gran
namero de compuestos en los que se quiere demostrar una actividad hormonal de
caracter estrogénico. De forma resumida el ensayo biolégico se basa en la
evaluacién de la actividad proliferativa de un compuesto quimico sobre un cultivo
celular "in vitro" de células de cancer de mama humano MCF7. Estas células
responden con un incremento significativo del indice proliferativo a la accién

exclusiva de los estrégenos naturales en concentraciones picomolares (Soto y col.,
1985).

Se cultivan las células de cidncer de mama humano, MCF7, en cajas de
cultivo de 24 pocillos. Grupos celulares "control" reciben medio de cultivo
(Dulbecco, sin rojo fenol) suplementado con 10% de suero humano, previamente
desprovisto de estrégenos. Otros grupos celulares quedan expuestos durante las
144 horas que dura el ensayo a idéntico medio, pero conteniendo ademés
estradiol-178 (1nM-0.1pM), como control de proliferacion positiva, o cualquiera
de las sustancias a ensayar (10uM-1nM). Transcurrido este tiempo se cuantifica
el nimero de células y se expresa el valor relativo de crecimiento frente al grupo

control y al estradiol-178.

Se ha recomendado el uso de las células MCE7 sobre otras células
mamarias debido al conocimiento previo de su hormono- dependencia (Soto y col.,
1985). Estas células fueron establecidas en cultivo por Soule y col. (1973) que las
obtuvo a partir de un derrame pleural metastasico en una enferma afecta de un
adenocarcinoma mamario de tipo ductal infiltrante. La paciente habia sido tratada
previamente con radioterapia y hormonoterapia. Estas células MCF7 han tenido
una difusién mundial muy importante, siendo hoy dia una de las lineas mamarias

humanas mas empleadas. Su continuo mantenimiento en diferentes laboratorios
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ha hecho que se describan durante los Gltimos veinte afios, clones con diferente

dependencia hormonal y caracteristicas proliferativas y antigénicas diferentes.

Las células MCF7 disponibles hoy dia pueden agruparse en diferentes
clones distinguibles por su comportamiento biolégico (Osborne y col., 1987). Unas
veces por evolucién espontdnea, en otras ocasiones por selecciéon clonal
planificada, lo cierto es que son muy numerosas las variantes de las células MCF?7.
En ciertas ocasiones estas variantes (células MIII y LCC1) se han obtenido al
reestablecer la linea celular a partir de tumores originados en ratones (Leonessa y
col.,, 1992), otras veces se obtuvieron cultivando las células en medios selectivos
(Sublineas E y D mantenidas en medio suplementado con estradiol-178 y DES,
respectivamente (Butler y col., 1986), la variedad LCC2 derivada de las LCC1 tras
subcultivo en medio conteniendo el antiestrégeno hidroxitamoxifeno (Brunner y
col., 1993), la variante R; que no responde a estradiol-178 ni a tamoxifeno, la
variante Ry, obtenida por clonacién de la original MCF7 en agar en presencia de
OH-TAM (Nawata y col., 1981), las variantes RR (Butler y col., 1986) y RTx
ambas resistentes a tamoxifen (Poirot y col., 1990); las células LY-2 cultivadas en
medio conteniendo el antiestrégeno LY117018 y que resultaron resistentes a los
antiestrogenos (Bronzert y col.,, 1985). El clon ADR cultivado en medio
conteniendo adriamicina y hechas resistentes a este quimioterapico antineoplasico
(Kaplan y col., 1990), la variedad MTX resistente al quimioterapico metotrexate
(Cowan y col., 1982); el clon R-Al descrito como resistente al factor tumoral de
necrosis TNF (Branellec y col., 1992) y, finalmente, la variedad I13 cultivada en
medio conteniendo el emisor radiactivo 16alfa-['*’I], yodo-estradiol (Bronzert y
col., 1984).

A veces la seleccion de variantes de MCF7 se ha hecho cultivando las
células en medio suplementado con muy bajas, o incluso nula, concentracién de
suero, la variante MCF7 cultivada en medio libre de suero (Prevost y col., 1991);
la sublinea 9 adaptada a medio suplementado sin suero o suplementado con 0.5
a 1% (Laursen y col., 1990). En otras ocasiones se ha aprovechado alguna
propiedad particular de las células para clonar a partir de ellas una nueva variedad.

Tal es el caso de las células 6/7 que presentan una gran estrégeno dependencia en
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la sintesis y secrecion de la proteina 52 kDa (Correc y col., 1990); las células
MCEF7 que muestran receptores membranarios para estradiol-178 (Pourreau-
Schneider y col., 1984); aquellas otras que crecen en suspensién formando
esferoides multicelulares (Olea y col., 1992) o algunas que muestran altas

concentraciones de receptores estrogénicos y progestagénicos (Schutze y col.,
1993).

Otras células MCF7 han sido transfectadas con genes concretos, como es
el caso de las que incluYen cbpias en su genoma un nimero significativo de copias
de los genes v-ras (Kasid y col., 1985), ras-TD5 (Correc y col., 1990), AZTD5S, v-
Ha-ras (Berthois y col., 1992), c-myc (Liu y col., 1989), EGF (Cheville y col.,
1989) y FGF (Mcleskey y col., 1992). Algunas variedades de MCF7 se han
obtenido tras la separacién de diferentes tamanos celulares mediante su paso a
través de gradientes de Percoll o Ficol, caso de las células K2 cells (Butler y col.,
1986; Resnicoff y col., 1987). Otras veces accidentes de contaminacién entre
cultivos, ocurrida espontaneamente en laboratorios, han sido causa de la obtencién
de células con cualidades particulares. Este es el caso de los clones CG5 and CG4
(Natoli y col., 1983).

Es interesante resenar que si bien muchas de estas variantes conservan su
capacidad de responder a los estrégenos mediante un incremento de la sintesis de
proteinas, muy pocas conservan una respuesta proliferativa al estradiol de caracter

significativo (Reiner y col., 1986).

Villalobos y col. (1995), caracterizaron cuatro clones de MCF7 (BUS,
ATCC, BB, y BB104) en relacién con el estadiol para determinar cual de ellos
presentaba el mayor nivel de respuesta. Sus resultados fueron que la mas selectiva
en este sentido era la cepa BUS ya que en presencia de estradiol-178 presentaba
una tasa de proliferacién que superaba en seis veces a la registrada en los controles
en ausencia de estradiol, por lo que se ha aconsejado que este clon era el mas

adecuado para la realizacion del test E-SCREEN.
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OBJETIVOS

Considerando los antecedentes bibliograficos estudiados para el
planteamiento de este trabajo experimental, junto con los resultados obtenidos
previamente por el grupo de investigacion en el que se integra esta Memoria, cabe

plantear la siguiente hipétesis de trabajo:

Si en los composites y selladores habitualmente utilizados en Odontologia
que tienen como base resinas BisGMA, el grado de polimerizacién no es total, es
posible suponer la presencia de mondémeros libres con actividad biolégica
estrogénica en el medio al que se expone el material tras la polimerizacion “in
vitro”, o en la saliva de pacientes a los que previamente se les han sellado las
fisuras, suponiendo, por tanto, esta practica odontoldgica una fuente adicional de

exposicién a xenobiéticos hormonales.
Por tanto, nuestros objetivos son:

1. Realizacién de un estudio quimico-analitico de composites y selladores
dentales de uso habitual que permita la identificaciéon y cuantificacion de los
monémeros que eluyen al medio acuoso en condiciones experimentales

preestablecidas.

2. Identificacién y cuantificaciéon de los monémeros presentes en la saliva
de individuos a los que se les haya aplicado sellador de fisuras a base de resina
BisGMA.

3. Comprobacién de la actividad biolégica estrogénica de los monémeros

identificados, tanto “in vitro” como “in vivo” .
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MATERIAL

1. MATERIAL UTILIZADO EN CROMATOGRAFIA
1.1. INSTRUMENTACION Y MATERIAL FUNGIBLE
Cromatégrafos

El cromatégrafo liquido de alta resolucion (HPLC) utilizado ha sido un
Konik, modelo KINK-500 A Series unido a un detector Konik UVIS-200 y un
integrador HP-3394A. También se ha utilizado un Perkin Elmer 250 con dos
bombas y un inyector automético de Waters modelo 717 Plus Autosampler. El
detector Ultravioleta/Visible es del tipo Diode Array 235, con un integrador
acoplado modelo Penelson 1020.

Columnas para cromatografia

La columna utilizada para HPLC fue una C-18 de la serie Symmetry de
Waters, de dimensiones 4,6x250 mm y con un tamano de particula de 5 u de ODS
(Odtadecilsilicato).

Cromatégrafo de Gases-Espectrometro de Masas

El Cromatégrafo de gases utilizado ha sido un Carlo Erba Fisons 8000
unido a un espectémetro de masas Platform Fisons VG. Esta fase del estudio se ha
realizado con la colaboracién de los Servicios Técnicos de la Universidad de

Granada.
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Equipo de filtracién para HPLC

Los solventes utilizados en HPLC fueron previamente puestos a punto
mediante tratamiento con un equipo de filtracién aplicado sobre un kitasato de

Millipore.
Microjeringas

Las microgeringés utilizadas para HPLC son del modelo Hamilton con un

volumen de 50 ul de capacidad.
1.2. REACTIVOS
Reactivos para cromatografia

Se han utilizado los siguientes reactivos especificos para HPLC, de Panreac
(Espana): Acetonitrilo, alcohol etilico absoluto y metanol. También se utiliz6 agua

desionizada, bidestilada y filtrada en los ensayos que asi lo requirieron.
Compuestos quimicos patrones

Se utilizaron los siguientes productos de Aldrich:

- Bisfenol A (BFA) (n° de referencia 23,965-8)

- Etoxilato de BFA (EBFA) (n° de referencia 40,984-7)

- Propoxilato de BFA (PBFA) (n° de referencia 40,986-3)

- Metacrilato de BFA (BisDMA) (n° de referencia 15,632-9)

Por lo que se refiere al BADGE nos lo suministr6 el Dr. Paz Abuin del
Departamento de Investigacién de Gairesa, con una pureza del 99.95%. El Bis-
GMA (NUPOL), se consiguié a través del representante en Espana de una

multinacional fabricante de composites.
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2. MATERIAL ODONTOLOGICO

2.1. INSTRUMENTACION Y MATERIAL FUNGIBLE

Lampara de polimerizacion

Para la polimerizacion de las muestras de composite y de los selladores se
utilizé una lampara Optilux VCL-300 de la casa Demetron Research Corporation.
Para comprobar su eficacia se procedié a medir su potencia luminica, dando unos
valores medios de 435 mW/cm®.

Radiémetro

Para la medicién de la intensidad luminica de la ldmpara de polimerizacién
se empled un radiémetro modelo 100, de Demetron Research Corporation, con el
n° de serie 118427.

Equipo dental

La aplicacién de los selladores sobre la serie de pacientes se realizé en un

equipo Siemens modelo Sirona Al.

Contraiangulo

La limpieza previa de las piezas dentarias a la colocacién del sellador se
realiz6 mediante cepillo de profilaxis montado en contradngulo convencional de
la marca Kavo.

Moldes de polimerizacién

Para la confeccién de las muestras de composite polimerizado se utilizaron

cilindros de cristal de 1 cm. de altura por 0.5 cm. de didmetro, los cuales
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permitieron que todas las muestras presentaran una misma forma geométrica.
Placas de Petri
Se utilizaron placas de Petri soplada de vidrio neutro de 60 mm de
didmetro y 15 mm de altura sobre la que se situaba el cilindro con el composite
para su posterior polimerizacién a través del cristal, lo que aseguraba que la
distancia de la muestra al foco permaneciera constante en todas las muestras.

Material de mano

Para la manipulacién del composite se emple6 un instrumento pléstico
Ceramicolor CS6 A-B 2c de la casa ASH.

Para las exploraciones y la colocacion de los selladores se utilizaron espejos
MI10 (de 2.2 cm. de diametro, plano) y sondas Exp5 de la casa Nordent SST,
previamente esterilizados en autoclave.

Rollos de algodén

Para el aislamiento relativo en la colocacién del sellador de fisuras en los

voluntarios, se utilizaron rollos de algodén del n° 2.
Cepillos de profilaxis

Para la limpieza previa de las caras oclusales, se utilizaron cepillos de
profilaxis 10/n°835 RA/PA de la casa Hawe-Neos Dental.

Botes de recogida de muestra

Se utlizaron botes de cristal esterilizables de 3 cm. de diAmetro en su boca

y 60 cm® de capacidad.
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2.2. REACTIVOS

Acido ortofosférico

Para el grabado acido del esmalte previo a la colocacion del sellador, se
utilizé el acido suministrado por el fabricante en la presentacién comercial del
Delton. Se trata de una solucién de 4cido ortofosférico en agua a un 35% (v/v),
segin consta en la hoja de especificaciones del producto.

Composites y Sellador

Los composites y el sellador estudiados fueron los siguientes (tabla I):

Tabla I: Composites y sellador utilizados en el estudio.

MARCA Fabricante  N° Tipo Tamaiio Tipo % % Rx Naturaleza
Lote Carga  Particula Composite Peso Volumen Matriz
Charisma  Kulzer 054  VidrioBa 0,7 um My 79 60 + BisGMA
Pekalux Bayer 1891D Silice --- Hy 63 57 +  BisGMA
Polofil Voco 3318 Silice 0,9 um Hy 76 64 + BisGMA/DU
Silux-Plus 3M 5702Y SiO, 0,04 pm Mi 52 36 - BisGMA/DU
Z-100 3M 5904B3  Si+Zr 1,0 pm Hy --- 66 + BisGMA/DU
Tetric Ivoclar 460180 SiO,+F;Yb 3,0 um Hy --- 62 +  BisGMA
Tegma
Brillant  Coltene Silicato BisGMA
Whaledent CH596 Bo-Al-Ba 0,5 pm Hy 59 + BisEMA
Tegma

- BisGMA

1

Delton  Dentsply 940218 - --- - - - -
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3. MATERIAL UTILIZADO EN CULTIVOS CELULARES
3.1. INSTRUMENTACION Y MATERIAL FUNGIBLE
Estufa para cultivos celulares

Para poder llevar a cabo los experimentos bioldgicos, se empleé un
incubador marca ASSAB (Estocolmo, Suecia), modelo t-304, con termostato y
regulador del flujo de diéxido de carbono automaticos. Los cultivos se mantuvieron
a una temperatura de 37°C, en aire con un 5% de CO, y saturado de humedad.
Esta saturacién de vapor de agua se logré haciendo burbujear el CO, inyectado en

el incubador, a través de dos cubetas con agua destilada.

La exactitud del sensor térmico era de +0.05 °C. y las variaciones de
temperatura en el interior de la estufa no superaron los £0.3 °C. El sensor que
regulaba la presién parcial de CO, est4 basado en la medida de la conductividad

térmica de la mezcla de gases, y: su sensibilidad se situaba en torno a £0.1% .
Camara de flujo laminar

Para prevenir y evitar la contaminacién biolégica de los cultivos celulares
durante su manipulacién se ha utilizado una cabina de flujo laminar modelo
Gelaire, Laminar Airflow, suministrada por Flow Laboratories (Irvine, Escocia). En
ella, el aire, antes de entrar en la cabina, se filtra con un rendimiento de 99.997%
de retencién de todas las particulas mayores de 0.3 um. de diametro, lo que
garantiza el mantenimiento de las condiciones de esterilidad necesarias para llevar

a cabo las experiencias.
Microscopio invertido

Para la observacién de los cultivos se ha utilizado un microscopio invertido

Olympus IMT-201 dotado con tres objetivos de diferentes aumentos, 10x, 20x y
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40x, doble ocular y ocular con posibilidad de aplicacién de un dispositivo

fotografico para el registro grafico de imagenes.
Microscopio 6ptico

Se ha utilizado un microscopio éptico OLYMPUS CH dotado con cuatro
objetivos, 4x, 10x, 40x y 100x, doble ocular y dispostivo automatico de precision

para el desplazamiento de las muestras.

Camara de Neubauer
Para el contaje de los elementos celulares en suspension, se ha utilizado un
hemocitdmetro convencional o cimara de Neubauer, tras su tincién con colorante

vital tipo Tripan Blue.
Bomba de vacio

En las operaciones de filtracion de liquidos requeridas en los experimentos
se ha utilizado una bomba de vacio de Millipore, la cual proporciona un caudal de
aire regulado a 24 I/mn. para un vacio de 127 mm de Hg y va conectada a un
matraz de vacio de 0.5 I. de capacidad. El matraz lleva un tubo de vacio que es el
que se aplica sobre la unidad de filtracién directamente o sobre el liquido a aspirar

con una pipeta Pasteur.

Contador automatico de células

Para el anélisis del tamafno y el nimero de los elementos celulares
presentaes en las suspensiones se ha utilizado un contador de células Coulter
Counter (Sampling Stand & ZM, USA).

Lector de Densidad Optica para Placas de 96 Pocillos

Para la cuantificacién del grado de proliferacién celular de un experimento
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se empleé un lector automatico, marca Titertek Multiskan modelo MK11 (ICN,
Flow). Este aparato estd basado en la lectura densitométrica de la coloracién

existente en placas de cultivo de 96 pocillos.
Unidad de esterilizacién por Autoclave

Todo el material utilizado en los experimentos con cultivos requeria una
total esterilidad, por lo que se procesé en la unidad de esterilizacion general del
Hospital Universitario. En todos los casos tras su esterilizacién, se almacend con

la fecha méaxima aconsejada para su uso.
Unidades de esterilizacién por filtracion

Para la esterilizacién por filtracion de liquidos, se han utilizado sistemas de
la marca Millipore, fabricados en plastico, modelo XXII 047. Este modelo consta
de dos partes, la superior con una capacidad de 250 cc, donde se recoge la
sustancia a esterilizar, y la inferior, de la misma capacidad donde se deposita la
sustancia una vez filtrada. Entre ambos se sitia una membrana de filtraciéon
recambiable, que en nuestro caso era el modelo Millipore GSWP 04700, de 0.22
pm de tamafo de poro y 47 mm. de didmetro. Alternativamente se han empleado

filtros de 0.20 um de poro de Gelman Sciences (Michigan, USA).

Contador automatico de radiacién gamma

El modelo utilizado fue el Wizar, que consta de un analizador automatico
de los resultados, y que permite la cuantificacién de la radiacién emitida por
productos marcados con '*] en las técnicas de radioinmunoensayo.

Centrifuga refrigerada

La centrifuga convencional utilizada fue suministrada por Beckman,

modelo TO-6, y se caracteriza por estar dotada de una unidad de refrigeracién que

permite la centrifugacién de las muestras a baja temperatura. La centrifuga descrita
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consta de un rotor, con soportes intercambiables, para la centrifugacién simultanea

de un numero de muestras variable (de 4 a 120 muestras).
Ultracentrifuga

En aquellos casos en los que se hacia necesario se utiliz6 una unidad de
centrifugacién modelo Beckman L8 70, en las siguientes condiciones de uso:
velocidad 100.000 g, rotor SWTi 60, tiempo de rotacién 60 min, temperatura 4°C

y alto vacio.
Contenedor de Nitrégeno Liquido

Las lineas celulares tumorales establecidas, utilizadas en este trabajo, se han
almacenado, de manera rutinaria, congeladas a -173 °C, en un contenedor relleno

de nitrégeno liquido, marca Thermolyne Locator, modelo CY50900.
Cajas de cultivo

La casa Nunc suministré los frascos de poliestireno de un solo uso, estériles
utilizados en los ensayos bioldgicos. Estos fascos se caracterizan por presentar una
buena calidad éptica y su superficie plana posibilita cultivos de distribucién celular
uniforme. Previo a su empleo este tipo de frascos necesita ser tratado con radiacién
gamma, compuestos quimicos o electricidad para que su superficie, de poliestireno
manufacturado, hidrofébico, quede cargado electricamente y se convierta en una
superficie adecuada para la adherencia de las células y su posterior crecimiento. En

este trabajo hemos utilizado frascos de cultivo de 25 cm® y de 75 cm?® de superficie.

Los experimentos de proliferacién celular se realizaron sobre placas de
cultivo de 24 pocillos de poliestireno suministradas por ICN, (Irvine,Escocia). Se
utilizaron tubos de plastico estériles, tipo universal de fondo cénico, que fueron
suministrados por Labclinics (Espana), viales para congelacién en nitrégeno

liquido (Nunc), y tubos de plastico de diferentes tamanos, estériles y no estériles.
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3.2. REACTIVOS
Medios de cultivo celular

El mantenimiento en cultivo de las células MCF7 se efectué
indistintamente en medio Eagle Esencial Minimo Modificado complementado con
las sales de Earle (MEM) y en medio Minimo Esencial con sales de Earle
modificado por Dulbecco (DME) suplementados ambos con glutamina (PAA
Labor und Forschungs Ges, MBH, Linz, Austria). Cuando el protocolo
experimental asi lo requiri6 el cultivo se realizé en el mismo medio sin la adicién
del indicador de pH rojo fenol, quedando en este caso indicado en el texto como
DME(-RF)(Biowhitaker, England).

Suero

Los medios de cultivo empleados para el mantenimiento de las células
MCE?7 contuvieron, ademas de los componentes especificos de los medios MEM,
DME y DME(-RF), un complemento variable (5-10%) de suero de procedencias
diferentes: a) suero bovino fetal (FBS)(PAA Labor und Forschungs Ges, MBH,
Linz, Austria) y b) suero humano (HuS) obtenido a partir de sangre fresca extraida
a voluntarios sanos. Este suero se obtuvo a partir de plasma tras su tratamiento

con cloruro célcico (Merck).

Enzimas

Para la obtencién de una suspensiéon monocelular homogénea a partir de
la monocapa celular se ha utilizado una solucién de tripsina-EDTA, 0.05% vy
0.025%, respectivamente (ICN Flow Laboratories, Irvine, Escocia).

Dextrano T-70

Se ha utilizado una suspensién de carbén y dextrano para la preparacién

del suero libre de estrégenos. El dextrano T-70 (Pharmacia Fine Chemicals,
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Suecia) es una macromolécula que tiene la capacidad de formar un complejo con
el carbén y por adsorcion extraer del suero los estrégenos endégenos del suero asi

como otras moléculas de bajo peso.

Carbén activado

El carbén activado (Charcoal Activated, Sigma, St Louis, USA) se ha
utilizado junto con el Dextrano T-70 en el proceso de eliminacién de los
estrégenos endégenos del suero.

Hormonas

Como compuesto estrogénico se ha empleado el estradiol-178 (E,)
(Calbiochem). Se preparé una solucién stock en etanol a una concentracién de 1
mM. La concentracién final de etanol en los cultivos no superé 0.1%.

Reactivos para test de sulforrodamina-B

La tincién de la monocapa celular se llevé a cabo tras la fijaciéon de las
células con tricloroacético (Merck, Alemania) y su posterior tincién con una
solucién 0.4% de sulforrodamina-B (Sigma) en 1% de acido acético (Merck)

Reactivos para receptores hormonales

Se han empleado los kits (Abbott ER y PgR-EIA) de determinacién
inmunolégica, en citosol, de las concentraciones de receptores de estrégenos y
progesterona (Abbott Diagnostic, MI, USA).

Reactivos para pS2

Para la cuantificacién de los contenidos en el medio de cultivo extracelular

de la proteina pS2 se ha utilizado el kit comercial ELSA-PS2 (CIS Bio

International, Gif-sur-Yvette, Francia).
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Reactivos para cuantificacién de proteinas

La cuantificacién de proteinas tisulares, citosélicas y del medio de cultivo

celular se efectué mediante la técnica y reactivos del BioRad Protein Assay.
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4. LINEA CELULAR

Se ha empleado en este trabajo la linea celular denominada MCF7
adaptada al cultivo en monocapa. Es de origen tumoral y fue obtenida en 1.973
(Soule, 1973) a partir de un derrame pleural metastasico de una enferma afecta
de adenocarcinoma mamario. Su gran difusién como modelo experimental de
cancer de mama puede ser atribuido a que se trata de la primera linea celular
documentada como receptor estrogénico positivo (Horwitz, 1978) que responde

con cambios metabdlicos y estructurales a la accién de los estrégenos (Lippman,
1975).

La linea celular MCF7 presenta, ademas, receptores especificos para otros
agentes hormonales, entre los cuales se citan: andrégenos, progestagenos,
glucocorticoides, vitamina D3, hormonas tiroideas, prolactina, insulina y

calcitonina y factores estimuladores del crecimiento celular (Lippman, 1986).

La cepa utilizada en este trabajo ha sido la MCF7 BUS cedidas por el Dr.
C. Sonnenschein (Tufts University, Boston, USA) quien las cloné como C,MCEF7
a partir del pase 173 de la MCF7 original cedida por el Dr. McGrath de la

Michigan Cancer Foundation; se emplearon en los pases 95 a 105 tras el clonaje.
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5. MATERIAL DE USO GENERAL
5.1. INSTRUMENTACION Y MATERIAL FUNGIBLE
Pipetas automaticas

Para la manipulacién de los medios de cultivo se han utilizado pipetas con
succién y expulsion automaética del fluido de la marca Tecnomar (Zurich, Suiza)
modelo R301. También se emplearon pipetas de volumen variable de 20-100 ul,
modelo Microtransferpettor Digital Brand para la prepacion de las muestras y la

realizacién de los ensayos bioquimicos.

Balanza de precisién

Se han utilizado indistintamente dos balanzas de precisién Mettler 3000
y H 35-AR, capaces de alcanzar la centésima y décima de miligramo,
respectivamente.

pHmetro

El pHmetro utilizado para la valoracién del pH en las distintas fases de los
ensayos fue suministrado por la firma Orion Research modelo 501, cuya precisiéon
se estima en 0.01 unidades de pH.

Bafo termostatizado

Para el calentamiento de liquidos se utilizé un bafio termostatizado de 15

| de capacidad. El termostato del que consta permite la graduacion de la

temperatura en un intervalo de 0 a 100°C.
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Camara frigorifica

Las experiencias que requerian baja temperatura para su realizacién asi
como el almacenamiento correcto de los reactivos y tampones utilizados, obligaron
al empleo de una cdmara frigorifica con un sistema automatico de termostatizacién

que mantiene la temperatura constante a 4°C.

Congeladores

El almacenamiento de las muestras de saliva previo a su anélisis, se ha
realizado en un congelador, marca Bru, tipo arcén, capaz de alcanzar la
temperatura de -20 °C.

Estufa de alta temperatura

Se ha empleado una estufa P-Selecta con termostato y selector de

temperatura que permite alcanzar hasta 250°C.
Pipetas desechables

Las pipetas empledas rutinariamente en la manipulacién de los cultivos han
sido de plastico de un solo uso, empaquetadas individualmente, estériles, y con
capacidad de 1, 2,5 y 10 cc. Fueron suministradas por Costar y corresponden a
los nimeros de referencia 4011, 4051 y 4101 respectivamente. Eventualmente
se han utilizado pipetas de vidrio, esterilizables en autoclave cuyos volimenes

corresponden a los descritos para las de plastico.

También se han usado pipetas tipo Pasteur, de vidrio, Labclinics PPV/9 y

PPV/6 que tras taponarse con algodén fueron esterilizadas y almacenadas.
Filtros

Para esterilizar pequefios volimenes de medio de cultivo, salivas, suero o
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soluciones, hemos contado con filtros de un solo uso tipo Watman n°41 de 9 cm.
de didmetro y Millipore HAWr 02500 con membrana porosa de 0.22 um, y HA
de 0,45 p.

Tratamiento estadistico de los datos

Se han utilizado los siguientes métodos:
1. Descriptivos: Media Aritmética, desviaciéon estandar y porcentajes
2. Analiticos: Test de Student para muestras independientes, Analisis de

la varianza y comparaciones multiples segiin método de Student-Newman-Keuls.

El programa estadistico utilizado ha sido el SPSS-PC v.4.0 (SPSS Inc,
Illinois, Michigan, EEUU).

Los datos a los que se aplicé el programa estadistico fueron introducidos
por duplicado. La comparacién de las bases de datos creadas permitié obviar los
errores de entrada.

Tratamiento de textos. Representaciones graficas

La confeccién y edicién del presente trabajo se ha hecho mediante el uso
del procesador de textos WORD PERFECT en sus versiones 5.1 y 6.1. El programa
de gréficos utilizado ha sido el Slide Writer Plus v. 3.0.

5.2. REACTIVOS

Productos quimicos

Se han utilizado: Acido Clorhidrico, Bicarbonato Sédico, e Hidrdxido

Sédico para anélisis de Merck.
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6. IDENTIFICACION DE LA POBLACION

Un total de 18 adultos sanos voluntarios con edades comprendidas entre
20-24 afios, 9 hombres y 9 mujeres configuran nuestra serie. Han colaborado

estudiantes de Cuarto Curso de Odontologia en el estudio.

Se les informé del objeto de la investigacién y que tanto la técnica como
el material a utilizar son aceptados clinicamente para el sellado de fisuras. No se

trataba, por tanto, de ningin procedimiento experimental.

En todos los casos, se realizé una exploraciéon previa de la boca de los
sujetos, desechandose aquellos a los que por presentar caries u obturaciones
previas no pudieran realizarse un total de 12 sellados: 4 en molares y 8 en
premolares. También fueron excluidos los que presentaban obturaciones previas

con resina compuesta.
La cantidad media de sellador empleado por individuo fue de 50 mg.

Se ha incluido también en el trabajo a dos personas que presentaban
selladores previamente, y que han sido identificados con los n® 19 y 20 . El 19
presentaba originalmente un molar sellado, y se sometié a la aplicacién de 12
nuevos selladores procediendose a la toma de saliva en los momentos adecuados
en funcién del disefio experimental del estudio. El 20, constituye una observacién
puntual de una muestra de saliva en un individio que recibi6 4 selladores tres afnos

antes.
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METODOS

1. METODOLOGIA CROMATOGRAFICA

1.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA RESOLUCION

Se ha trabajado con un cromatégrafo Konik (cromatégrafo A) de inyeccién
manual, y un Perkin-Elmer (cromatégrafo B) de inyecciéon automatica, descritos

previamente en el apartado de "Material".

Las condiciones de trabajo se especifican a continuacién:

Columna: C-18

Flujo: 1 ml/min.

Detector: UV a 280 nm.

Solventes: * Fase A: Acetonitrilo/Agua: 1/1 (v/v)

* Fase B: Acetonitrilo
Trabajo en gradiente
Gas desgasificador:  Helio
Temperatura: Ambiente (25 °C)

Volumen de inyeccién: 20 ul
El programa de gradiente utilizado se recoge en la tabla II:

Tabla II: Gradiente HPLC.

Tiempo Fase A Fase B Flujo
(min) (%) (%) (ml/min)
0 100 0 1
15 0 100 1

17 100 0 1
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Tiempo total de cromatograma 17 minutos.

1.2. CROMATOGRAFIA DE GASES-ESPECTOMETRIA DE MASAS

Las disoluciones patrén de 10° M/l en metanol de cada uno de los

productos, se utilizan previa dilucién hasta la concentracién adecuada para el

analisis de identificacion por espectrometria de masas. El cromatégrafo de gases

utilizado ha sido un Carlo Erba Fisons 8000 unido a un espectémetro de masas

Platform Fisons VG. Este estudio se ha realizado con la colaboracién de los

Servicios Técnicos Centrales de la Universidad de Granada.

Las condiciones de trabajo se especifican a continuacién:

Columna capilar:
Temperatura del inyector:
T? de la fuente de iones:
Gradiente de T? :

Gas portador:
Flujo:

Volumen de inyeccién:

15 m metilsilicona OV-P
240°C

200°C

T2 infcial (2 )smws 80°C
T? final............... 320°C
Rampa de T?: 10°C/minuto
He

1,2 ml/min.

0,2 ul.

1.3. ANALISIS CUALITATIVO DEL BisFENOL A'Y OLIGOMEROS

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

Bajo las condiciones de trabajo descritas, se han analizado disoluciones en

etanol, a partir de concentraciones 10 M, de los siguientes productos:

* Bis-fenol A (BFA)

* Etoxilato de bisfenol A (EBFA)
* Propoxilato de bisfenol A (PBFA)
* Diglicidil Eter de bisfenol A (BADGE)
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* Dimetacrilato del diglicidileter de bisfenol A (BisGMA)
* Dimetacrilato de bisfenol A (BisDMA)

Los tiempos de retencién medios relativos de dichos productos en los

cromatégrafos utilizados quedan reflejados en la tabla III.

Tabla III: Tiempos de retencién relativos en HPLC.

Producto Cromatégrafo A Cromatégrafo B
(Trxo) (Trxo)
BFA 2,76x0,16 2,00+0,068
EBFA 3,86+0,12 2,73x0,19
PBFA 5,24%0,15 3,83+0,039
BADGE 7,10£0,24 9,61%0,57
BisGMA 7,60£0,24 10,16%0,58
BisDMA 10,30+0,10 11,86+0,36

Las figuras 1, 2, 3, 4,5 y 6 corresponden a cromatogramas de los patrones
puros, es decir BFA, EBFA, PBFA, BADGE, BisGMA, BisDMA.
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BFA

i
. ]
\

—
0 Tiempo (min.)

15

Figura 1: Cromatograma de una disolucién 10* de BFA.

e EBFA

0 Tiempo (min.)

Figura 2: Cromatograma de una disolucién 10 de EBFA.



MATERIAL Y METODOS

85

PBFA

1
0 Tiempo (min.) 15

Figura 3: Cromatograma de una disolucién 10 de PBFA.

BADGE

r !
0 Tiempo (min.) 15

Figura 4: Cromatograma de una disolucién 10* de BADGE.
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BisGMA

l
0 Tiempo (min.) 15

Figura 5: Cromatograma de una disolucién 10 de BisGMA.

BisDMA

| 1

|
) A ’ U] !
S \ I

f

1
0 Tiempo (min.) 15

Figura 6: Cromatograma de una disolucién 10 de BisDMA.
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Cromatografia de gases-Espectometria de masas

Los tiempos de retencién obtenidos en las condiciones anteriormente

descritas para cada uno de los patrones se recogen en la tabla IV.

Tabla IV: Tiempos de retencién relativos en C.G/E.M.

Producto Tiempo de Desviacién

Retencién (Tr) Estandar (o)
BFA 21,10 +0,20
EBFA 23,90 =0,15
PBFA 27,17 +0,20
BADGE 27,78 =0,30
BisGMA 22,80 +0,20
BisDMA 26,56 0,20

Los espectros de los patrones puros estudiados corresponden a las figuras
7al2.
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Etoxilato de bisfenol A
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Propoxilato de BA
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Glicilmetacrilato BA
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1.4. ANALISIS CUANTITATIVO DEL BISFENOL A Y OLIGOMEROS

Cromatografia Liquida de Alta Resolucién

a) Reproducibilidad del método cromatogréfico

A partir de la disolucién patrén 10° M en etanol de cada uno de los
productos, se prepararon disoluciones de 10* M y se inyectaron 20 ul , en las
condiciones de trabajo establecidas, para determinar el drea conrrespondiente a
cada uno de estos analisis. Las tablas V y VI recogen los valores relativos a los 10
ensayos concordantes en cada uno de los cromatégrafos empledos, asi como el

tratamiento estadistico realizado a los datos.

Tabla V: Area media y desviacién estandar obtenidas en

cromatdgrafo A para disoluciones 10* M de cada producto.

PRODUCTO AREA MEDIA  DESV.ESTANDAR

BFA 411.180 +34.397
EBFA 1,244.425 +21.974
PBFA 2.232.760 +178.564

BADGE 1.523.300 +139.358
BisGMA 1.415.260 +72.790

BisDMA 4.423.200 +255.972
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Tabla VI: Area media y desviacién estandar obtenidas en

cromatégrafo B para disoluciones 10* M de cada producto.

PRODUCTO AREA MEDIA  DESV..ESTANDAR
BFA 48.371.127 +3.869.669
EBFA - 17.747.758 +1.419.820
) PBFA 17.954.310 +1.256.801
( BADGE 13.386.238 +1.204.761
BisGMA 11.535.483 +546.142
BisDMA 4.075.292 +203.764

b) Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacién

Mac Dougall y col. (1980), propusieron una serie de normas para la
adquisicién y evaluacion de datos analiticos y definieron dos conceptos analiticos

diferenciados, como son: limite de deteccién y limite de cuantificacién.

Limite de deteccién: se define como un nimero expresado en unidades
de concentracién (o cantidad), que describe el mas bajo nivel de concentracién (o
cantidad) de un elemento que un analista puede determinar, estableciendo
diferencias estadisticas respecto al ensayo en blanco, realizado en las mismas
condiciones (Long y col.,, 1983). Para establecer el limite de deteccién,
normalmente hay que realizar unas medidas en blanco. La media del valor de la

respuesta del blanco, Xj, se puede calcular de acuerdo con la expresién

Z X,
XB o er——
nB
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v la desviacién estdndar

z (XBj - XB)2

(nB - 1)

La [UPAC y los autores anteriormente citados consideran que un valor de
nB igual a 0O, es adecuado para establecer la desviacién estdndar. De otra parte,

para definir el limite de deteccién en oncentraciones (C), la IUPAC establece:
X, =Xz + Kog

Si K=3, el nivel de confianza establecido estadisticamente es del orden del
99,86%. Por tanto un valor K de 3, sera el que utilicemos para el cilculo de los

limites de deteccién en este capitulo.

Limite de cuantificacion: el criterio que se debe seguir para establecer el
limite de cuantificacién, nos lleva a situar la regién de cuantificacién, claramente
por encima del limite de deteccién. Siguiendo las definiciones, el limite de
cuantificacién, estd localizado por encima de la media del blanco de acuerdo con

la expresion.
St-Sb>Kq.o
Se recomienda que Kq sea igual a 10. Donde St (o senal apreciable) sera:
St> (Sb+ 10 0)

Todo lo dicho hasta el momento, se puede expresar graficamente en la figura 13.
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Senal del Analito

Cero Sd Sb
Analito no Region de Region de
detectado deteccién cuantificacién
Cero Sb Sb+30 Sb+100
Limite de detecccion Limite de cuantificacién

Senal total
Figura 13: El limite de deteccién est4 localizado 30 sobre la medida del blanco. El

limite de cuantificacién es de 100 sobre el blanco. Estos son los criterios

minimos que recomiendan los autores citados.

En resumen este esquema corresponde a los criterios que se han seguido

para establecer los limites de deteccién y cuantificacién.

Regiones de las medidas del analito:

Sen | anali X
< 30 -> analito no detectado
30al0c -> regién de deteccion
> 100 -> regién de cuantificacién

La aplicacion de estos criterios al analisis de los oligémeros constituyentes
de las resinas compuestas por HPLC-Detector ultravioleta, han permitido
determinar para cada uno de ellos, los limites de deteccién y cuantificacién en las
condiciones de trabajo ya definidas y de acuerdo con la realizacién de diez

medidas concordantes, para cada uno de los productos analizados.
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Las dreas que se han tomado para definir los limites de deteccién de los

monémeros corresponden al valor 30.

La tabla VII corresponde a los limites de deteccién para el cromatdgrafo A,

expresandose el area limite y su concentracién correspondiente.

Xg+30=X,

Tabla VII: Limites de deteccién para el cromatégrafo A.

Producto Area Concentracién

Limite (X) Limite (ug/ml)
BFA 24.600 1,80
EBFA 219.740 0,40
PBFA 183.120 1,70
BADGE 120.492 9,10
BisGMA 10.830 0,30
BisDMA 795.726 0,40

Limite de cuantificacién: siguiendo el criterio antes enunciado, para
establecer el limite de cuantificacién y de nuevo considerando que el area minima
debe corresponder a 10 veces la desviacién estandar del blanco, después de realizar
10 medidas concordantes, en la tabla VIII se recogen los limites de cuantificacién

de cada uno de los productos en el cromatégrafo A.



MATERIAL Y METODOS

99

Tabla VIII: Limites de cuantificacién para el cromatdgrafo A.

Producto Area Concentracién

Cuantificable Limite (ug/ml)
BFA 94.131 2,28
EBFA 369.000 0,50
PBFA 253.937 3,40
BADGE 330.927 10,20
BisGMA 33.178 0,54
BisDMA 1.287.725 0,80

¢). Célculo de las curvas de calibrado

A partir de la disolucién patrén 10 M de cada uno de los productos se han

preparado disoluciones de concentracién variable segin la respuesta del

cromatoégrafo a la sustancia en cuestion. Se inyectan de cada una de ellas 20 ul en

el HPLC y en las condiciones de trabajo descritas, y una vez obtenidas 10 medidas

concordantes para cada una de las concentraciones y el tiempo de retencién

relativo correspondiente a cada sustancia, se deducen las curvas de calibrado que

permitiran la posterior cuantificacién en los analisis. Las tablas IX a XIV describen

los datos relativos al cromatégrafo A.
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Tabla IX: Calibracién para el BFA.

Concentracion Area Media Desviacion
(M) Estandar
103 3.179.933 +170.826
10* - - 411.180 +34.397
107 94.131 +8.200
10°¢ N.S.
BFA
3.50 r
T
2.80 r
a
2 2.10
s =
L=
<\./
1.40

0.70 3,111 10%x + 71423

0'00 1 1 1 e |
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
(E-3)

Conc (M/1)

Figura 14: Curva de calibrado y ecuacién de la recta para BFA.
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Tabla X: Calibracién para el EBFA

Concentracién Area Media Desviacion
(M) Estandar
10 17.187.000 +134.350
2x10* 4.227.700 +292.855
10 1.244.425 +21.974
10° 960.925 +141.951
2x10°¢ 410.264 +123.974
EBFA
18.00 r
14.40
S 1080 F
< =
==
==
-~
720
¥
3.60 y = 1744 10 x + 351794
+
0.00 3 L k. 1 1 J
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
(E-3)
CONC (M/1)

Figura 15: Curva de calibrado y ecuacién de la recta para EBFA.
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Tabla XI: Calibracién para el PBFA.

Concentracion Area Media Desviacion
(M) Estandar
1023 41.708.000 +978.636
2x10* 6.411.100 +227.065
10* 2.232.760 +178.564
10° 253.937 +61.040
PBFA
42.00 r
33.60
)
=
2 2520 r
< =
=
=2
16.80
y = 4296 109 x - 1492319
8.40
0.00 = = ; : !
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

E-3
Conc (M/1) 8-3)

Figura 16: Curva de calibrado y ecuacién de la recta para PBFA.
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Tabla XII: Calibracién para el BADGE.

Concentracion Area Media Desviacion
(M) Estandar
103 4.662.700 +632.400
5x10* 2.459.950 +480.425
2,5x10* 1.523.300 +139.358
6,2x107° 347.370 +94.063
3,1x10° 290.760 +40.164
BADGE
Sr I
4 -
a
S 3r
& =
]
< S
2 -
y = 4519 10° x + 190475
1
0 1 1 1 1 J
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Conc (M/1) AE=2)

Figura 17: Curva de calibrado y ecuacién de la recta para BADGE.
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Tabla XIII: Calibracién para el BisGMA.

Concentracion Area Media Desviacion
(M) Estandar
103 17.975.500 +28.991
10 1.415.260 +72.790
107 369.600 +79.111
10 33.178 +1.083
BisGMA
18.00 r
1440
=
2 1080 |
< =
o=
B
720
360 F y = 1719 10% x - 49423
0.00 ' - : .
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
(E-3)

Conc (M/1)

Figura 18: Curva de calibrado y ecuacién de la recta para BisGMA.
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Tabla XIV: Calibracién para el BisDMA.

Concentracién Area Media Desviacion

(M) Estandar

107 25.840.000 +240.303

10* - g 4.423.200 +255.972

) 10° 1.552.967 +265.242

’ 10 N.S.
BisDMA
26.00

20.80

T

15.60

Area
(Millions)

T

10.40

y = 2.423 107 x + 1838803

5.20

1 1 1 |

0.00
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00

Conc (M/1) (88}

Figura 19: Curva de calibrado y ecuacién de la recta para BisDMA.



MATERIAL Y METODOS 106

d). Linealidad del detector UV

En la tabla XV se muestran las ecuaciones de la recta de calibrado para
cada producto, asi como el coeficiente de correlacién correspondiente en el

cromatégrafo A.

Tabla XV: Ecuaciones de las rectas de calibrado.

Producto Ecuacién de la Recta Rval
(y=apx+a,) ()
BFA y=3,111 10°x+71423 0,999
EBFA y=1,744 10'°%x+351794 0,997
PBFA y=4,296 10'°x-1492319 0,998
BADGE y=4,519 10°x+ 190475 0,997
BisGMA y=1,719 10'°x-49423 0,999
BisDMA y=2,423 10'°x+ 1638803 0,999

e). Comprobacién de la exactitud de la técnica cromatogréfica

Para la comprobacién de la exactitud de la técnica analitica por HPLC, se
ha aplicado el célculo estadistico a partir de una solucién patrén de los productos
objeto de estudio en unas concentraciones intermedias dentro de la recta de
calibrado. La exactitud en el método, ha sido estudiada a partir de diez
determinaciones de esta solucién en las mismas condiciones y expresada como
porcentaje de recuperacion. La concentracién encontrada para cada producto
estudiado, representa la media de los factores obtenidos en las diez
determinaciones. Estas concentraciones se calculan a partir del area del pico de

cada compuesto estudiado en el cromatograma, y del factor de respuesta medio de
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cada uno de ellos.

El factor de respuesta se define como la relaciéon entre la concentracién de

la muestra procesada y el 4rea de pico que registra el cromatégrafo.

Concentracién (ug/ml)

iFRabsoluto =
Area de pico

Este factor de respuesta, no se ve afectado ni por cambios en las cantidades
o concentraciones de los componentes investigados ni por la presencia o ausencia
de otras moléculas no estudiadas.

Otros parametros representativos de la precisién del método, son la
desviacién estandar (D.E. 6 0,,), la desviacién media o error estaindar (D.M. 6 o

w)» €l error relativo (E.R.) y el coeficiente de variacién sobre el valor medio (C.V.).

Desviacién estandar: (D.E. 66 ,,) = (¥ (x-x)*/n-1)"

Error estindar: (E.E.60,) =

Error relativo (%): E.R.= — . 100

=l

Coeficiente de Variacién (C.V.): CV.= . 100

=

Estas medidas de dispersién dan idea de la distribucién de los datos de un

analisis. Para un intervalo del 95% de confianza, el verdadero valor medio con un
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95% de probabilidad, se encontrara entre los limites:
p

A continuacién se detalla la comprobacién de la exactitud de la técnica
analitica propuesta para cada uno de los productos objeto de estudio, tablas XVI
a XXI para el cromatégrafo A.

Tabla XVI: Comprobacién de la exactitud de la técnica para el BFA.

Concentracion real (ug/ml) 22,8 pg/ml
Factor de respuesta medio (FR,,) 5,54x 107
Concentracién media encontrada (ug/ml) 21,8 ug/ml
Recuperacién (%) 95,65 %
Desviacién estandar (D.E.) + 0,37
Coeficiente de variacién (C.V.%) 0,17
Error estindar (E.E.) 0,30
Error relativo (E.R.) 2,74

Zntom't 21,8 £ 0,60
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Tabla XVII: Comprobacién de la exactitud de la técnica para el EBFA.

Concentracién real (ug/ml)

Factor de respuesta medio (FR,,)
Concentracién media encontrada (ug/ml)
Recuperacién (%)

Desviacion estindar (D.E.)

Coeficiente de variacién (C.V.%)

Error estindar (E.E.)

Error relativo (E.R.)

X, +0,.t

31,6 ug/ml
2,53 x 107
31,6 ug/ml
100,2 %
+ 0,66
2,13
0,54
3,4
31,6 = 1,07

Tabla XVIII: Comprobacién de la exactitud de la técnica para el PBFA.

Concentracién r'eal (ug/ml)

Factor de respuesta medio (FR,)
Concentracién media encontrada (ug/ml)
Recuperacién (%)

Desviacién estindar (D.E.)

Coeficiente de variacién (C.V.%)

Error estindar (E.E.)

Error relativo (E.R.)

Xp =0, .t

34,4 ug/ml
1,54 x 107
34,33 pg/ml
99,8 %

+ 2,73
7,95
2,44
13,86
34,33 + 4,76
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Tabla XIX: Comprobacién de la exactitud de la técnica para el BADGE.

Concentracién real (ug/ml) 85 ug/ml
Factor de respuesta medio (FR,,) 5,57 x 107
Concentracién media encontrada (ug/ml) 82,71 ug/ml
Recuperacién (%) 97,3 %
Desviacion estindar (D.E.) +5,73
Coeficiente de variacién (C.V.%) 6,93

2 Error estindar (E.E.) 4,68
Error relativo (E.R.) ‘ 11,02
Rpt 0.t 82,71 £ 9,12

Tabla XX: Comprobacién de la exactitud de la técnica para el BisGMA.

Concentracién real (ug/ml) 51,2 pg/ml
Factor de respuesta medio (FR,) 3,61 x 107
Concentracién media encontrada (ug/ml) 51,09 pg/ml
Recuperacién (%) 99,7 %
Desviacién estandar (D.E.) + 2,62
Coeficiente de variacién (C.V.%) 5,38
Error estindar (E.E.) 2,35
Error relativo (E.R.) 8,96

X,*0,.t 51,09 £+ 4,58
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Tabla XXI: Comprobacién de la exactitud de la técnica para el BisDMA.

Concentracién real (ug/ml)

Factor de respuesta medio (FR,)
Concentracién media encontrada (ug/ml)
Recuperacién (%)

Desviacién estindar (D.E.)

Coeficiente de variacién (C.V.%)

Error estindar (E.E.)

Error relativo (E.R.)

X £ O . t

36,4 pug/ml
8,20 x 10°
36,26 ug/ml

99,6 %

+ 1,48
4,09
1,21
6,52

36,26 = 2,36
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2. METODOLOGIA ODONTOLOGICA

2.1. COMPOSITES Y SELLADORES. PREPARACION DE LAS
MUESTRAS

Se preparan muestras de 100 mg, de cada uno de los composites y de 50
mg en el caso del sellador. La preparacién de cada muestra difiere segtn se trate
de una muestra polimerizada o sin polimerizar. En todos los casos, la muestra se

ha mantenido hasta su andlisis protegida de la luz en viales de vidrio topacio.
Preparacion de muestras sin polimerizar

La muestra, una vez pesada, se trasvasa cuidadosamente al vial apropiado,
donde se afiade 1 ml. de agua destilada de pH préximo a 7. Tras agitado vigoroso,

se deja decantar.
Preparacion de muestras polimerizadas

Tras el pesado del material, el composite se introduce en un pequefio
cilindro de vidrio en el que se compacta para obtener esa forma geométrica. El
proceso de compactacién se realiza situando el cilindro sobre una placa de Petri
de caracteristicas descritas en “Material”. Inmediatamente se realiza la
polimerizacion situando la boquilla de la [ampara en intimo contacto con la cara
opuesta del vidrio sobre el que se ha situado el cilindro. De esta manera se

controlan los siguientes factores:

1. Forma geométrica de las muestras
2. Semejanza en el area de polimerizacion

3. Constancia en la distancia del foco de luz a la muestra

Estas variables influyen en la calidad de la reaccién de polimerizacién, y

por tanto, en el porcentaje de conversién del monémero en polimero.
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La muestra se extrae del cilindro mediante presion y se trasvasa al vial para

continuar el analisis.

En el caso del sellador de fisuras, se pesa directamente sobre el vial

transparente, polimerizdndose a continuacién.

Seguidamente, en todos los casos, se adiciona 1 ml de agua destilada, y tras

agitacion vigorosa, se deja decantar.

2.2. ESTUDIO DE PRESENCIA DE MONOMEROS EN SALIVA
RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Técnica clinica de aplicacién de sellador de fisuras

Una vez que fue elegido el grupo de pacientes colaboradores en el estudio,

se procedié a la aplicaciéon del sellador de fisuras.

En todos los casos la aplicacién del sellador la realizé un tnico operador
acompanado siempre de la misma auxiliar. Ya que se ha demostrado que no influye
el tipo de aislamiento en la retencién del sellador (Llodra, 1995), se procedié a
colocar aislamiento relativo mediante rollos de algodén. La técnica clinica de
colocacién del sellador fue la recomendada por el fabricante, y se describe a

continuacion:

- Limpieza de la superficie oclusal de las piezas del cuadrante a sellar
mediante cepillo de profilaxis y pasta de piedra pémez.

- Exploracién del sistema de surcos con sonda

- Aislamiento del cuadrante mediante rollos de algodén. Secado de las
superficies oclusales.
Aplicacién de acido ortofosférico al 35% durante 30 seg.; lavado y secado.
Colocacién de nuevos rollos de algodén. Secado de la superficie.

- Aplicacién del sellador en la superficie oclusal.
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- Fotopolimerizado durante 20 seg. manteniendo el foco luminoso a I mm.
de distancia.

- Comprobacién con sonda del completo recubrimiento de la superficie de
la pieza.

- Chequeo oclusal.
Recogida de las muestras de saliva
La recogida de saliva se programé en tres fases:

a. En la hora previa a la colocacién de los selladores
b. Tras la colocacién de los selladores
c. A los seis meses de su aplicacién

La recoleccion de la saliva se realizé en recipientes de vidrio de boca ancha

para facilitar el procedimiento.

Durante 60 minutos, el paciente deposité la saliva en el contenedor al que
previamente se habian afadido 5 ml de etanol para evitar el deterioro inmediato
de la muestra. Este tiempo de recogida aseguraba el conseguir una cantidad
suficiente de muestra, sin necesidad de recurrir a la estimulacién de la secreccién
con productos quimicos (Baker y col., 1988)que podrian interferir en los anélisis

posteriores.
Preparaciéon de la muestra de saliva

Las muestras de saliva, antes de almacenarlas, se filtraron a través de filtro
de diferentes tamanos. En primer lugar, la solucién hidro-alcoholica de la muestra
se filtr6 con ayuda de vacio por papel de celulosa Watman n°® 41. Como
alternativa, este primer proceso se puede sustituir por una centrifugacién a 3000
rpm x 5'. A continuacién se filtré por Milipore de 0,45 y .de 0,22 um de didmetro.
En estas condiciones las muestras se conservaron hasta su analisis congeladas a -
20°C.



MATERIAL Y METODOS 15

Analisis de las muestras de saliva

Las muestras congeladas se dejaron a temperatura ambiente en el
laboratorio hasta su total licuaciéon. Se inyectaron en el cromatégrafo alicuotas de
20 ul, bajo las condiciones de trabajo descritas en el apartado “Método” para el

analisis de las resinas compuestas. La confirmacién de la presencia de monémeros
se realiz6 mediante CG/EM.

- Preparacién de las muestras de saliva para el ensayo E-SCREEN

Las muestras de saliva tras ser descongeladas a temperatura ambiente, se
volvieron a filtrar a través de filtro Millipore de 0,22 um. A continuacién se
realizaron diluciones en medio de cultivo a concentraciones 1/10 y 1/50 para
comprobar el efecto proliferativo en el test E-SCREEN.
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3. METODOLOGIA BIOLOGICA
Medios de cultivo

Para su mantenimiento las células MCF7 se cultivaron en monocapa,
utilizando cajas T-25 y T-75 de poliestireno especialmente tratado que contenfan
medios MEM o DME suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS).

La regulacién del pH del medio se efectué utilizando como tampén

CO;HNa y HEPES a concentraciones finales de 4,2 ul y 20 mM respectivamente.

En algunos casos, no rutinariamente, se procedié a la adiciéon al medio de
cultivo de penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 ug/ml y gentamicina 40

mcg/ml, con el objeto de prevenir y evitar el crecimiento bacteriano.

Los medios, una vez preparados, se reesterilizaron mediante su paso a

través de unidades de filtraciéon con filtros de 0.22 um de tamano de poro.
Preparacion del suero libre de estré6genos

Para el cultivo celular en medio libre de estrégenos, ademas del empleo de
medio DME libre de rojo fenol (DME-RF), se utilizé suero humano desprovisto
de estrégenos mediante la técnica del carbén dextrano. De forma resumida la

metodologia a seguir fue:

1. Preparacién de una disolucién de carbén activo 5% en agua estéril.
Agitacion.
Centrifugacién a 500 rpm durante 5 min.
Aspiracién del sobrenadante y repeticién del proceso de lavado por
triplicado.

4. Adicién de dextrano T-70, 0.5% al “pellet” de carbén.

5. Resuspension de la mezcla de carbén y dextrano. Agitacién.
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L1,

Centrifugacién durante 10 min. a 2.500 rpm.

Tras aspiracién del sobrenadante, adicién del suero al “pellet” resultante.
Agitacion.

Colocacién en bafio a 37° C, con agitacién continua durante 1 hora.

Centrifugacién a 2.500 rpm durante 10 min.

. Filtracién del sobrenadante sobre filtros de esterilizacion de 0.22 um de

didmetro.
El suero desprovisto de estrégenos endégenos se almacena a -20°C hasta
su uso.

Técnicas de mantenimiento

El subcultivo celular se llevé a cabo cuando el tapiz celular estuvo préximo

a la confluencia. Para ello se procedié al despegue de las células del soporte sobre

el cual estan adheridas, tratindolas con una solucién de Tripsina 0.05% y EDTA

0.025%. Una alicuota de la suspensién celular resultante se pasé a una nueva caja

de cultivo con medio fresco convenientemente preparado. El control del estado del

cultivo celular se realiz6 mediante andlisis periédico utilizando un microscopio

6ptico invertido con contraste de fases.

y col.,

L.

2.
3.

4.

Evaluacion del nimero de células: Método SRB

Se ha empleado la metodologia descrita previamente por Skehan (Skehan
1990), ligeramente modificada (Villalobos y cols., 1995):

El tapiz celular se trata con 4cido tricloro acético al 10%, frio, y se incuba
durante 30 minutos a 4°C grados.

A continuacién se lava con agua destilada y las cajas se dejan secar.

Las células asi fijadas se tinen, durante 15 minutos, con sulforrodamina-B
(SRB) al 0,4% en 4cido acético al 1%.

Se lava el tapiz con acido acético al 1% y de nuevo se dejan secar las

placas.
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S. El colorante fijado sobre las células se solubiliza con una solucién 10 mM

Tris base (pH 10.5) con agitacion suave.

6. Alicuotas de 100 ul son transferidas a placas de 96 pocillos y leidas en un

colorimetro Titertek multiscan (Flow, Irvine, CA, USA) a 492 nm.

La tabla XXII muestra los valores del ensayo de Sulforrodamina-B para una

densidad 6ptica de 492 nm.

Tabla XXII: Ensayo de Sulforrodamina-B
(Densidad 6ptica a 492 nm.)

N° CELULAS

(x10%)

MCF7
O.P.

12,0

25,0

100,0
150,0
200,0
300,0

400,0

0,068+0,002
0,074=+0,001
0,104+0,002
0,163x0,009
0,199+0,007
0,252+0,023
0,309+0,016
0,413%0,021

0,501x0,032
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La figura 20 muestra la curva de calibrado para el test de la

Sulforrodamina-B.

D.0. (492 nm)

0.707

0.561

0.42

0.287

0.147

0.00 T . T T m
0 100 200 300 400
’ (Thousands)
Numero de Celulas

Figura 20: Curva de calibrado de la Sulforrodamina-B.
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Experimentos de proliferacién celular: Test E-SCREEN

El test E-SCREEN se realiz6 siguiendo la metodologia previamente descrita
por Soto y col. (1992) y modificado por Villalobos y col. (1995) De forma

resumida:

1. Aproximadamente 10.000 células se siembran en placas de 24 pocillos en
el medio de cultivo DME+ 10%FBS.
2. Pasadas 24-48 horas de la siembra, una vez que las células se han adherido
- al soporte pléstico, el medio se reemplaza por DME(-RF) suplementado
con 10% de CDHuS.
3. Estradiol-178 o los compuestos a testar por su actividad estrogénica se
anaden sobre el medio de cultivo en las diluciones indicadas en cada caso.
4. El ensayo finaliza a las 144 horas de subcultivo, tras la aspiracién de los
medios y la fijacion de las células para la aplicacion de la técnica de la

sulforrodamina-B.

Siguiendo la metodologia descrita, el crecimiento celular en presencia de
estradiol-178, estimado con la técnica de la sulforrodamina-B, se expresa frente al
crecimiento de grupos celulares no tratados (controles). Cada ensayo queda
estandarizado a un valor de crecimiento 1 para los controles y se expresa la media,
desviacién estdndar y error estandar de la media del incremento del nimero de
células frente al control (Tabla XXIII).

Los valores medios de los resultados obtenidos en las distintas condiciones
experimentales fueron comparadas mediante el test estadistico ¢ de Student. La

significacion estadistica de las diferencias queda indicada en las tablas como +
(p<0,01) y * (p<0,001).

La figura 21 representa graficamente los datos numéricos recogidos en la
tabla XXIII del crecimiento celular relativo para diferentes concentraciones de
estradiol-178 y se incluye el crecimiento de los grupos celulares control, que se

expresan por una linea de puntos en tasa de crecimiento uno.
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Crecimiento relativo

Tabla XXIII: Estradiol-178.

Concentracion 10" 104 104 10°° 10°

Media 1,12 4,93* 6,09* 6,53* 6,61*
Desv. Estaindar 0,12 0,38 0,55 0,27 0,30
Error Estandar 0,06 0,19 0,27 0,13 0,15

0 1 1 —— 1 1
0 le-13 le—-12 le-11 le—10 1e-09
Conc. M/I1
—— Estradiol ——— Control

Figura 21: Crecimiento frente a Estradiol-178 y grupo Control.
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Una vez conocida la tasa maxima de proliferacion celular en el E-SCREEN
para cada compuesto testado, se procede a calcular la eficacia proliferativa relativa
(EPR). Para ello se divide la tasa méxima de proliferacién celular obtenida en cada
compuesto entre la tasa maxima de proliferacién celular obtenida por el estradiol-
178, que se sitta en 6,09+0,55 sobre el control, restando tanto al numerador
como al denominador de esta fracciébn una unidad, valor que representa la
proliferacién registrada en el grupo control. El valor resultante se expresa en tanto

por ciento, estimado el 100% para el estradiol-178.

Igualmente se ha estimado la potencia proliferativa relativa (PPR),
calculada como el cociente entre la concentracién a la que el estradiol-178
presenta su maximo efecto proliferativo y aquella con la que el producto testado
consigue la maxima capacidad proliferativa. El valor resultante se expresa en tanto

por ciento, estimado el 100% para el estradiol-178.
Cuantificaciéon de los receptores de estrégenos y progesterona

La cuantificacién de los receptores de estrégenos (RE) y de progesterona
(RPg) se hizo mediante la metodologia descrita en los kits comerciales ER y PgR
EIA, tras la obtencién de la fraccién soluble del citoplasma de las células MCF7.
El protocolo experimental previo a la determinacién de los receptores hormonales

es el siguiente:

1. Las células se siembran en cajas de cultivo T-25, en medio DME + 5%
FBS.

2. Alas 24 horas, el medio se cambia por DME(-RF)+ 10% CDHuS vy el
estradiol-178 o los compuestos a testar se anaden en el rango de
concentraciones indicado en cada experimento.

3. Tras 72 horas de subcultivo, se elimina el medio por aspiracién y las cajas
se congelan rapidamente en nitrégeno liquido, donde quedan almacenadas
hasta su posterior procesamiento.

4. Tras descongelacién, en el dia del ensayo de receptores, el tapiz celular se

trata con una solucién tampén conteniendo 0.5M KCl, 10 mM fosfato



MATERIAL Y METODOS 123

potasico, 1,5 mM EDTA y ImM monotioglicerol a pH 7,4, durante 30
minutos a 4°C (Maddedu, 1987).
5. El detrito celular se precipita por centrifugacién y 100 ul de la fraccion

soluble se utilizan para la cuantificacién de los receptores hormonales.

Siguiendo este protocolo, la tabla XXIV muestra los resultados obtenidos
en esta experiencia para el estradiol-178 y el grupo control. Se indica el
crecimiento celular, expresado como cantidad de proteina extraida del tapiz
celular, la concentracién bruta de receptor de estrégenos y el cociente entre ambas
magnitudes. Ademds, se indica el porcentaje de variacién de la concentracién de
receptor estrogénico tomando como referencia el 100% para el grupo celular

control.

Los valores medios de los resultados obtenidos en las distintas condiciones
experimentales fueron comparadas mediante el test estadistico ¢ de Student. La

significacion estadistica de las diferencias queda indicada en las tablas como +
(p<0,01) y * (p<0,001).

La figura 22 muestra graficamente los resultados obtenidos en este tipo de

experimentos.

Tabla XXIV: Concentracién de receptor estrogénico (RE) Estradiol-178 y grupo

control.
PRODUCTO [Prot.] RE RE/[Prot.] Variaciéon
[Conc.] (mg/ml) (fmol/ml) (fmol/mg) (%)
CONTROL 1,1+0,1 202,3+15,1 183,9£59,0 100,0
(0]
ESTRADIOL- 1,5+0,1 138,5£7,3 92,6+13,1* 50,4
178

[1 nM]
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Figura 22: Concentracién de receptor estrogénico (RE) Estradiol-178 y
grupo control.

Por lo que se refiere al receptor de progesterona, la tabla XXV muestra los
resultados obtenidos. Se indica el crecimiento celular, expresado como cantidad
de proteina extraida del tapiz celular, la concentracién bruta de receptor de
progesterona y el cociente entre ambas magnitudes. Ademads, se indica el
porcentaje de variacién de la concentracién de receptor de progesterona tomando

como referencia el 100% para el grupo celular control.

Los valores medios de los resultados obtenidos en las distintas condiciones
experimentales fueron comparadas mediante el test estadistico ¢ de Student. La

significacion estadistica de las diferencias queda indicada en la tabla como +
(p<0,01) y *(p<0,001).
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La figura 23 muestra graficamente los resultados obtenidos en este tipo de

EXperimentos.

Tabla XXV: Concentracién de receptores de Progesterona (RPg) en Estradiol-178

v grupo control.

PRODUCTO [Prot] RPg RPg/[Prot.] Yariacion
[Conc.] (mg/ml) {fmol/ml) (fmol/mg) (%)

CONTROL 1,1=0,1 18,0=5.2  16.4%3,0 100,0
[0]
ESTRADIOL-  1,520,1 2297469 133,1=10,5* 900,30

178
[1 nM]

200 —

100 = |

RPp (fmol/mg Prot.)

S8

|:| i =
B cestsdicc [ Control

Fipura 23: Concentracién de receptores de Progesterona (RP'g) en

Estradiol-178 v grupo control.
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Cuantificacién de pS2

Esta proteina es secretada por las células MCF7 por lo que se cuantifica en
el medio de cultivo. En experimentos en los cuales se testa la capacidad
proliferativa de estradiol-178 y otros compuestos estrogénicos se desarrolla el

siguiente protocolo:

El medio extracelular es recogido tras 144 horas de subcultivo.

2. Tras centrifugacién (2.500 rpm/10 minutos) para eliminar las células
despegadas y el detrito celular, alicuotas de los medios se almacenan a -
80°C hasta su procesamiento.

3. Se sigue entonces la metodologia descrita en el kit comercial ELSA-PS2,

una vez efectuadas las diluciones indicadas.

La Tabla XXVI muestra las tasas de crecimiento celular, expresadas en
nimero de células tras 144 horas de subcultivo, y la concentracién de pS2
acumulada en el medio extracelular durante dicho tiempo por las MCF7 en
presencia de estradiol-178. También se recoge la expresién relativa de la
concentracién de la proteina y el nimero celular y el factor de incremento respecto

a grupos celulares control, a los que se asigna un valor de 1.

Los valores medios de los resultados obtenidos en las distintas condiciones
experimentales fueron comparadas mediante el test estadistico ¢ de Student. La
significacién estadistica de las diferencias queda indicada en las tablas como +
(p<0,01) y * (p<0,001).

La figura 24 muestra graficamente los resultados obtenidos en este tipo de

experimentos.



MATERIAL ¥ METODOS 127

Tabla XXVI: Secrecion de pS2 en grupo control v en Estradiol-176.

PRODUCTO ME cdls/poc psd po2/MCéls. Wariacion
[Conc.] (x107) (ng/ml) (ng/10%)
CONTROL 63,214 3.4=+1.1 33,6487 1.0
[0]
ESTRADIOL- 378.5=x11.1 67973 179.4=131* 3.3
178
[1 nM]

pS2 (ngf10" cel.)

B Estrado [T Control

Figura 24: Secrecién de pS2 en grupo conwol v en Estradiol 178,
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Estudios de enlace al receptor estrogénico

En los estudios de afinidad de los diferentes compuestos quimicos al
receptor estrogénico se ha utilizado el receptor hormonal aislado de tutero de ratas
inmaduras. Para ello se ha preparado la fraccién citosélica del homogenizado
tisular de los tteros de rata. Para cada grupo de diez animales se ha procedido en

la siguiente forma: -

1. Extraccion de los tteros, limpieza de grasa y corte en fragmentos de 1 mm
de longitud.

2. Homogenizacién en "poter" de teflén, 4 pulsos de 2 min. en el tampén
adecuado Tris-CIH (50 mM TrisCIH, 0,1 mM EDTA, 10 mM de
molibdato sédico y 1 mM de monotioglicerol, pH=7.4) en bano a 4°C.

3. Ultracentrifugacién en ultracentrifuga Beckman L7-80, a 105.000 g,
durante 1 h a 4°C.

Alicuotas del citosol obtenido son guardadas a -70°C hasta su uso tras
haber cuantificado la concentracién proteica y ajustado ésta en un rango de 2-3
mg/ml de proteina. Previamente al ensayo de competencia se realiza, para cada
lote de uteros, un test de enlace completo para estimar la concentracion de

receptor estrogénico y la constante de afinidad del proceso de enlace.

En los ensayos de cuantificacién del receptor estrogénico se ha empleado
como hormona marcada [2,4,6,7-*H]estradiol-178 con una actividad especifica
103 Bg/mmol de Amersham (Buckinghamshire, Gran Bretana). Las
concentraciones de la hormana marcada se establecieron en el rango 0.5 a 20 nM
y el competidor empleado, estradiol no marcado, se utilizé en un exceso de 300
veces sobre la concentracion de la hormona marcada. La incubacién se llevé a cabo
en el mismo tampén de homogenizacién, a 4°C durante 18 h. Transcurrido este
tiempo se separa la fraccién libre de la ligada mediante la incubacién con una
suspensién de carbén dextrano (0.1 y 0.01%, respectivamente) y centrifugacién
a 3000 g durante 20 min a 4°C. Una alicuota de la fraccién sobrenadante se

cuenta en un contador- durante 5 min.
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El calculo de las afinidades entre la hormona y su receptor se hizo mediante
la estimacién de la capacidad maxima de enlace y la constante de afinidad del

proceso siguiendo el método de Scatchard (Scatchard, 1.990).

Los datos de enlace nos permitieron conocer que la capacidad méaxima de
unién del receptor obtenido a partir del tejido uterino se encuentra en el rango 50
a 70 fmol/mg de proteina citosélica, con una constante de disociacién Kd = 1 nM.
Ademas, permitieron establecer que una concentracién de estradiol marcado en

torno a 2 nM es la éptima para los estudios de competitividad.

El test de competencia de los distintos compuestos quimicos se hizo de

acuerdo con el siguiente protocolo:

1. Alicuotas de 200 wl de citosol se incubaron -4°C, 18 h con una
concentracién constante de estradiol tritiado ajustada a 2 nM vy
concentraciones variables de estradiol-17 no marcado (1 pM a 1 uM) o de

los diferentes compuestos testados en el rango 1 nM a 100 uM.

2. La incubacién se par6 con la adicién de 300 ul de una suspensiéon de
carbén dextrano de las caracteristicas y concentracion indicadas

anteriormente para el ensayo de cuantificacién de receptores.
3. Una alicuota de 400 ul del sobrenadante fue medida en el contador 8.

4. Alicuotas del mismo citosol fueron incubadas en paralelo con idéntico
volumen de tampén, no conteniendo competidor alguno, para la
estimacién de la capacidad maxima de enlace y con una concentracién 1
uM de DES para la estimacion de la fraccion ligada de forma no especifica

por proteinas distintas del receptor estrogénico (Enlaces no especificos).

Los célculos de la afinidad relativa (RBA) de cada compuesto en su unién

al receptor estrogénico son efectuados de acuerdo con el siguiente procedimiento:
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Actividad ligada compuesto X - Enlaces no especificos
RBA = x 100

Actividad ligada estradiol - Enlaces no especificos

Finalmente se representan las concentraciones testadas de cada producto,
incluido el estradiol-178, frente al porcentaje de inhibicion del enlace entre el
receptor y el estradiol tritiado. La estimacién de la concentracién de cada producto

para inhibir el 50% del enlace es expresada como el RBA50%.



RESULTADOS
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RESULTADOS

1. ANALISIS CROMATOGRAFICO DE COMPOSITES Y
SELLADORES

Se han considerado como variables fundamentales del estudio, el pH del

medio y la temperatura. Se ha trabajado apareando las variables.

Valores de pH: 1, 7, 9, y 12, regulados, respectivamente, con disolucion
Normal de CIH, en suspensién en agua destilada, soluciéon saturada de CO;HNa
y disolucién Normal de NaOH. Las temperaturas que se han empleado para cada
uno de los valores de pH han sido 37 °Cy 100 °C. Cuando se trabaja a 37 °C, las
muestras se han mantenido en estufa 24 horas a esta temperatura, mientras que
en los andlisis a 100 °C sélo han permanecido una hora. En consecuencia cada
producto comercial se ha analizado en ocho condiciones fisicoquimicas diferentes,

tanto en el caso de muestras polimerizadas como sin polimerizar.

El analisis cromatogréfico se ha realizado mediante HPLC siguiendo la
metodologia descrita en el capitulo "Método" para los monémeros constituyentes

de las resinas epoxi.
Analisis cuantitativo mediante HPLC

Una alicuota de 20 ul de la disolucién acuosa en contacto con los
composites, una vez filtrada, era inyectada en el cromatégrafo, siguiendo las
condiciones cromatograficas ya descritas. Las tablas XXVII a XLII muestran los
valores medios con las desviaciones estindar de las concentraciones de los distintos
componentes identificados en cada muestra comercial (BFA=Bisfenol A;
EBFA=Etoxilato de BFA; PBFA=Propoxilato de BEA; BADGE= Diglicidileter de
BFA; BisGMA=Glicidilmetacrilato de BFA; BisDMA=Dimetacrilato de BFA).
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Tabla XXVII: Elucién de monémeros en muestras polimerizadas del Composite Brillant

(Xx0).

TEMP. PH COMPUESTO  (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA

37° 1

7

9 0,7+0,6

12 11,3+0,7 - -- 9,4+0,6 22,8+0,6
100° 1 - - - - -

7 . -

9 34,3+x2,0 -- -- -- 18,1+x1,6 3,7x0,5

12 231,1+6,8 -- -- - 8,4+0,6 4,2+04

Tabla XXVIII: Elucién de monémeros en muestras sin polimerizar del Composite Brillant

(Xx0).
TEMP. PH COMPUESTO (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
37° 1 0,3+0,0 -- - = a =
7 0,2+0,0 - -- 1,4+0,1
9 1,0+0,1 -- -- 2,6+0,3
12 9,4+0,6 -- -- 15,4+0,7 37,6x1,6
100° 1 18,7+1,5 - = - -
7 10,8+0,7 - -- 7,4x0,6 -- 0,9+0,3
9 16,8+1,1 -- -- 74,3+x6,1 0,8%0,1 9,5+0,6

12 33,0£2,6 - -- 119,3+8,8 -- 14,6+0,9
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Tabla XXIX: Elucién de monémeros en muestras polimerizadas del Composite Charisma

(Xx0).
TEMP. PH COMPUESTO  (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
37° 1 2,7+0,4 - - 3,6x0,4 4,3+x0,6 3,8+0,6
7 1,4+0,3 -- -- 2,6x04 2,6x0,5 59+04
9 7,6x0,7 -- - 19,715 -- 7,0£0,3
12 19,5£0,5 - -- 8,2+0,3 - .
100° 1 31,9+1,7 -- 30,7+2,3 - 2,6%0,6 --
7 7,5%=0,6 - 81,7+6,9 166,5+16,0 108,079 0,3+0,2
9 11,499 - -- - 2,5+0,6 -
12 55,1%5,0 - 1,1+0,2 - 4,9+0,3 -

Tabla XXX: Elucién de monémeros en muestras sin polimerizar del Composite Charisma

(Xx0).
TEMP. PH COMPUESTO  (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
37° 1 179,5+19,1 - = EE s -

7 1559+17,7 - - -- - -
9 168,2+14,1 -- -- -- -

12 155,3+12,8 -- -- &5 -

100° 1 49,1+7,0 -- - 28,3+x2,1 29,7+x2,4 0,8%+0,3
7 29,2+25,3 -- -- 1,6x1,4 3,7%0,5 -
9 15,3%2,0 - -- 20,3=1,8 311,2=16,7 2,0+0,2

12 121,6+13,6 - = 3,3x0,3 138,1%8,1 --
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Tabla XXXI: Elucién de monémeros en muestras polimerizadas del Composite Pekalux

(xx0).
TEMP. PH COMPUESTO  (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
37° 1 0,8+0,3 - - 51,7+4,4 9,7+0,7 2,8+1,5
7 0,6+0,3 - - 1,4+2,4 -- -
9 0,8+0,3 - - - 2,2+0,2 26,619
12 17,8+2,1 - - 48+0,6 2,1x0,3 114,9+11,8
100° 1 47,8+4,6 - 107,1+10,3 90,2+7,4 95,1x4,6 1,4=0,1
7 24,3+1,8 81,979 31,9+1,8 98,1x6,1 2,2%0,3
9 76,8+4,9 - 18,3+2,8 21,6+0,8 12,4%1,1 -
12 355,1%33,4 - 19,6+2,4 20,014 17,7+0,8 11,25+0,9

Tabla XXXII: Elucién de monémeros en muestras sin polimerizar del Composite Pekalux

(xx0).
TEMP. PH COMPUESTO  (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA

37° 1 5,8+0,6 1:5%+1,3 - 16,6x1,4 -

7 13,2 1,3 4,6x0,5 104=1,1 24,1x2,] - -

9 18,5«1,5 15,809 6,5+0,7 2,6+x0,6 4,8+0,6 -

12 10,719 3,3£0,2 7,6x0,7 12,2+1,2 - -
100° 1 22,1x£1,7 - 5,6£0,6 123,4x12,5 8,0+0,6 -

7 1,3x0,4 - 5404 89=1,0 3,105 -

9 11,9+1,0 2,7+3,3  12,2*0,9 2,3x0,5 0,7%0,6

12 110,0+8,3 - - 21,6x1,6 14,2+x1,0 93,4%=6,1
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Tabla XXXIII: Elucién de monémeros en muestras polimerizadas del Composite Polofil

(X£0).
TEMP. PH COMPUESTO  (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
37° 1 0,7+0,3 - - - - 4,1+0,3
7 0_,8:0,’2 - -- 7,8+0,7
9 2,8+0,2 - -- 2,5+0,4 - 17,8+0,9
] 12 0,6+0,3 -- - 2,9+0,3 - 12,1+0,9
100° 1 - - - - 20,8+1,1 -
7 10,6=1,3 - - - 1,8+0,1
9 24,7+3,1 -- - - 37,3x2,1 1,0+0,2
12 357,3+20,4 -- - -- 3,3+0,1 2,8+0,3

Tabla XXXIV: Elucién de mondmeros en muestras sin polimerizar del Composite Polofil

(Xx0).

TEMP. PH COMPUESTO (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA

37° 1 0,1x0,1 - - - -

7 0,1+0,1 - - 5:5£0;5

9 0,1=0,0 -

12 0,1+0,1 - -- 2,1x0,2 1,5+0,2 3,2+0,3
100° 1 13,7£0,9 -- - 245,3x17,2

7 11,9=0,9 - - 8,8%+0,8 - 0,5+0,1

9 15,4+1,0 - - 10,3=1,0 17,5+0,6 1,4%0,5

12 34,6+2,5 -- -- 12,7+£0,9 21,2+1,2
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Tabla XXXV: Elucién de monémeros en muestras polimerizadas delComposite Silux

(Xx0).
TEMP. PH COMPUESTO  (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
37° 1 0,60,1 1,603 s = -
7 16,5+1,3 1,1£0,2 -- - -
9 5,4%0,2 17,1%1,5 -

100° 1 1,9+0,2
7 10,0+0,8 - 49+0,6
9 18,7+1,5 1,5+0,3
12 47,430 - -- -- -- 7,3+0,6

Tabla XXXVI: Elucién de monémeros en muestras sin polimerizar del Composite Silux

(Xx0).

TEMP. PH COMPUESTO (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA

37° 1 14,8=1,1 30,4%=1,5 - 27,4%2,5

7 169+13,3 19,0=0,9 -- 8,3%x1,3

9 47,5€2,5 20,3%=1,0 - 16,6+1,3

12 16,2+1,0 31,8+1,5 -- 2,9+0,3
100° 1 82,1+59 - -- 6,7x0,7 - 0,1+0,2

7 22,7*1,5 - = = -

9 306,4+24,9 - - 13,3%1,2

12 909,6+47,9 - - 183,0+11,5 257,3+9,1 14,8%+0,9
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Tabla XXXVII: Elucién de monémeros en muestras polimerizadas del Composite Tetric

(Xx0).
TEMP. PH COMPUESTO  (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
87° 1 . 9,7+0,7  8,6+0,4 - 9,8+0,8 1,9+0,4 -
7 12,9+1,0 9,6+0,5 - 9,6+0,8 0,4+0,4 -
9  21,1x1,0 - - 105,1£9,5 1,4+0,4 0,4%0,3
12 116,1+6,0 = - - - -
100°. 1 31,6+2,6 9,1+0,6 - -- 3,1+0,2 -
7 36,2+2,7 13,8+0,7 - 3,3+0,3 -
9 28,303 89,0%4,5 - 161,8+13,5 - 1,5+0,3
12 264,3+14,6 15,2+0,7 -- 5,5+0,5 - 0,3+0,3

Tabla XXXVIII: Elucién de monémeros en muestras sin polimerizar del Composite Tetric

(Xx0).
TEMP. PH COMPUESTO (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
37° 1 1,9+0,4 - - - - -
7 0,0%=0,0 - 13,4%1,2 -- -
9 0,6+0,6 - - 14,1x1,2 - -
12 2,5+0,3 - 14,0+1,2 - -
100° 1 292,9+17,5 - - -- 1,0£0,1 0,2%+0,2
7 380,0+20,7 - 34,6+3,2 36,7x1,4 0,3x0,2
9 721,1+£28,3 -- - - 12,6x0,6 0,3+x0,3
12 321,7%£22,7 - - 3,1+0,3 8,8%x0,6 38,6%1,8
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Tabla XXXIX: Elucién de monémeros en muestras polimerizadas del Composite Z-100

(X%=0).
TEMP. PH COMPUESTO  (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
37° 1 0,3x0,2 - -- 3,4+0,4 - -
7 0,3+0,2 - - - 5,1x0,4 -
9 1,5+0,4 - - 1,5%0,2 - 12,8+0,1
12 9,3+0,6 - - - - 68,3t5,1
100° 1 5,1%0,5 - 166,2+8,5 - 48,9+2,4 -
7 3,1+0,4 - 6,9+0,7 - 14,4+0,7 --
9 2,0=0,1 - 35,9+2,2 - 3L,1%1,5 -
12 20,8=1,6 -- 3,3x0,3 - 16,5+0,7 --

Tabla XL: Elucién de monémeros en muestras y sin polimerizar del Composite Z-100

(X+0).
TEMP. PH COMPUESTO (ug/ml)

BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA

37° 1 21,5%1,6 -- -- -- 204,7x10,3 --

7 24,6x1,7 -- -- 59,5%5,1 -- --

9 37,0=3,0 - - 71,1x6,0 4,5+0,3 -

12 23,3%1,5 -- -- - 44,4+2,6 -

100° 1 6,1x0,6 -- 25,2+2,2 458,7%25,1 - -

7 5,5%+0,5 -- 7,8+£0,6 43,4+3,5 -- -
9 5,7+0,6 - 4,4+0,4 37,2+3,1 -- 0,1+0,2

12 20,3x1,5 -- 3,3x0,4 48,0%=4,5 -- 4,6+0,4
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Tabla XLI: Elucién de monémeros en muestras polimerizadas del Sellador Delton

(X%=0).
TEMP. PH COMPUESTO (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
37° 1 6,5+0,6 39,9+1,2 243,0x17,9 63,7%+4,6 -- -

7 42,8+2,7 83+x0,4 30,7x2,1 309,0+12,9 2,5+0,4 1,8+0,2
9 22,5+1,4 7,404 225+1,6 171,4+90 1,8+0,2 1,3+0,2

12 28,120 4,1+x0,2 19,9+2,1 60,8+4,7 1,2+0,2 0,3+0,3

100° 1 55,7%3,8 - -- -- -
7 9,9+0,8 -- -- 4,8+0,6 11,1+x0,5 4,2+0,3
9 77,449 - - - - 0,1+0,1
12 116,685 8,1+0,6 - -- 1,7£0,4 0,2+0,2

Tabla XLII: Elucién de monémeros en muestras sin polimerizar del Sellador Delton

(Xx0).
TEMP. PH COMPUESTO (ug/ml)
BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
37° 1 0,0=0,1 - - 46,2+3,9 10,1+0,6 -
7 0,4+0,4 - -- 29+0,2 31,3%x1,4 3,4+0,3
9 5,4+0,4 = -- 16,3+x1,3 1,6+0,4 -
12 0,0£0,0 -- -- 15,5=1,4 -
100° 1 15,2+1,2 - 18,8+1,5 1.464,5+59 83,5+4,5 0,4+0,4
7 22,3x1,4 - 28,6=1,8 670,8+33,4753,7£22,9 31,5«1,6
9 10,4+0,6 - - 785,4+31,9785,4+31,9 15,4=0,8

12 252,1x12,8 - 11,0£0,9 1.040,3+43 86,2+3,4 0,4+0,3
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A titulo de ejemplo, las figuras 25 a 32 muestran los cromatogramas
correspondientes al analisis mediante HPLC de las muestras de algunos de los
composites (Brillant, Charisma, Tetric, Z-100, Polofil y Delton) en las diferentes

condiciones de trabajo.

A partir de los tiempos de retencién de cada producto, se han identificado

los monémeros mayoritarios de interés en esta Memoria.
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Figura 25: Cromatograma del composite Brillant polimerizado a 100 °C y pH 9.
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Figura 26: Cromatograma del composite Charisma polimerizado a 100 °Cy pH 7.
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Figura 27: Cromatograma del composite Tetric polimerizado a 37 °Cy pH 9.
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Figura 28: Cromatograma del composite Z-100 polimerizado a1l00°CypH I.
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Figura 29: Cromatograma del composite Charisma sin polimerizar a 100 °Cy pH 9.
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Figura 30: Cromatograma del composite Polofil sin polimerizar a 100 °Cy pH 12.
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Figura 31: Cromatograma del composite Tetric sin polimerizar a 100 °Cy pH 7.
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Figura 32: Cromatograma del composite Delton sin polimerizar a 100 °Cy pH 7.
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Las figuras 33 a 36 corresponden a diagramas de barras en los que
gréficamente se observan las diferencias entre las distintas marcas comerciales en

cuanto a la elucion de BFA desde las muestras.

De igual modo, las figuras 37 a 44 corresponden a los diagramas de barras
elaborados a partir de las tablas XXXI-XXXII y XLI-XLII correspondientes al
composite Pekalux y al sellador Delton. En ellos se observa la liberacién de
monémeros desde muestras de estos productos comerciales en las distintas

condiciones experimentales propuestas en nuestro trabajo.
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Figura 33: Diagrama de barras de elucién de BFA en muestras polimerizadas a 37 *C.
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Figura 34: Diagrama de barras de elucién de BFA en muestras polimerizadas a 100 °C.
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Figura 35: Diagrama de barras de elucién de BFA en muestras sin polimerizar a 37 °C.
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Figura 36: Diagrama de barras de elucién de BFA en mucstras sin polimerizar a 100 °C
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Figura 37: Diagrama de barras con la elucién de monémeros de Pekalux en muestras
polimerizadas a 37 *C.
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Figura 38: Diagrama de barras con la elucién de mondmeros de Pekalux en muestras
polimerizadas a 100 *C.
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Figura 39: Diagrama de barras con la elucion de monémeros de Pekalux en muestras sin
polimerizar a 37 °C.
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Figura 40: Diagrama de barras con la elucién de monémeros de Pekalux en muestras sin
poltmerizar a 100 °C.
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Figura 41: Diagrama de barras con la elucidn de monomeros de Delton en muestras

polimerizadas a 37 °C,
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Figura 42: Diagrama de barras con la elucidn de mondmeros de Delton en muestras

polimerizadas a 100 °C.
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Figura 43: Diagrama de barras con la elucion de monémeros de Delton en muestras sin
polimerizar a 37 *C.
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Figura 44: Diagrama de barras con la elucién de monémeros de Delton en muestras sin
polimerizar a 100 *C.
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Analisis cualitativo mediante CG-EM

La confirmacién de los datos presentados en las tablas XXVII-XLII
referentes a la identificacion de los monémeros eluidos al medio acuoso desde las
muestras de composite, se ha realizado mediante Espectrometria de Masas. La
tabla XLIII corresponde a los resultados obtenidos mediante esta técnica en
relacién con la presencia de monémeros en las distintas marcas comerciales, en

muestras sin polimerizar y a pH 7.

Las figuras 45-47 ilustran, a modo de ejemplo, los resultados de la
aplicacién de la técnica a este tipo de muestras. La 45.a, 46.a y la 47.a
corresponden a los cromatogramas en CG con los monémeros identificados del
composite Charisma, Pekalux y el sellador Delton, respectivamente. Las figuras
45.b, 46.b y 47.b contienen los Espectros de Masas de mayor interés de los
cromatogramas anteriormente citados. No se muestran la totalidad de los espectros

para evitar la reiteracién de la informacién.

Tabla XLIII: Deteccién de monémeros por espectometria de masas.

BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA

BRILLANT + - - + + -
CHARISMA + - - - + -
PEKALUX + + + + + «
POLOFIL + . . + + -
SILUX + + - + + -
TETRIC + - . + + )
Z-100 + . - + % -

DELTON + - - <+ + +
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Figura 45.a: Cromatograma del composite Charisma con los monémeros identificados
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Figura 45.b: Espectros de masas del BFA y BisGMA correspondientes al

cromatograma de la figura 45.a.



PEKALUX GC 80(2)-320(5',10°/) SD:2.5'
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Figura 46.a: Cromatograma del composite Pekalux con los monémeros identificados
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Figura 46.b: Espectros de masas del BFA y PBFA correspondientes al

cromatograma de la figura 46.a.



DeLTON
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Figura 47.a: Cromatograma del sellador Delton con los monémeros identificados
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Figura 47.b: Espectros de masas del BFA y BisDMA correspondientes al

cromatograma de la figura 47.a.
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2. TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS
OBTENIDOS POR CROMATOGRAFIA

2.1. ANALISIS INICIAL

Las tablas XLIV a XLVII muestran la frecuencia de aparicién de cada
monoémero, en funcién a las condiciones fisico-quimicas a que se han sometido las
muestras de composites y selladores analizados. Asi, se presenta el valor absoluto
y el porcentaje de aparicién de cada componente identificado con respecto al total
de las 384 muestras analizadas, las cuales corresponden a un total de 192

procesadas sin polimerizar y un nimero idéntico polimerizadas.

Aunque el namero total de productos comerciales estudiados fue de 8 (siete
composites y un sellador), la variedad de condiciones experimentales multiplica el

namero final de cromatogramas obtenidos.



Tabla XLIV: Frecuencia de la presencia de monémeros en el total de las muestras analizadas segtn la polimerizacién (%).

BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA

Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo

POLIMERIZADAS 19 173 150 42 147 45 104 88 85 107 111 81
(9,9)  (90,1) (78,1) (21,9) (76,6) (23,4) (54.2) (458) (44,3) (557) (57.8) (42,2)

SIN 13 179 169 23 153 39 43 149 105 87 132 60
POLIMERIZAR (6,8) (93,2) (88,0) (12,0) (79,7) (20,3) (22,4) (77,6) (54,7) (45,3) (68,8) (31,3)

TOTAL 32 352 319 65 300 84 147 237 190 194 243 141
(8,3) (91,7) (83,1) (16,9) (78,1) (21,9) (38,3) (61,7) (49,5) (50,5) (63,3) (36,7)
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Tabla XLV: Frecuencia de la presencia de monémeros en el total de las muestras analizadas segin la temperatura (%).

BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA

Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo

37° 21 171 142 50 171 21 65 127 127 65 143 49
(10,9) (89,1) (74,0) (26,0) (89,1) (10,9) (33,9) (66,1) (66,1) (33,9) (74,5) (25,5)

100° 11 181 177 15 129 63 82 110 63 129 100 92
(5,7)  (94,3) (92,2) (7,8) (67,2) (32,8) (42,7) (57,3) (32,8) (67,2) (52,1) (47)9)

TOTAL 32 352 319 65 300 84 147 237 190 194 243 141
(8,3)  (91,7) (83,1) (16,9) (78,1) (21,9) (383) (61,7) (49,5) (50,5) (63,3) (36,7)
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Tabla XLVI: Frecuencia de la presencia de monémeros en el total de las muestras analizadas segin el pH del medio (%).

pH BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA

Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo

1 13 83 79 17 75 21 51 45 54 42 75 21
(13,5) (86,5 (82,3) (17,7) (78,1) (21,9) (53,1) (46,9) (56,3) (43.8) (78,1) (21,9)

7 12 84 78 18 72 24 30 66 52 44 67 29
(12,5) (87,5) (81,3) (18,8) (75,0) (25,0) (31,3) (66,8) (54,2) (45.8) (69,8) (30,2)

9 4 92 84 12 78 18 33 63 42 54 52 44
(4,2) (95,8) (87,5) (12,5) (81,3) (18,8) (34,4) (656) (43,8) (56,3) (54,2) (45.8)

12 3 93 78 18 75 21 33 63 42 54 49 47
(3,1) (96,9) (81,3) (18,8) (78,1) (21,9) (344) (65,5) (43,8) (56,3) (51,0) (49,0)

TOTAL 32 352 319 65 300 84 147 237 190 194 243 141
(8,3) (91,7) (83,1) (16,9) (78,1) (21,9) (383) (61,7) (49,5 (50,5) (63.3) (36,7)
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Tabla XLVII: Frecuencia de la presencia de monémeros en el total de las muestras analizadas en cada marca de composite (%).

MARCA BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA

Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo

BRILLANT 13 35 48 " 48 - 27 21 33 15 33 15
(27,1)  (72,9)  (100) - (100) ~  (56,3) (43.8) (68,8) (31,3) (68,8) (31,3)

CHARISMA 2 46 48 - 39 9 22 26 18 - 30 30 18
4,2) (95,8 (100) ~ (81,3) (18,8) (45.8) (54,2) (37.5) (62.5) (62,5) (37.5)

PEKALUX - 48 37 11 18 30 5 43 12 36 25 23
= (100) (77,1) (22,9) (37,5) (62,5) (10,4) (89,6) (25,0) (750) (52,1) (47.9)

POLOFIL 7 41 48 " 48 - 21 27 27 21 24 24
(14,6) (85,4) (100) - (100) ~  (43.8) (56,3) (56,3) (43,8) (50,0) (50,0)

SILUX = 48 27 21 48 = 24 24 39 9 40 8
- (100)  (56,3) (43,8) (100) ~ (50,00 (50,0) (81,3) (18,8) (83,3) (16,7)

TETRIC 3 45 30 18 48 " 15 33 25 23 32 16
(6,3)  (93,8) (62,5) (37.5) (100) -  (31,3) (68,8) (52,1) (47,9) (66,7) (33.,3)

Z-100 2 46 48 - 24 24 24 24 24 24 38 10
(4,2)  (95,8) (100) ~ (50,00 (50,00 (50,00 (50,0) (50,0) (50,0) (79,2) (20,8)

DELTON 5 43 33 15 27 21 9 39 12 36 21 27
(10,4) (89,6) (68,8) (31,3) (56,3) (43,8) (18,8) (81,3) (250) (750) (43,8) (56,3)

TOTAL 32 352 319 65 300 84 147 237 190 194 243 141

(8,3) (91,7) (83,1) (16,9 (78,1) (21,9) (38,3) (61,7) (49,5) (50,5) (63,3) (36,7)
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RESULTADOS 165

2.2. ANALISIS DE LA VARIANZA

En el estudio estadistico de los composites en funcién a las variables
analiticas consideradas se ha aplicado un test Anova y la comparacién por parejas

se realiza con el test Student Newmans Keuls, para p<0.05.
La tabla XLVIII muestra los efectos principales asi como los de segundo

orden considerados en el analisis de la varianza al que se han sometido los datos

del anlisis cromatografico de las muestras de composites y selladores.

Tabla XLVIII: Método del analisis de la varianza con las interacciones.

FUENTE SC gl. MC F P
EFECTOS PRINCIPALES 1731751,441 12 144312,620 20,142 0,000
Composite 613048,717 7 87578,388 12,224 0,000
Polimerizacién 141240,754 1 141240,754 19,713 0,000
Temperatura 491717,391 1 491717,391 68,630 0,000
pH 485744,580 3 161914,860 22,599 0,000

EFECTOS DE 2° ORDEN 2028981,032 42 48309,072 6,743 0,000

Composite-Polimerizacién 600022,631 7 85717,519 11,964 0,000

Composite-Temperatura 682149,918 7 97449,988 13,601 0,000

Composite-pH 300535,367 21 14311,208 1,997 0,006

Polimerizacién-Temperatura 41631,258 1 41631,258 5,811 0,016

Polimerizacién-pH 25271,406 3 8423,802 1,176 0,319

Temperatura-pH 379370,453 3 126456,818 17,650 0,000
EXPLICADO 3760732,474 54 69643,194 9,720 0,000
RESIDUAL 2357202,075 329 7164,748
TOTAL 6117934,549 383 15973,719
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Las tablas XLIX a LXVII corresponden a los resultados en las diferentes

condiciones experimentales.

La tabla XLIX recoge las medias y las desviaciones estindar de la
concentracién de monémeros liberados por composite en las muestras
polimerizadas. La comparacién global se realiza mediante el anlisis de la varianza
con expresién del grado de significacion en cada grupo, y la comparacién por
parejas se realiza con el test de Student Newman Keuls, para p<0.05. Esta misma

sistemética se aplicara en las tablas comentadas a continuacién, es decir, en las
tablas XLIX a LXVII.

La tabla L presenta el mismo contenido que la anterior pero en este caso
los resultados se refieren a la concentracién de cada componente en las muestras

de composite sin polimerizar.

En la tabla LI se recogen los resultados, expresados en forma de media y
desviacién estandar, de la concentracién de monémeros liberados en muestras

polimerizadas de las distintas marcas comerciales estudiadas que fueron sometidas
a 37 °C,

La tabla LII se refiere a la elucién de mondémeros desde muestras

polimerizadas, pero esta vez sometidas a 100 °C.

La tabla LIII incluye los datos relativos a la concentracién de monémeros
liberados desde muestras sin polimerizar por los productos comerciales incubados
a 37 °C. La tabla nimero LIV se refiere a estas mismas condiciones experimentales

pero del grupo sometido a 100 °C.



Tabla XLIX: Influencia de la polimerizacién en la liberacién de componentes en las marcas analizadas. Muestras polimerizadas.

N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (c,) 24 34,6+76,6 1,2+3,3 6,2+8,9 1,0+1,7
CHARISMA(C,) 24 17,1+x17,8 14,2+28,1 24,6%55,2 15,6+35,8 2,129
PEKALUX (C,) 24 65,4+115,1 28,4+40,5 27,7294 29,7+40,0 19,9+37,8
POLOFIL (c,) 24 49,7+119,2 1,6+£2,6 7,9+13,2 4,7+6,4
SILUX (Cy) 24 13,9+14,4 0,5+0,7 2,1+5,8 0,8+1,7 0,9+2.5
TETRIC (c,) 24 65,0+83,5 18,2+27,9 36,9+59,1 0,8+1,1 0,3+0,5
Z-100 (c,) 24 5,3+6,7 26,5+55,2 0,6x1,2 14,5+16,9 10,1+22,9
DELTON (Cy) 24 44,9+35,9 8,5+12,6 39,5+79,6  72,2+106,1. 2,3+3,5 1,0+£1,4
COMPARACION p<0,05 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
GLOBAL (a)
Ci<C; C,<C,
COMPARACION (i=1,2,3,4,5,7,8) (i=6) C,<C, C,<C, C,<C,
POR PAREJAS (b) Ci<Cs Ci<Cs (i=1,2,3,4,5,6,7) (i=1,2,4,5,6,7,8) (i=1,2,4,5,6,7,8)
(i=4,5,7) (i=1,4,5,6)

(a): mediante anilisis de la varianza.

(b): mediante Student-Newman-Keuls (P<0,05).
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Tabla L: Influencia de la polimerizacién en la liberacién de componentes en las marcas analizadas. Muestras sin polimerizar.

N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (c,) 24 11,3+10,9 27,6+42.8 4,8+12,7 3,154
CHARISMA (c,) 24 109,3+65,6 6,7+10,7 60,3+107,1 0,4+0,7
PEKALUX (C,) 24 24,2+33,8 3,2+5,2 4,8+3,5 27,7+37,7 4,1+4,8 11,8+31,6
POLOFIL (c,) 24 9,5+11,7 35,6+81,3 5,0+8,6 0,6+1,1
SILUX (C;) 24 177,3+298,3 12,7x13,6 32,2+58,9 32,2+87,0 1,9+5,0
TETRIC (C,) 24 215,1x251,5 99+11,4 7,4x12.2 49+13,0
Z-100 (C)) 24 18,0+11,0 5,1+8,3 88,2+145,5 31,7+68,5 0,6+1,5
DELTON (Cy) 24 38,2+83,0 7,3+10,6 505,2+542,8 127,7+244 .4 6,4+10,9
COMPARACION <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,05
GLOBAL (a) p P P P p p
C<C; Ci<C; C<C,
(i=1,3,4,7,8) (i=8) (i=1,2,4,5,6) C,<C, C,<C, C,<C,
COMPARACION Ci<Cs Ci<Cs Ci<Cr (i=1,2,3,4,5,6,7) (i=1,2,3,4,5,6,7) (i=4,7)
POR PAREJAS (b) (i=1,2,3,4,7,8) (i=1,2,3,4,6,7,8)  (i=1,2,4,5,6)
C<Cy
(i=1,2,4,5,6)

(a): mediante andlisis de la varianza.

(b): mediante Student-Newman-Keuls (P<0,05).
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Tabla LI: Liberacion de monémeros en muestras polimerizadas y mantenidas a 37 °C.

N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (C)) 12 3,0%£5,0 - 2,5+4,5 5,7+x10,3
CHARISMA (c,) 12 7,8+7,5 7,5%5,4 1,7+1,9 42+28
PEKALUX (C,) 12 5,0+£7,8 14,5+22,6 3,5+3,9 36,1+49,0
POLOFIL (c,) 12 1,2+1,0 3,3+29 8,5+7,2
SILUX (C;) 12 8,2+6,2 1,0+0,6 - 4,3+7,7
TETRIC (C,) 12 40,0+46,2 4,6+4,8 - 31,1%+45,0 0,9+0,8 0,1+0,2
Z-100 (C,) 12 2,8+3,9 1,2+1,5 1,3+2,3 20,3+29,6
DELTON (C,) 12 24,9+13,6 14,9+15,2 79,0+99,3 151,2+106,2 1,4+1,0 0,9+0,8
C%“gg;‘ﬁi;?“ p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,05 p<0,001
C<C; Ci<C, GG, C,<C, C<C C<Cy
E(?}%AI})AA&E/}?SO(E) (i=g|3<,4c,§,7,) (i=1,2,3,4,5,6,7) (i=1,2,3,4,5,6,7) (i=1,2,3,4,5,6,7) (i=2,4,5,) (i=1,2,4,5,6,8,)
(i=1,2,3,4,5,7,8)

(a): mediante andlisis de la varianza.

(b): mediante Student-Newman-Keuls.

(P<0,05)
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Tabla LII: Liberacion de monémeros en muestras polimerizadas y mantenidas a 100 °C.

N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (C,) 12 66,3+100,3 6,6+7,8 1,9+2,1
CHARISMA ,) 12 26,5+20,3 28,4+34.,8 41,6+75,6 29,5+47 .4 0,1+0,2
PEKALUX (C,) 12 125,7+140,4 - 56,7+41,0 40,9+30,3 55,8+42.8 3,7+4,6
POLOFIL (c,) 12 98,2+156,0 15,8+15,2 1,0+1,2
SILUX (Cy) 12 19,5+18,0 1,6+2,1 1,8+3,3
TETRIC (c,) 12 90,1+105,3 31,8+34,6 42,6+72,1 0,8+1,4 0,4+0,7
Z-100 (C,) 12 7,8+8,0 53,1+69,6 27,7+x14,5
DELTON (Cy) 12 64,9+40,5 2,0+£3,7 1,2+2,2 3,2+4.,8 1,1+1,9
COMPARACION p<0,05 p<0,001 p<0,001 p<0,005 p<0,001 p<0,005
GLOBAL (a)
C,<C, C,<C, C.<C, (i=8) C<G, (i=7,8) C<C, C<C,
COMPARACION (i=7) (i=1,2,3,4,5,7,8) Ci<Cs Ci<C: (i=7,8) (i=1,2,4,56,7,8) (i=2,4,6,7.8,)
POR PAREJAS (b) (i=1,4,5,6,8) Ci<Cq (i=8)
C<C
(i=1,4,5,6,8)

(a): mediante andlisis de la varianza.

(b): mediante Student-Newman-Keuls.

(P<0,05)
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Tabla LIII: Liberacién de monémeros en muestras sin polimerizar a 37 °C.

N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (C,) 12 2,740 4,9+6,4 9,4+17,0
CHARISMA c,) 12 164,7+17,3
PEKALUX (C,) 12 12,1+4,9 6,3+5,9 6,1+4,0 13,9+8,2 1,2+2,2
POLOFIL (c,) 12 0,1+0,1 1,9+2.4 0,4+0,7 0,8+1,5
SILUX (Cy) 12 24,4+15,2 25,4+6,1 13,7+9,8
TETRIC (C,) 12 1,3+1,1 10,3%+6,3 -
Z-100 (C,) 12 96,6+6,6 32,6+34,5 63,4+87,2
DELTON (Cy) 12 1,5+2,4 20,2+16,7 10,7+13,0 0,8+1,5
COMPARACION <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,01
GLOBAL (a) p P P P P P
C,<C, (i=1,4,6,8) C,<C, C,<C, C<Cq (i=2,4) C<C, C,<C,
COMPARACION Ci<Cs (i=1,2,4,6,7,8) (i=1,2,4,5,6,7,8) Ci<Cs (i=1,2,3,4,5,6,8) (i=5,6,7)
POR PAREJAS (b) (i=1,3,4,6,8) C,<C; (i=1,2,3,4,5,6,8) C,<C, (i=6,7)
C,<C, (i=1,2,3,4,6,7,8)
(i=1,3,4,6,8)
C<C,
(i=1,3,4,6,7,8)

(a): mediante andlisis de la varianza.

(b): mediante Student-Newman-Keuls. (P<0,05)

SOav.LINSTY

121



Tabla LIV: Liberacion de monémeros en muestras sin polimerizar a 100 °C.

N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (C)) 12 19,8+8,6 50,2+51,7 0,2+0,4 6,3+6,4
CHARISMA c,) 12 53,8+44,6 13,4+11,9 120,7+126,6 0,7+0,9
PEKALUX (C,) 12 36,3+45,2 3,4+2.,4 41,6+49,9 6,9+5,0 23,5+42,2
POLOFIL (c,) 12 18,9+9,7 69,3+106,4 9,7+10,2 0,5+0,6
SILUX (C;) 12 330,2+367,2 50,8+80,1 64,3+116,4 3,7+6,7
TETRIC (C,) 12 428,9+180,2 9,4+15,3 14,8+13,9 9,8+17,3
Z-100 (c,) 12 9,4+6,6 10,2+9,3 143,8+190,6 1,2+2,1
DELTON (c,) 12 75,0+107,0 14,6+11,0 990,2+320,4 242,6+308,8 11,9+x13,4
COMPARACION p<0,001 --- p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,05
GLOBAL (a)
C,<Cs C,<C, C<Cy C<Cq C<C,
COMPARACION (i=1,2,3,4,7,8) (i=1,2,3,4,5,6) (i=1,2,3,4,5,6,7) (i=1,2,3,4,5,6,7) (i=2,4,5,7)
POR PAREJAS (b) C,<C, C,<C,
(i=1,2,3,4,7,8) (i=1,2,3,4,5,6,7)

(a): mediante analisis de la varianza.

(b): mediante Student-Newman-Keuls. (P<0,05)
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RESULTADOS 173

La serie de tablas LV a LVIII se refiere a la elucién de monémeros desde
muestras polimerizadas de los distintos productos comerciales valorando
sucesivamente el pH al que fueron sometidas: pH 1, tabla LV; ph 7, tabla LVI; pH
9, tabla LVII; y finalmente, pH 12, tabla LVIII. Como en el resto de las tablas de
este apartado el test de comparacién global aplicado es el analisis de la varianza,
con el grado de significacién de cada grupo expresado a través del valor de "p",
mientras que la comparacién por parejas se realizé mediante el Student Newman
Keuls para p<0.05.



Tabla LV: Liberacién de monémeros en muestras polimerizadas sometidas a pH=1.

N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (C,) 6
CHARISMA (c,) 6 17,3+16,0 15,3+16,9 1,8+2,0 3.4+1,0 1,942 1
PEKALUX (c,) 6 24,3+25,9 53.6£59.0  70.9+21.8  52,4+46.8 2.1+0,8
POLOFIL (C,) 6 0,4+0,4 10,4+11,4 9 |99
SILUX (C,) 6 1,3+0,7 0,8+0,9
TETRIC (C,) 6 20,6+12,1 8,8+0,5 49+54 2.5+0,7
Z-100 (C,) 6 2 7297 83,1+91,2 1,7+1,9 24.4+26.8
DELTON (C,) 6 31,2+18,2  199+21,9 121,5+133,6 31,8+35,0
COMPARACION p<0,005 p<0,001 p<0,005 p<0,001 p<0,001 p<0,001
GLOBAL (a)
C<Cq C<GCy C<C, C,<Cy C,<C, C,<C, (i=5,6,7,8)
COMPARACION (i=1,4,5,7) (i=1,23.4,5,6,7) (i=1,2,4,56) (i=1.2,4,5,67) (i=1,2,4,5,6,7,8) C,<C,
POR PAREJAS (b) C,<C, (1=1,5,6,7,8)
(i=1,2,4,5,6,7,8) Ci<C,
(i=1,5,6,7,8)

(a): mediante andlisis de la varianza.

(b): mediante Student-Newman-Keuls.

(P<0,05)
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Tabla LVI: Liberacion de monémeros en muestras polimerizadas sometidas a pH=7.

N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (C)) 6 -
CHARISMA (C,) 6 4,5+3.4 40,9+45,0 84,6+90,3 55,3+57,9 3,1+3,1
PEKALUX (C,) 6 12,5+13,0 41,0+45,1 16,6+16,8 49,1+53,9 1,1+1,2
POLOFIL (c,) 6 5,7%£5,4 3,9+4,3 0,9+1,0 --
SILUX (C,) 6 13,4+3,7 0,5+0,6 2,527 -
TETRIC (C,) 6 24,6+12,9 11,7+2,3 6,4+3,5 0,2+0,4
Z-100 (C,) 6 1,7+1,6 3,4+3,8 9,8+5,1
DELTON (C,) 6 26,4+18,1 4,2+4.6 15,4+16,9 156,9+166,8 6,8+4,7 3,0x1,4
COMPARACION p<0,001 p<0,001 p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,001
GLOBAL (a)
C.<C, C,<C, C.<C, C,<C, C<C, C.<C,
COMPARACION (i=1,2,4,57)  (i=1,2,3,4,5,7,8) (i=4,5,6,7) (i=1,3,4,5,6,7) (i=1,4,5,6,7,8)  (i=1,3,4,5,6,7)
POR PAREJAS (b) C,<C, C,<Cq C,<C, C.<C, C.<C,
(i=1,2,4,7) (i=1,2,3,4,5,7) (i=5,6,7) (i=3,4,6,7,8) (i=1,3,4,5,6,7)

(a): mediante analisis de la varianza.

(b): mediante Student-Newman-Keuls.

(P<0,05)
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Tabla LVII: Liberacion de monémeros en muestras polimerizadas sometidas a pH=9.

N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (C)) 6 17,5+18,4 9,0+9,9 1,9+2,0
CHARISMA (C,) 6 9,5+6,6 7,9+8,7 1,2+1,4 3,5+3,8
PEKALUX (C,) 6 38,3+41,2 9,1£10,2 10,8+11,9 7,3+5,6 13,3+14,6
POLOFIL (c,) 6 13,8+12,2 1,3x1,4 18,7+20,5 9,4+9 2
SILUX (C;) 6 12,1+7,4 8,5+9,4 0,8+0,8
TETRIC (C,) 6 24,7+4,0 44,5+48,8 133,5+32,8 0,7+0,8 0,9+0,7
Z-100 (C,) 6 1,8+0,4 17,9+19,7 0,7+0,8 15,5+17,0 6,4+7,0
DELTON (Cy) 6 50,0%+30,2 3,7%4,1 11,2+12,3 85,7+94,1 0,9+1,0 0,7+0,7
COMPARACION p<0,005 p<0,005 p<0,005 p<0,001 p<0,05 p<0,05
GLOBAL (a)
Ci<C, Ci<C, C<G Ci<C C<C, Ci<G
COMPARACION (i=7) (i=1,2,3,4,57,8)  (i=1,2,4,5,6)  (i=1,2,3,4,5,7,8) (i=2,8) (i=1,5,6,8)
POR PAREJAS (b) C,<C, C,<C,
(i=1,2,4,5,7) (i=1,2,3,4,5,7)

(a): mediante analisis de la varianza. (b): mediante Student-Newman-Keuls. (P<0,05)

SOAvLINSTd



Tabla LVIII: Liberacién de monémeros en muestras polimerizadas sometidas a pH=12.

SOAav.LINSTd

N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (C,)) 6 121,1+120,3 ' 4,9+5.4 15,679 2.1+2.3
CHARISMA (C,) 6 37,3%x19,7 0,5+0,6 4,1+4.5 2,527
PEKALUX (C,) 6 186,4+185,9 9,8+10,8 12,5+8,4 9,9+8,6 63,1£57,3
POLOFIL (c,) 6 178,9+195,8 1,5+1,6 1,6+£1,8 7,5+5,1
SILUX (Cy) 6 28,9+20,4 0,6+0,7 3,640
TETRIC (C,) 6 190,2+81,8 7,6+8,4 2,7+3,0 0,1+0,2
Z-100 (C,) 6 15,1+6,4 1,6+1,8 8,3+9,1 34,2+37,6
DELTON (Cy) 6 72,3+48,8 6,122 9,9+11 30,4+33,4 1,4+0,4 0,3+0,2
COMPARACION p<0,05 p<0,001 p<0,005 p<0,005 p<0,001 p<0,001
GLOBAL (a)
C,<Cq C,<C, C,<C,
COMPARACION (i=1,2,3,4,5,7) (i=2,4,5,6,7) C,<Cq (i=2,4,5,6,8) C.<C,
POR PAREJAS (b) C,<C, C,<C, (i=1,2,3,4,5,6,7) C,<C, (i=1,2,4,5,6,7,8)
(i=1,2,3,4,5,7) (i=2,4,5,6,7) (i=4,5,6)

(a): mediante analisis de la varianza. (b): mediante Student-Newman-Keuls. (P<0,05)
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RESULTADOS 178

Las tablas LIX a LXII recogen las diferentes medias y desviaciones
encontradas para la concentracién de monémeros eluidos desde las muestras de
los distintos productos comerciales, que no habian sido sometidas a
polimerizacién, para cada uno de los "pHs" considerados: pH 1, tabla LIX; pH 7,
tabla LX; ph 9, tabla LXI; y pH 12, tabla LXII.



Tabla LIX: Liberacién de monémeros en muestras sin polimerizar sometidas a pH=1.

N BFA EBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (C)) 6 9,5+10,1
CHARISMA (C,) 6 114,3+72,6 14,1+15,6 14,8+16,3 0,4+0,5
PEKALUX (C,) 6 14,0+9,0 0,8+1,2 70,0+59,0 4,0+4,4
POLOFIL (c,) 6 6,9+7,5 122,6+134,8
SILUX (Cy) 6 48,4+37,0 15,2+16,6 17,0+15,5 --- 0,1+0,1
TETRIC (C,) 6 147,4+159,8 0,5+0,6 0,1+0,2
Z-100 (c)) 6 13,8+8,5 229,3+251,7 102,4+112,3 --
DELTON (Cy) 6 7,6+£8,4 755,3+x777,7 46,8+40,3 0,2+0,3
C%ML&\;&AL%())N p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,005 p<0,05
GG,
COMPARACION (i=3.7) C,<C;s (i=1,2,3,4,5,6) C,<Cy ¢.<C, C,<C,
POR PAREJAS (b) i l%jl%bj,S) (i=1,2,3,4,6,7,8) (i=1,2,3,4,5,6,7) (i=1,2,3,4,5,6,8) (i=34,7)

(a): mediante andlisis de la varianza.

(b): mediante Student-Newman-Keuls. (P<0,05)
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Tabla LX: Liberacién de monémeros en muestras sin polimerizar sometidas a pH=7.

SOAv.LINsSTd

N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (C,) 6 5,5+5,8 4,4+3,2 0,5+0,5
CHARISMA (C,) 6 96,2+72,1 0,8+1,3 1,8+2,0
PEKALUX (C,) 6 7,3+6,6 2,3%+2,5 7,9+2.8 16,5+8,4 1,5+1,7
POLOFIL (c,) 6 6,0£6,5 7,1+x1,9 0,2+0,3
SILUX (Cy) 6 19,8+3 4 9,5+10,4 40+4,4
TETRIC (Cy) 6 190,0+208,5 24,0+11,8 18,3+20,1 0,1+0,2
Z-100 (C)) 6 15,0+10,5 3,9+4,3 45,4+21,7
DELTON (C,) 6 11,4+12,0 14,3+15,7 336,9+366,4 392,5+3959 17,4+15,4
C%h:gm(i;()m p<0,005 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
COMPARACION C,<C, C,<C; C,<C, C,<Cq C,<Cq C,<C,
POR PAREJAS (b) (i=1,23,4578) (i=1,2,3,4,6,78) (i=1,2,456,7) (i=1,2,34,567) (i=1,23,456,7) (i=12,34,56,7)

(a): mediante anélisis de la varianza. (b): mediante Student-Newman-Keuls. (P<0,05)
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Tabla LXI: Liberaciéon de monémeros en muestras sin polimerizar sometidas a pH=9.

N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (C)) 6 8,9+8,7 38,5+39,4 0,4+0,5 4,7+5,2
CHARISMA (C,) 6 91,8+84,2 10,2+11,2 155,6+170,8 1,0+1,1
PEKALUX (C,) 6 15,2+3,7 7,9+8,7 4,6+2,1 7,453 3,6x1,4 0,3+0,5
POLOFIL (c,) 6 7,7+8,4 5,2+5,7 8,7+9,6 0,7+0,8
SILUX (Cy) 6 177,9«x141,6 10,2x11,1 15,0+£2,1
TETRIC (c,) 6 360,9+395,0 7,077 6,3+6,9 0,2+0,2
Z-100 (c,) 6 21,4+17,2 2,2+2.4 54,2+19,1 2,3+2.5 0,1+0,1
DELTON (Cy) 6 7,928 400,8+421,7 24,4+25,1 7,6+8,4
COMPARACION p<0,005 p<0,005 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,005
GLOBAL (a)
C,<C, C,<C, C,<Cy
COMPARACION C,<C, (i=6,7,8) (i=1,2,4,5,6,7,8) C,<C, C<C, (i=2,3,4,5,6,7)
POR PAREJAS (b) (i=1,2,3,4,5,7.8) C,<C; C,<C, (i=1,2,3,4,5,6,7) (i=1,3,4,5,6,7,8)
(i=1,2,4,6,7,8)  (i=1,2,4,5,6,8)

(a): mediante analisis de la varianza.

(b): mediante Student-Newman-Keuls.

(P<0,05)
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Tabla LXII: Liberacién de monémeros en muestras sin polimerizar sometidas a pH=12.

N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
BRILLANT (c,) 6 21,2+13,1 " e 67,4+57,2  18,8+20,6 7,3+8,0
CHARISMA (c,, 6 138,4+21,9 1,7%1,8 69,0+75,8
PEKALUX (c) 6 60,4+ 54,6 1,6+1,8 3,7+4,2 16,9+5,3 7,1+7,8 46,7+51,3
POLOFIL ¢, 6 17,4+19,0 7,4+5,9 11,4+10,8 1,6+1,7
SILUX (C;) 6 462,9+4902 159+17,4 93,0498,9 128,6+140,1  7,4%8,1
TETRIC (C,) 6  162,1+1754 8,6+6,0 4,4+4,8 19,3+21,2
Z-100 (C,) 6 21,8421 1,6%1,8 24,0+26,5  22,2+24,4 2,325
DELTON (¢, 6  126,3+138,3 55+6,1  527,9+561,9 43,1+47,3 0,2+0,3
coGrthgmc(::?N p<0,005 p<0,001 p<0,005 p<0,001 p<0,05 p<0,005
C,<C,
COMPARACION C,<C; C,<C, (i=6) C<C, C<C, C<C,
POR PAREJAS (b) (i=1,2,3,4,6,7,8) (i=1,2,3,4,7,8) s 1(’%;%3’6’7) (i=1,2,3,4,5,6,7) (i=1,3,4,6,7,8) (i=1,2,4,5,6,7,8)

(a): mediante andlisis de la varianza. (b): mediante Student-Newman-Keuls. (P<0,05)

SOavLiINSTd
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RESULTADOS 183

La tabla LXIII recoge de forma resumida las medias de concentracion de
los grupos experimentales "polimerizado” y "sin polimerizar" sometidos a 37 y 100
°C.



Tabla LXIII: Comparacion de componentes polimerizados y sin polimerizar a 37 °Cy 100 °C.

Temperatura N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA  BisDMA
Polimerizados 96 11,6214 2,6+73,0 9,8+42.8 26,9+62,7 1,8+4,3 8,7+23,2

37 °C Sin Polimerizar 96 29,2+ 3,9+8,8 0,7x2,4 12,2+17,3 10,6%+36,7 0,2+0,8
C()thgl\}x(z:())N p<0,005  p=0,2337 p<0,05 p<0,05 p<0,05 p<0,001

Polimerizados 96 62,3+96,9 4,2+15,8 17,3x38,2 15,8422 17,6+293 1,3+2,5

100 °C Sin Polimerizar 96 121,6+221,2 —- 3,5+7,3 171,1+342,3 57,4+145,0 7,2+18,1
COGI\:(P)m((:i)ON p<0,05 p<0,01 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,005

(a): mediante analisis de la varianza.

SOav.LINSTd
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RESULTADOS 185

Las tablas LXIV y LXV muestran las medias y desviaciones estandar de las
concentraciones de monémeros eluidos desde muestras polimerizadas y sometidas

a 37 y 100 °C, respectivamenten segun el pH al que se hubiera expuesto la
muestra.

Finalmente, las tablas LXVI y LXVII contienen los resultados equivalentes

a las dos tablas anteriores, pero en este caso referidas a las muestras sin

polimerizar.



Tabla LXIV: Liberacién de monémeros en muestras polimerizadas a 37 °C, segtn el pH.

pH N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
1 24 2,7+3,4 63133  30,4+823  16,6+24,7 2,0+3,3 1,4+1,8
7 24 9,4+14,3 2,4+3,9 3,8+10,4  41,3+103,5  1,3%1,8 1,0+2,0
9 24 7,8+8,6 0,9+2,5 2,8+7,6  392%61,3 0,7+0,9 8,2+9,6
12 24 26,6%355 0,6+1,4 2,5+6,7 10,8+19,7 33+7,6  24,5+41,7
o p<0,001 p<0,05 p<0,06 p=0,2202  p=0,1912 p<0,001
COMPARACION i<l12 i<l i<l i<l2
POR PAREJAS (b) (i=1,7,9) (i=7,9) (i=7) (i=1,7,9)

(a): mediante andlisis de la varianza. (b): mediante Student-Newman-ICeuls. (P<0,05)
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Tabla LXV: Liberacién de monémeros en muestras polimérizadas a 100 °C, segin el pH.

BisGMA

pH N BFA EBFA PBFA BADGE BisDMA

1 24 21,8+21,9 1,1£3,1 38,0+61,1 11,3+30,6 21,31‘“32,8 0,2+0,5

7 24 12,7x11,4 1,7+4,7 21,3%£35,9 25,8+55,5 29,8+43,6 0,8+1,5

9 24 34,5+£27,1 11,1+30,1 6,8+12,9 22,9+54,3 12,9+14,1 0,8+1,3

12 24 180,9+133,0 2,9+5,5 3,0+6,5 3,2+6,7 6,6+6,8 3,2+4,0

C%%gm?;?N p<0,05 p=0,0985 p<0,005 p=0,2169 p<0,05 p<0,001
COMPARACION i<12 i<l i<7 i<l12

POR PAREJAS (b) (i=1,7,9) (i=7,9) (i=12) (i=1,7,9)

(a): mediante analisis de la varianza.

(b): mediante Student-Newman-Keuls.

(P<0,05)
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Tabla LXVI: Liberacién de monémeros en muestras sin polimerizar a 37 °C, segtn el pH.

SOav.LINSTd

pH N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
1 24 28,0+59,3 4,0+10,2 11,3+16,8 26,9+68,8
7 24 26,4+51,1 2,9+6,4 1,3+3,5 14,3+19,0 3,9+10,6 0,4+1,1
9 24 35,0+54,5 4,5+8,1 0,8+2,2 15,4+22,7 1,4+2,0
12 24 27,2+50,2 4,4+10,7 0,9+2,6 7,8+6,8 10,4+18,1 0,4+1,1
C%I\zng&?N p=0,94 p=0,93 p=0,30 p=0,42 p=0,069 p=0,0958
COMPARACION

POR PAREJAS (b)

(a): mediante anailisis de la varianza. (b): mediante Student-Newman-Keuls. (P<0,05)
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Tabla LXVII: Liberacién de monémeros en muestras sin polimerizar a 100 °C, segin el pH.

pH N BFA EBFA PBFA BADGE BisGMA BisDMA
1 24 62,5923 6,249,7  290,9+478,8 153%28,1 0,2+0,3

7 24 60,5+124,1 52+95  954%2228 99,6+252,9  4,1+10,6
9 24 137,9+2459 09+1,6  119,1+2583 49,0%102,5 3,754

12 24 2254+284,3 - 1,8+3,7  178,9+338,4 657%87,7  20,8+30,7
c%ﬁgmii?N p<0,05 p<0,05 p=0,1978 p=0,24 p<0,001

COMPARACION i<l2 i<l2

(i=1,7,9)

POR PAREJAS (b)

(i=1,7)

(a): mediante analisis de la varianza.

(b): mediante Student-Newman-Keuls. (P<0,05)

SOAv.LINSTA
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RESULTADOS 190

3. ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LAS MUESTRAS DE SALIVA

De acuerdo con el disefio experimental de coleccién de las muestras de
saliva, es preciso diferenciar 3 grupos de muestras tomadas durante un periodo de

1 hora pero en tres momentos diferentes:

Grupo A: Muestras tomadas con antelacién a la colocacién del sellador.
Grupo B: Muestras recogidas de forma inmediata tras la aplicacién del
sellador.

Grupo C: Muestras recogidas a los 6 meses de la colocacion del sellador.

El procesamiento de las muestras supone una nueva filtracién a través de
filtros de diametro de poro 0,22 um y la inyeccién en el cromatégrafo de alicuotas
de 20 ul, bajo las condiciones de trabajo descritas en el apartado "Método" para el
andlisis de las resinas compuestas. Todos los anélisis recogidos en las tablas de este

capitulo se han realizado por triplicado.



RESULTADOS 191

3.1. ANALISIS DE LAS MUESTRAS “GRUPO A"

Los valores medios de la concentracién de BFA y derivados obtenidos en
las muestras positivas estan consignados en la tabla LXVIII. Sélo en las muestras
19y 20 se detect6 la presencia de alguno de los oligémeros estudiados. En el resto
de las muestras ninguno de ellos fue detectable.

El cromatograma de la figura 48 corresponde a la muestra n® 19.

Las figuras 49 y 50 muestran el cromatograma por CG y los espectros de

masas correspondientes de las muestras n® 19 y 20.

Tabla LXVIII: Cuantificacién de monémeros en salivas del Grupo A.

Muestra Volumen BFA BADGE BisGMA BisDMA
n° ml pg/ml pg/ml pg/ml pg/ml
19 40 ‘15,4

20 10 ° 6,6 7,4
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Figura 48: Cromatograma en HPLC de la muestra de saliva 19 del grupo A.
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Figura 49: Cromatograma en CG de la muestra 19A y espectro de masas del BFA.
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Figura 50: Cromatograma de la muestra 20 y espectros de masas del BFA y BisDMA.
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3.2. ANALISIS DE LAS MUESTRAS “GRUPO B"

La tabla LXIX corresponde a los valores medios de las concentraciones de
los monémeros encontrados en las muestras de saliva recogidas de forma
inmediata tras la aplicacién del sellador. En algunos casos, no se llegé a identificar
el producto (senalado en la tabla como “---”), mientras que en otros, si bien era
detectable, su concentracién era inferior al limite de cuantificacion del
cromatégrafo para esa sustancia en cuestion (indicado en la tabla LXIX como
“Detec”).

Los cromatogramas de las figuras 51-54 corresponden a las muestras de
saliva n® 2, 8, 10 y 19b, respectivamente. Se observa la presencia de BFA y
compuestos afines identificados en funcién a los tiempos de retencién relativos

calculados para cada producto.

La figura 55 corresponde a algunos de los cromatogramas de salivas de esta
serie obtenidos mediante CG/EM, técnica mediante la cual se confirma la
presencia de BFA y otros oligomeros. El'espectro de masas de los picos senalados
ha servido para identificar el monémero del que se trata. La figura 56 corresponde

al cromatograma en CG de la muestra 19b.
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Tabla LXIX: Cuantificacién de monémeros en salivas del Grupo B.
Muestra Volumen BFA BADGE BisGMA BisDMA
n°® ml pg/ml pg/ml pg/ml ug/ml
1 29 114 16,0 4,42
2 31 30,0 - --
3 35 | 4,9 -- 3,06
-4 33 26,2 Detec
5 26 3.5 3.1
6 31 8,1 Detec
7 27 6,1 - -
8 38 6,9 1,7
9 32 3.3 ---
10 .27 8,5 - -
11 36 5.0 - - -
12 35 9,3 Detec --- 0,6
13 29 12,2 2,5
14 39 20,8 - --
15 32 7,2 0,76
16 27 4,8 --- --
17 27 3.3 -- -
18 29 3,9
19 45 4,3 1,0

. No identificado

Detec : Detectable
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Tiempo (min.) 15

Figura 51: Cromatograma en HPLC de la muestra de saliva 2 del grupo B
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Cromatograma en HPLC de la muestra de saliva 8 del grupo B
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1
0 Tiempo (min.) 15

Figura 53: Cromatograma en HPLC de la muestra de saliva 10 del grupo B

=
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Figura 54: Cromatograma en HPLC de la muestra de saliva 19 del grupo B
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Figura 55: Cromatogramas en CG del BFA y de varias muestras de saliva del grupo B
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Analisis de las muestras "Grupo C"
La tabla LXX se ha construido con los productos identificados por CG/EM

y cuantificados por HPLC en cada muestra analizada a los 6 meses de la aplicacion

del sellador.

Tabla LXX: Cuantificacién de monémeros en salivas del Grupo C.

Muestra Volumen BFA BADGE BisGMA BisDMA
n° ml pg/ml pg/ml wg/ml pg/ml
1 15 2,6
2 15 Detec -
3 10 Detec --- -
4 35 59,5
5 38 Detec ' --
6 . 27
7 35 -
8 30 6,17 -
9 50 14,25 --- -
10 20 - Detec
11 50 17,87 Detec
12 18 50,36 Detec
13 25 28,4
14 10
15 20
16 25 --- Detec ---
17 15 13,84 se
18 25 Detec Detec
19 55 61,54 Detec

--- : No identificado Detec.: Detectable



RESULTADOS 202

Las figuras 57,58 y 59 presentan el perfil cromatografico en HPLC de las
salivas correspondientes a las muestras n® 2, 5, y 19 del grupo C. Las figuras 60,
61 y 62, corresponden a los cromatogramas en CG de las muestras 1, 8 y 13 de

este grupo.

BFA

0 Tiempo (min.) 15

Figura 57: Cromatograma en HPLC de la muestra de saliva 2 del grupo C
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Figura 58: Cromatograma en HPLC de la muestra de saliva 5 del grupo C

N
!
i
|
1

N

L 1
0

Tiempo (min.) 5

BFA

sresy

Figura 59: Cromatograma en HPLC de la muestra de saliva 19 del grupo C
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RESULTADOS DEL TEST E-SCREEN. PROLIFERACION CELULAR

Siguiendo la metodologia descrita en el apartado de "Métodos" para el test
de proliferaciéon E-SCREEN, se valoré el crecimiento celular en presencia de
estradiol-178, en grupos celulares no tratados (controles) y en el grupo de células
expuestas durante las 144 horas que dura el ensayo a concentraciones variables de
cada uno de los compuestos quimicos identificados como constituyentes de los
composites y selladores comerciales estudiados. Cada ensayo queda estandarizado
a un valor de crecimiento 1 para los controles y se expresa la media, desviacién
estandar y error estandar de la media, del incremento del nimero de células frente
al control. Estos datos estan recogidos en las tablas LXXI a la LXXVII.

Los valores medios de los resultados obtenidos en las distintas condiciones
experimentales fueron comparadas mediante el test estadistico ¢ de Student. La

significaciéon estadistica de las diferencias queda indicada en las tablas como +
(p<0,01) y * (p<0,001).

Tabla LXXI: Efecto proliferativo del Estradiol-178

Concentracién [M] 102 10 1ot 100 107
Media (M) 1,12 4,93* 6,09* 6,53* 6,61*
D. Estindar (DE) 0,12 0,38 0,55 0,27 0,30

Error E. (EEM) 0,06 0,19 0,27 0,13 0,15
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Tabla LXXII: Efecto proliferativo del Bisfenol-A
Concentracién [M] 10° 108 107 10° 10°
Media (M) 1,01 1,04 3,38+ 5,99* 6,03*
D. Estandar (DE) 0,02 0,12 0,10 0,06 0,51
Error E. (EEM) 0,01 0,06 0,05 0,03 0,25
Tabla LXXIII: Efecto proliferativo del Etoxilato de Bisfenol-A
Concentracién [M] 107 10 107 10°¢ 107
Media (M) 0,97 0,87 0,96 0,94 0,95
‘D-Estdndar (DE) 0,07 0,063 0,021 0,098 0,007
Error E. (EEM) 0,05 0,045 0,015 0,07 0,005
Tabla LXXIV: Efecto proliferativo del Propoxilato de Bisfenol-A
Concentracién [M] 10° 10°® 107 10 1@
Media (M) 0,87 0,97 0,97 0,96 0,94
D. Estandar (DE) 0,042 0,028 0,028 0,007 0,098
Error E. (EEM) 0,03 0,02 0,02 0,005 0,07
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Tabla LXXV: Efecto proliferativo del Diglicidil Eter de Bisfenol-A

Concentracién [M] 10° 108 107 10 107
Media (M) 1,04 1,18 0,99 1,18 1,99+

D. Estandar (DE) 0,16 0,25 0,05 0,13 0,21
Error E. (EEM) 0,13 0,20 0,04 0,11 0,17

Tabla LXXVI: Efecto proliferativo del Dimetacrilato del Diglicidileter de Bisfenol-A

Concentracién [M] 10° 108 107 10°¢ 10°
Media (M) 1,13 1,08 0,96 1,09 1,10
D. Estandar (DE) 0,19 0,60 0,59 0,51 0,74
Error E. (EEM) 0,16 0,52 0,51 0,44 0,64
Tabla LXXVII: Efecto proliferativo del Dimetacrilato de Bisfenol-A
Concentracién [M] 10° 108 107 10 10°
Media (M) 2,56+ 3,08+ 4,83* 5,57*% 5,34*
D. Estandar (DE) 0,46 0,28 1,05 1,04 1,61
Error E. (EEM) 0,40 0,24 0,85 0,90 1,14
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La figura 63 representa graficamente el crecimiento celular relativo para
diferentes concentraciones de estradiol-178 y se incluye el crecimiento de los
grupos celulares control, expresada por una linea de puntos en tasa de crecimiento

uno.

Las figuras 64-66 representan graficamente el crecimiento celular relativo
tras la exposicién a los compuestos testados a distintas concentraciones en relacién

con el estradiol-178 y el grupo control.

Crecimiento relativo

0 le—-13 le-12 le-11 le—10 1e-09
Conc. M/1

—— [Estradiol ———- Control

Figura 63: Curva de proliferacion del Estradiol-178 y grupo control
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Crecimiento relativo
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Figura 64: Curvas de proliferacién del BFA y EBFA frente a Estradiol-178 y control
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Figura 65: Curvas de proliferacién del PBFA y BADGE frente a Estradiol-178 y control
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Figura 66: Curvas de proliferacién del BisGMA y BisDMA frente a Estradiol-178

y control

De igual modo, siguiendo la metodologia utilizada para la valoracién del
efecto proliferativo de los monémeros en estado puro y a distintas
concentraciones, se consideré de interés el estudio de la influencia sobre la
proliferacion de MCF7 de los hidrolizados de los monémeros BADGE y BisGMA.
Las tablas LXXVIII-LXXXI muestran el efecto proliferativo de la exposicion de las
células a los productos resultantes de la hidrélisis dcida (CIH, 1N) e hidrélisis

alcalina (NaOH, 1N) de ambos monémeros.
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Tabla LXXVIII: Efecto proliferativo: BADGE tratado con CIH IN

Concentracién [M] 10° 108 107 10°¢ 107
Media (M) 0,92 1,20 1,98+ 2,19+ 2,30+
D. Estandar (DE) 0,37 0,27 0,44 0,4 0,32
Error E. (EEM) 0,33 0,23 0,40 0,36 0,28
Tabla LXXIX: Efecto proliferativo: BADGE tratado con NaOH IN
Concentracién [M] 10° 108 107 10°¢ 107
Media (M) 1,10 1,80 2,3+ 1,90 2,00+
D. Estandar (DE) 0,23 0,65 0,29 0,45 0,69
Error E. (EEM) 1,40 1,39 1,15 0,58 0,20
Tabla LXXX: Efecto proliferativo: BisGMA tratado con CIH 1IN
Concentracién [M] 107 108 107 10° 10
Media (M) 1,20 1,10 1,00 1,20 2,20*
D. Estandar (DE) 0,34 0,26 0,17 0,13 0,59
Error E. (EEM) 0,24 0,18 0,125 0,095 0,41
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Tabla LXXXI: Efecto proliferativo: BisGMA tratado con NaOH IN

Concentracién [M] 10° 108 107 106 10
Media (M) 1,00 0,95 1,10 1,00 3,10+

D. Estandar (DE) 0,50 0,65 0,43 0,56 0,45
Error E. (EEM) 0,61 0,73 0,89 0,83 2,08

Las figuras 67 y 68 muestran las representaciones graficas de los resultados
contenidos en las tablas LXXV, LXXVI y LXXVIII-LXXXI. En ellas se comparan
las curvas de proliferacion de los productos puros y de sus respectivos hidrolizados
acidos y alcalinos. La figura 67 se refiere al BADGE y la 68 al BisGMA.
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Figura 67: Curvas de proliferacién del BADGE y sus hidrolizados.
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Figura 68: Curvas de proliferacion del BisGMA y sus hidrolizados
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ESTIMACION DE LA EFICACIA'Y DE LA POTENCIA
PROLIFERATIVA

La tabla LXXXII recoge los datos de la concentracién en la cual cada
producto testado mostré el maximo efecto proliferativo en el E-SCREEN
(Concentracién), la tasa maxima de proliferacién para cada compuesto a la
concentracion éptima (Efecto proliferativo) y los valores estimados de la potencia

proliferativa relativa (PPR) y eficacia proliferativa relativa (EPR).

Tabla LXXXII: Eficacia Proliferativa Relativa y Potencia Proliferativa Relativa del
Bisfenol-A y derivados.

SUSTANCIA CONCENTRACION EFECTO PPR (%) EPR (%)
[(nM] PROLIFERATIVO
ESTRADIOL-178 0,01 6,61+0,30 100 100
BFA 100 6,03+0,51 0,001 95,2
EBFA - 0,94+0,09 -
PBFA - 0,95+0,30 - -
BADGE 10.000 1,99+0,21 0,0001 30,1
BisGMA - 1,10+0,07 -

BisDMA 100 5,57%+0,57 0,001 91,4
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5. PROCESAMIENTO DEL RECEPTOR ESTROGENICO (RE)

Utilizando la linea celular MCF7-BUS, se procedi6 al estudio del efecto de
los compuestos quimicos sobre la expresion del receptor de estrégenos. Estos se

ensayaron a la concentracién en que presentan maxima eficacia proliferativa.

La tabla LXXXIII muestra los resultados obtenidos tras la exposicion
durante 72 horas a 1 nM de estradiol-178 y/o la concentracién en que presentaron

maxima actividad proliferativa los productos testados.
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Tabla LXXXIII: Concentracién de receptor estrogénico (RE) en Bisfenol-A y sus
derivados.
PRODUCTO [Prot.] RE RE/[Prot.] Variacion
[Conc.] (mg/ml) (fmol/ml) (fmol/mg) (%)
CONTROL 1,1+0,1 202,3%+15,1 183,9+59,0 100,0
(0]
ESTRADIOL-178 1,5+0,1 138,5+7,3 92,6+13,1* 50,4
[1 nM]
BISFENOL-A 1,3+£0,2 313,2+18,7 240,9+19,6+ 131,0
[1 uM]
EBFA 1,1+0,1 204+6,9 182,2+17,2 99,10
[10 uM
PBFA 1,1£0,1 188,2+7,3 171,7+7,3 93,90
[10 uM]
BADGE 1,1+0,1 212,4+7,3 193,1+4,5 105,10
[10 uM]
BisGMA 1,1+0,1 220,4+9,3 200,1%+4,5 108,70
[10 uM]
BisDMA 1,2+0,3 267,3+23,9 222,5+19,9 120,70
[10 uM]

La figura 69 muestra graficamente las variaciones en la concentracién del

receptor estrogénico para las células MCF7 BUS, tras el tratamiento con cada uno

de los compuestos quimicos ensayados.
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Figura 69: Diagrama de barras del RE en BFA vy oligémeros frente a Eswradiol-178
control
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6. INDUCCION DEL RECEPTOR DE PROGESTERONA (RPg)

Se han realizado experimentos en los que se cuantifican, siguiendo un
método inmunoenzimatico, las tasas de receptor de progesterona (RPg). Para ello,
las células una vez adheridas al soporte plastico, son mantenidas durante 72 horas
en el medio experimental (DME+10%CDHuS) desprovisto de suplemento alguno

(control) o suplementado con estradiol-178.

La tabla LXXXIV muestra los resultados obtenidos en este tipo de
experimentos. Se indica el crecimiento celular, expresado como cantidad de
proteina extraida del tapiz celular, la concentracién bruta de receptor de
progesterona y el cociente entre ambas magnitudes para células tratadas con cada
uno de los productos estudiados a concentracién en que presentan maxima
actividad proliferativa. Ademads, se indica el porcentaje de variacién de la
concentracion de receptor de progesterona tomando como referencia el 100% para

el grupo celular control.

Los valores medios de los resultados obtenidos en las distintas condiciones
experimentales fueron comparadas mediante el test estadistico ¢t de Student. La

significacion estadistica de las diferencias queda indicada en la tabla como +
(p<0,01) y * (p<0,001).

Se incluye en la tabla los resultados obtenidos tras la exposicién durante
72 horas a 1 nM de estradiol-178.
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Tabla LXXXIV: Concentracién de receptor de progesterona (RPg) en Bisfenol-A y
derivados.
PRODUCTO [Prot.] RPg RPg/[Prot.] Variacién
[Conc.] (mg/ml) (fmol/ml) (fmol/mg) (%)
CONTROL 1,1x0,1 18,0+5,2 16,4+3,0 100,0
(0]

ESTRADIOL-178 1,5%0,1 229,7+6,9  153,1x10,5 * 900,30

[1 nM]

BISFENOL-A 1,3%£0,2 313,2+18,7  240,9+19,6* 1.310,00

[1 uM]
EBFA 1:1:£0;1 19,8+2,9 18,0£7,2 110,00

[10 uM]
PBFA 1,1%0,1 18,5+2,5 16,8+2,3 103,00

(10 uM]
BADGE 1,1z0,1 18,5x6,1 16,9£5,5 105,00

[10 uM]
BisGMA 1,1£0,1 17,149 15,5+4,5 95,00

[10 uM]
BisDMA 1,203 147,6x10,6  123,5+8,9+ 750,00

(10 uM]
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La figura 70 muestra grificamente las variaciones en la concentracién del
receptor de sterona para la linea celular MCF7 BUS, tras el tratamiento con
P proge P

cada uno de los compuestos quimicos ensavados.

RPg (fmol/mg Prot.)

Estradiol | | Control
7]

BFA EBFA
PBFA | | BADGE
BisGMA [ | BisDMA

Figura 70: Diagrama de barras del RPg en BFA vy oligémeros frente a Estradiol-178 y
control
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7. SECRECION DE pS2

De forma paralela a los ensayos de proliferacion celular (test E-SCREEN),
se ha cuantificado en el medio de cultivo extracelular, el acimulo de la proteina
secretada estrégenodependiente pS2, en presencia y en ausencia de estradiol-178,
asi como en presencia de los distintos productos objeto del estudio. Los resultados

experimentales quedan recogidos en la tabla LXXXV.

Los valores medios de los resultados obtenidos en las distintas condiciones
experimentales fueron comparadas mediante el test estadistico ¢t de Student. La
significacion estadistica de las diferencias queda indicada en las tablas como +
(p<0,01) y * (p<0,001).
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Tabla LXXXYV: Secreciéon de pS2 en Bisfenol-A y derivados.
PRODUCTO N° Céls./poc. pS2 pS2/n°Céls. Variacion
[Conc.] (x10%) (ng/ml) (ng/10°)
CONTROL 63,2+1,4 3,4=1,1 53,6%8,7 1,00
(0]
ESTRADIOL-178 378,3%11,1 67,9+7,3 179,4x+13,1* 3,30
[1 nM]
BISFENOL-A 381,1+21,3 67,3%5,1 176,8x17,1* 3.30
[1uM]
EBFA 37,979 2,2+1,2 58,9%6,1 1,10
[10 uM]
PBFA 59,4+4,1 352151 58,9:£9.7 1,10
[10 uM]
BADGE 127,747.9 F.7£2,3 61,9%3,1 1,10
(10 uM]
BisGMA 132,1=13,1 7,6x1,7 57,8%6,4 1,10
[10 uM]
BisDMA 352,0%21,9 60,1£5,8 I71:5=]11.9* 3,20

[1uM]
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La figura 71 presenta los resultados numéricos en forma grafica, para el
incremento de la secrecién de pS2 tras 144 horas de subcultivo.

PS2 (ng/10% cel.)

Estradiol [ Control

EFA B EBFA
PEFA _ | BADGE
BisGMA [ BisDMA

Figura 71: Diagrama de barras del PS2 en BFA y oligémeros frente a Estradiol-178 y
control
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8. RESULTADOS DEL ESTUDIO DE ENLACE AL RECEPTOR
ESTROGENICO

Se han realizado experimentos en los que se estudia la capacidad de los
diferentes compuestos quimicos considerados en este trabajo para competir con el
estradiol-178 en su unién al receptor estrogénico. Para ello, se ha estimado la
concentracién de cada uno de estos compuestos capaz de desplazar el 50% de la
unién del estradiol a su receptor. Esto permite conocer la afinidad relativa entre

estos compuestos y el receptor hormonal.

La tabla LXXXVI muestra los resultados de tal tipo de ensayos. Se indica
para cada compuesto la afinidad relativa por el receptor estrogénico (RBA),
considerando el 100% para la unién del estradiol-178 a dicho receptor. Ademas se
muestran la Potencia Proliferativa Relativa (PPR) y Eficacia Proliferativa Relativa

(EPR) para comparacién de actividad y afinidad.

Tabla LXXXVI: Afinidad relativa por el RE del BFA y oligémeros

COMPUESTO RBA PPR (%) EPR (%)
ESTRADIOL-178 100 100 100
BFA 0,001 0,001 95,2
EBFA -- m— -
PBFA
BADGE 0,0001 30,1
BisGMA

BisDMA 0,00001 0,001 91,4
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La figura 72 es una representacion grafica de las curvas de desplazamiento
de la unién estradiol-178/receptor estrogénico para cada uno de los compuestos
considerados. La concentracién de éstos en la cual se observa un desplazamiento
del 50% del enlace del estradiol tritiado al receptor sirve para estimar la afinidad

relativa.

110

88

66

44

Afinidad Relativa (%)

2

0 | ] 1 1 1 1
0 10-10 10-9 10-8 10-7 10-6 10-5 10-4 10-3
Concentracion (M)

—+— E-2 --A~- BFA  —-O-— BisDMA -+ - BADGE —A— BisGMA

Figura 72: Afinidad relativa por el RE del BFA y oligémeros frente a Estradiol-178
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9. EFECTO BIOLOGICO DE COMPOSITES Y SELLADORES

Siguiendo la secuencia de trabajo planteada, se comprobado el efecto
proliferativo que pudieran presentar los composites en estudio. A titulo de ejemplo
se recogen en las tablas LXXXVII-XCIV los resultados correspondientes al estudio
de algunos composites representativos de la totalidad de los incluidos en la
Memoria asi como el efecto proliferativo que manifiesta el sellador. El estudio se
ha realizado sometiendo 100 mg de muestra al efecto de 1ml de etanol. A partir
de esta suspension se hacen diluciones decrecientes en suero (10%-10°). Ante el
comportamiento manifestado por los oligémeros sometidos a pH 4cido y alcalino,
se han realizado ensayos similares con los productos comerciales. Las tablas
incluidas en este apartado corresponden a los resultados mas significativos de

todos los obtenidos.

Tabla LXXXVII: Efecto proliferativo del composite Tetric

Dilucién . 10°¢ 10° 10" 103 102
Media(M) 1,37 1,42 1,38 1,16 0,94
D. Estandar (DE) 0,27 0,67 0,50 0,43 0,30

Error E. (EEM) 0,22 0,58 0,44 0,24 0,24
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Tabla LXXXVIII: Efecto proliferativo de la suspensién de Tetric tratada con CIH IN

Dilucién 10°¢ 107 10* 107 102
Media(M) 1,29 1,40 1,27 1,44 0,30
D. Estindar (DE) 0,30 0,63 0,44 0,65
Error E. (EEM) 0,24 0,54 0,37 0,56 -

Tabla LXXXIX: Efecto proliferativo de la suspensién de Tetric tratada con NaOH IN

Dilucién 10°¢ 107 10* 107 10
Media(M) 2,10+ 1,85 1,76 1,55 0,30
D. Estdndar (DE) 0,74 0,35 0,42 0,04 -
. Error E. (EEM) 0,68 0,30 0,30 0,03

Tabla XC: Efecto proliferativo de la suspensién de composite Polofil

Dilucién 10°¢ 10° 10* 10 102
Media(M) 0,72 1,00 1,11 0,96 1,07

D. Estindar (DE) 0,19 0,33 0,04 0,20 0,20
Error E. (EEM) 0,13 0,23 0,03 0,14 0,15
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Tabla XCI: Efecto proliferativo de la suspension de composite Pekalux

Dilucién 10° 107 JG* 10° 10
Media(M) 2,32+ 2,61+ 2,60+ 2,53+ 0,30
D. Estandar (DE) 1,01 0,47 0,82 0,70
Error E. (EEM) 0,71 0,33 0,58 0,59

Tabla XCII: Efecto proliferativo de la suspensién del sellador Delton

Dilucién 10°¢ 107 10 103 102
Media(M) 1,88+ 3,36+ 4,39+ 3,61+ 2,75+

D. Estandar (DE) 0,35 0,54 0,93 0,04 0,32
Error E. (EEM) 0,28 0,44 0,81 0,03 0,23

Tabla XCIII: Efecto proliferativo de la suspension de Delton tratada con CIH IN

Dilucién 10°¢ 107 10 103 102
Media(M) 1,50 3,72+ 4,62+ 0,30 0,30
D. Estandar (DE) 0,20 0,61 0,89 --- ---

Error E. (EEM) 0,15 0,50 0,70
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Tabla XCIV: Efecto proliferativo de la suspensién de Delton tratada con NaOH 1IN

Dilucién 10 107 10 107 [0~
Media(M) 4,72+ 4,64+ 5,05* 1,16 0,30
D. Estandar (DE) 0,93 0,91 1,20 0,19

Error E. (EEM) 0,85 0,80 0,90 0,13
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10. EFECTO SOBRE LA PROLIFERACION DE MCF7 DE LAS
MUESTRAS DE SALIVA

Una vez comprobado por HPLC la presencia de monémeros y oligémeros
en la saliva de los pacientes tratados con selladores de fisuras se ha procedido a
comprobar el efecto proliferativo de las muestras en el test E-SCREEN. Las salivas
del grupo A resultaron negativas para cualquier dilucién . Los resultados obtenidos
en el ensayo para las salivas del grupo B en diluciones 1/10 y 1/50 se recogen en
la tabla XCV. En dicha tabla se sefialan con el signo "+” los resultados

estadisticamente significativos frente al control (p<0,01).
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Tabla XCV: Efecto proliferativo de las muestras de saliva (x+0) del grupo B

N° MUESTRA FACTOR DE DILUCION
SALIVA 1/10 1/50
1 2,80+0,50+ 5,76=1,20+
2 3,50+0,70+ 4,96+0,95+
3 1,10+0,52 0,90+0,45
4 3,75x1,02+ 2,38+1,00+
5 1,40+0,61 2,34+0,69+
6 1,60+0,01 1,36+0,24
7 1,34+0,32 1,23+0,25
8 0,96+0,40 1,68+0,79
9 1,20‘:':0,39 1,10+0,62
10 1,49+0,25 1,20+0,38
11 1,31+0,39 1,78+0,45
12 2,67+0,46+ 297x1,63+
13 4,43+1,33+ 3,75%0,64+
14 4,19+1,37+ 2,73+x1,90+
15 2,96+0,54+ 1,61+0,59
16 3,60+0,28+ 2,54%1,23+
17 1,03+0,25 0,98+0,15
18 1.30+0,42 1,10£0,25
19 2,89+0,98+ 1,96+0,96+
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DISCUSION

XENOBIOTICOS ESTROGENICOS

Una gran variedad de compuestos quimicos con estructuras moleculares
muy diversas tienen actividad estrogénica, esto es, mimetizan la accién de las
hormonas ovaricas cuando son administrados a la hembra ovariectomizada. La
procedencia de tales compuestos es muy variada pues en unos casos son de origen

natural y en otros han sido sintetizados por la industria quimica.

La demostracién de la actividad hormonal estrogénica en tan amplio grupo
de compuestos quimicos y de tan distinta conformacion, ha hecho pensar que
mediante la simple observacién de la estructura molecular es imposible la
prediccion del caracter hormonal. Se ha sefialado que quizas sea sélo la presencia
de un grupo fendlico, o un grupo funcionalmente equivalente, el requisito
imprescindible que comparten todos los compuestos quimicos con tal actividad
estrogénica. Este grupo de sustancias hormonalmente activas se conocen hoy dia

como xenoestrégenos z

Entre los estrégenos de origen natural se incluyen no sélo los compuestos
hormonales producidos por el ovario de la hembra, sino también las sustancias
sintetizadas por plantas y hongos, las cuales son identificadas como fito y
micoestrégenos, respectivamente. Por otra parte, los estrégenos sintéticos tienen
una procedencia y origen ain mas variado, ya que puede tratarse de las hormonas
sintéticas no esteroideas, como es el caso de los estilbenos, de derivados fenédlicos
como los alquilfenoles, de compuestos bifenélicos o de una gran variedad de
compuestos organoclorados algunos de los cuales son empleados, o han sido

utilizados en el pasado, como pesticidas en las practicas agricolas.

Ademas de la diversidad estructural, otras dos observaciones de muy

diferente indole pueden anadir complejidad al problema de los xenoestrégenos: i)
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los tests de deteccién de la actividad hormonal, en sus diferentes formas (tests
biolégicos, tests "in vitro", tests de expresién génica) han demostrado la
extraordinaria actividad de tales compuestos pues, en algunos casos, la actividad
hormonal estd presente en el rango de las concentraciones picomolares y
nanomolares, y este rango de actividades cubre hasta concentraciones
micromolares; y ii) una gran parte de los xenoestrégenos tienen caracter lipofilico,
es decir, afinidad por el tejido y estructuras grasas, y por tanto resistentes al

metabolismo y suceptibles de ser bioacumulados.

Es evidente que el objetivo principal de cualquier aproximacién médica al
problema de la exposicion humana a los xenoestrégenos deberia ser la evaluacion
de los efectos sobre la salud humana. Las tres observaciones indicadas en apartados
anteriores (diversidad estructural, actuacién a concentraciones realmente
insignificantes y bioacumulacién) no hacen sino dificultar cualquier estudio que

persiga esa meritoria tarea.

Antes de iniciar cualquier disefio experimental para hacer una aproximacién
al problema, creemos que deberian ser consideradas las siguientes observaciones:
i) Mientras que la exposicién excesiva y aberrante a ciertos xenoestrégenos puede
originar consecuencias graves para la salud, lo cierto es que la exposicién a
xenoestrégenos naturales endégenos o exégenos tiene caracter universal y es
inevitable; ii) Los estrégenos -en el sentido mas amplio- de origenes diversos
pueden ejerecer sobre el organismo humano efectos benéficos o perjudiciales; iii)
La accién de los xenoestrégenos puede ser especifica y especialmente importante
para ciertos érganos blanco/diana; y iv) Los xenobidticos estrogénicos pueden
ejercer ademds de su accién hormonal otros efectos muy diversos no dependientes

de su caracter estrogénico.

Durante afos se han presentado informes sobre la impregnacién animal y
humana por compuestos quimicos con actividad hormonal. Se ha especulado,
ademads, con el origen de tal exposicion y con las consecuencias biolégicas del
acumulo de tales sustancias. Las pruebas mas o menos claras de los efectos sobre

salud humana y animal se han ido progresivamente acumulando y hoy dia la
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hipétesis que liga xenoestrégenos con los transtornos del desarrollo, reduccién de
la fertilidad, desmasculinizacién/feminizacién o, incluso, incremento en la
frecuencia de presentacion de ciertos cinceres hormonodependientes, ha dejado
de ser una anécdota para convertirse en una de las mas potentes asociaciones

etiopatogénicas (Lancet, 1995).

El objetivo subyacente del presente trabajo es la identificacién de nuevas
fuentes de exposicién humana a los xenobiéticos estrogénicos. Para dar respuesta
a tal compromiso: i) Hemos estudiado en profundidad la estrogenicidad de los
composites y selladores usados de forma rutinaria en la practica odontoldgica; ii)
Hemos aislado, caracterizado e identificado los compuestos quimicos responsables
de tal actividad hormonal iii) Hemos probado que la saliva de los individuos
tratados con tales productos dentales es activa en los ensayos biolégicos de
estrogenicidad y, por ltimo, iv) Hemos identificado los monémeros presentes en

la saliva responsables del efecto hormonal.

ANALISIS CROMATOGRAFICO DE LOS COMPOSITES Y
SELLADORES DENTALES

Una vez revisados los antecedentes bibliograficos que hacen referencia a
determinaciones de bisfenoles y moléculas afines, tal como se recoge en el capitulo
"Introduccién”, se ha considerado conveniente, en este trabajo, el desarrollo y
puesta a punto de un método de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
(HPLC) que se adaptara estrictamente tanto a los productos puros como a las
muestras que posteriormente iban a ser analizadas (composites, selladores y
salivas). Por este motivo, se propone un método HPLC en fase reversa con una
columna C-18 y un detector UV, fijando la deteccién a una longitud de onda de
280 nm. Esta longitud de onda parece la mas adecuada, ya que los grupos
funcionales presentes en las moléculas objeto de nuestro estudio absorben de
modo mas especifico a dicha longitud, evitando asi interferencias de otros
monoémeros. En este sentido cabe citar los trabajos de Ruyter y Oysaed (1987) y
Munksgaard y Freund (1990) en los que se utilizan longitudes de onda de 210y
215 nm, respectivamente para la determinacién de BisGMA y TEGDMA, pero que
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en ningun caso detectan otros monémeros de interés para nosotros, es decir, el
resto de los derivados aromaticos BFA, BADGE o BisDMA. El método propuesto
en el presente trabajo se ha desarrollado en gradiente con una duracién total del
cromatograma de 17 minutos, lo cual permite la elucién de los productos BFA,
EBFA, PBFA, BADGE, BisGMA y BisDMA con unos tiempos de retencién
comprendidos entre 2.76 y 10.3 min (Tabla III).

Cabria recordar que nuestro grupo de trabajo ya ha publicado la separacién
y determinacién de BFA en muestras de alimentos con anterioridad al desarrollo
de esta Tesis Doctoral (Brotons y cols, 1995). En ese momento, se considerd
oportuno trabajar en fase directa utilizando como eluyentes disolventes apolares
ya que se lograba muy buena resolucién en la separacién de pesticidas
organoclorados y bisfenoles. Desde el punto de vista del trabajo actual, en el
supuesto de haber utilizado esta técnica se habrian alargado los cromatogramas
innecesariamente puesto que el BFA eluye con un tiempo de retencién de 19,3

minutos en esas condiciones.

La cuantificacién de los eompuestos considerados de interés se ha llevado
a cabo mediante el desarrollo de curvas de calibrado. Para ello, se han utilizado
disoluciones de patrones puros a concentraciones comprendidas entre 10° y 107
M/, método habitual en este tipo de estudios y puesto que el ajuste de las curvas
presenta, en todos los casos, valores del coeficiente de correlacién area de
pico/concentracién de r=0.99, no se ha considerado necesario la utilizacién de un
estandar interno. Este hecho se confirma en la alta reproducibilidad del método,
considerando valores medios de la curva de calibrado, como queda demostrado en
el capitulo correspondiente del apartado "Métodos", (Tablas XVI-XXI). Para
establecer los limites de deteccion y cuantificacién del método cromatografico
propuesto se han seguido, para cada uno de los productos analizados, las
directrices de la IUPAC . Los limites de deteccion estdn comprendidos entre 0,3
v 9,1 ug/ml, para el BisGMA y BADGE, mientras que los limites de cuantificacién
se sitdan estan entre 0,5 y 10,2 ug/ml para estos mismos productos (Tablas VII y
VIII).
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Una vez puesta a punto la técnica cromatografica para las disoluciones de
patrones puros, se ha aplicado al analisis de muestras de composites y selladores
en los que se presupone la presencia de BEA como monémero base, asi como de
los oligdmeros BADGE, BisGMA y BisDMA, por ser productos basados en la
resina BisGMA y haber sido estudiados previamente por autores como
Vankerckhoven y col, (1981), Inoue y Hayashi, (1982), Hanks y col, (1991), Van
Noorth, (1994). Por otra parte, las especificaciones comerciales de la composicion
de las resinas suelen expresar, aunque de forma escueta, cuél es la composicién de
la fraccién organica del material. Afortunadamente, a partir de la entrada en vigor
del Real Decreto 414/1996 de 1 de marzo, los fabricantes tendran la obligacién de
detallar pormenorizadamente la composicién de todos los materiales de uso en
Odontologia, lo que sin duda alguna, favorecera la realizacién de estudios como

el que aqui se presenta.

Las muestras de composites y selladores analizadas se han seleccionado al
azar entre las productos comerciales de uso habitual con la Gnica premisa de que
en su composicién el fabricante indicara que se trataba de resinas BisGMA. Asi,
se han analizado un total de 7 composites y un sellador, tal como queda recogido

en el capitulo "Material" de esta Memoria.

Para dar respuesta al primero de nuestros objetivos, la demostracién y
confirmacién de la migracion de monémeros a partir de las muestras
polimerizadas, se han realizado analisis tras la polimerizacién "in vitro" siguiendo
las instrucciones del fabricante. Sin embargo, dificilmente se puede establecer el
comportamiento del proceso de polimerizacién del material en estudio sin analizar,
de forma comparativa el contenido de las muestras antes de su polimerizacién, tal
como éstas se presentan en el preparado comercial. El planteamiento analitico se
ha hecho, por tanto, a través de dos protocolos diferentes: anélisis de las muestras

antes y tras la polimerizacién "in vitro".

La revisién bibliogréfica ha permitido conocer que con anterioridad a este
trabajo se han utilizado diversos medios para el estudio de la forma y cuantia en

que los monémeros eluyen a partir del material original. Es posible el uso como
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medio de elucién de metanol (Vankerckhoven y col, 1981; Taira y col, 1989) agua
(Inoue y Hayashi 1982; Tanaka y col, 1991), agua/etanol (Pham y Ferracane,
1988; Ferracane, 1994), o incluso un simulador de una bebida ténica (Thompson
y col, 1982). La elucién en alguno de estos medios podria considerarse artificial
debido al empleo de solventes organicos. El medio oral es fundamentalmente
acuoso y suele fluctuar en un margen pequefio de pH y con variaciones de
temperatura de varios grados en torno a 37 °C. Por ello, nuestro planteamiento
inicial fue el de someter al composite, tanto sin polimerizar como polimerizado,
para conocer las condiciones de partida del producto y la situacién en la que se
encuentra en su uso clinico habitual, respectivamente, a eluciéon con agua destilada
(pH préoximo a 7) y 37°C. En una segunda aproximacién se considerd
imprescindible el someter la resina polimerizada a condiciones de temperatura y
pH algo mas forzadas con objeto de demostrar el efecto del estrés fisico sobre la
integridad del material. Por ello, cada muestra estudiada se ha analizado a dos
niveles de temperatura, 37 y 100 °C, emparejadas con distintos valores de "pH"
(1,7,9,y 12).

La utilizacién de agua como medio de elucién conlleva unos niveles de
extraccién de monémeros inferiores a los obtenidos cuando el solvente es orgénico,
condiciones en las que trabajan otros autores ya senalados. Esto trae como
consecuencia que nuestros resultados pueden diferir, desde el punto de vista
cuantitativo, de los presentes en la literatura. No obstante, la decision de utilizar
agua como medio, como ya se ha comentado, se basé fundamentalmente en el
intento de simular el medio acuoso oral al que se exponen estos compuestos, sin
forzar las condiciones de extraccién, ya que se estima de mas interés el comprobar
la presencia y el consiguiente paso al medio, de determinados monémeros que

realizar una cuantificacion exahustiva de su contenido.

Es importante la preparacién de las muestras previa a su andlisis, puesto
que la eficacia de la reaccién de polimerizacién, de la que depende en ultima
instancia la cantidad de monémero libre que queda sin reaccionar, esta regida por
una serie de factores relacionados con la forma de preparacién de las muestras

(Koda y col., 1989).Por ello, en el diseio de los experimentos se incluyé la
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estandarizacién de las condiciones de polimerizacién para conseguir que las
distintas muestras comerciales estudiadas fueran evaluadas siguiendo un protocolo

similar.

Ya ha quedado expuesto en el capitulo "Métodos" el control de factores
tales como forma geométrica de la muestra, semejanza en el area de polimerizacién
o distancia foco-mueéstra, sin olvidar otros parametros que afectan en mayor o
menor grado al resultado final, tales como tamafo de particula y carga de la
misma, color del material, calidad del foco de luz, fotoiniciadores, tiempo de
polimerizacién etc. Algunas de estas variables han podido ser controladas en el
trabajo; asi todos los compbsites se seleccionaron en el mismo tono de color, la
intensidad del foco de luz fue medida previa a su empleo, siendo controlada de
forma periédica durante la realizacién del trabajo experimental. De igual forma,
el tiempo de polimerizacion que recibieron las muestras fue idéntico (40 seg) en
todos los casos. Tanaka y col. (1991) y Ferracane (1994) describieron diferencias
significativas en la elucién de monémeros cuando los tiempos de polimerizacién
son variables en el rango de 30, 50 6 60 seg. Nosotros hemos tomado 40 seg por
ser éste el procedimiento estandar aceptado en la mayoria de los estudios clinicos
y que coincide con las recomendaciones del fabricante. Por otra parte, el tamafo
de particula y el tipo y concentracién del fotoiniciador vienen determinados por
el manufacturador, por lo que son varibles que escapan al control de este trabajo,
pero que posiblemente influyan en los valores de mondémeros cuantificados y

recogidos en las tablas de resultados.

El analisis de los composites y selladores se ha realizado, como ya se viene
indicando, por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién, con una columna C-18
y en gradiente. La cantidad de muestra inyectada ha sido de 20 ul procedentes del
sobrenadante de la suspensién en la que se encontraban las muestras, ya fueran
polimerizadas o no. La cuantificacién de los componentes eluidos se realizé
ajustando siempre el volumen final a 1 ml. El anélisis detallado de los
cromatogramas generados permite identificar, a partir de los tiempos de retencién,
los componentes BFA, BADGE, BisGMA, BisDMA, EBFA y PBFA. Nuestro

estudio, ha incluido la confirmacién mediante Cromatografia de Gases y
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Espectometria de masas de todos y cada uno de los productos eluidos e
identificados en los cromatogramas HPLC. En las figuras 45-47 se muestran los
cromatogramas en CG y algunos de los espectros de los monémeros identificados

en muestras de composites y sellador.

El comportamiento analitico de estos materiales difiere, el punto de vista
cuantitativo, en funcién a las condiciones fisicoquimicas a las que se sometieron
las muestras. De una parte, hemos creido conveniente expresar los resultados en
grupos en funcién de la polimerizacién y segin el pH y la temperatura. Las tablas
XXVII-XLII presentan la concentracién media y la desviacién estandar de cada
uno de los monémeros eluidos por cada muestra de producto comercial y segtn las
condiciones de trabajo a la que se han sometido las muestras. El anilisis de los
rsultados permite indicar que el pH y la temperatura influyen en la elucién de
BFA, fundamentalmente en las muestras polimerizadas. Es patente la elevada
elucion de BFA en las muestras polimerizadas y sometidas calentamiento a 100 °C
(Figura 34), mientras que es menor a 37 °C, temperatura a la cual se observa una

clara influencia del pH: la elucién de BFA se ve favorecida en el medio alcalino.

En las muestras sin polimerizar, de forma general, la elucién de BFA es mas
constante en funcién al pH. Por ejemplo, tal como se aprecia en la tabla XXX sin
polimerizar a 37 °C, salvo excepciones que se ponen de manifiesto en el analisis
estadistico, la elucion para el Charisma del BFA se mueve en un rango entre 155
y 179 pg/ml o bien para el Tetric (Tabla XXXVIII), que oscilan entre 0 y 2,5
pg/ml. Aunque se han comentado, como més sobresalientes los datos obtenidos
para el BFA, el comportamiento es muy similar para otros monémeros, si bien es
interesante destacar que el BisDMA se presenta, para la mayoria de los

composites, de una forma destacable, a pH francamente alcalino.

Los datos analiticos obtenidos se han sometido a un estudio estadistico
para poner de manifiesto las diferencias existentes entre las distintas marcas
comerciales y la influencia de las variables quimicoanaliticas que han intervenido
en la obtencion de los resultados. El estudio estadistico se llevé a cabo en dos fases:

un primer acercamiento puramente descriptivo, y que dio paso, posteriormente,
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al estudio analitico comparativo de los resultados en funcién al comportamiento
que presentan los composites sometidos a las diferentes condiciones

experimentales.

La presencia de monémeros en el total de muestras analizadas se ha
evaluado considerando, en primer lugar, la polimerizacién o no de los composites,
en cuyo caso se observa un 90% de muestras positivas para el BFA entre las
polimerizadas frente al 93% en las no polimerizadas, lo que demuestra la alta
probabilidad que existe de encontrar un anélisis positivo para la presencia de BFA
eluido al medio, independientemente de las condiciones a las que sea sometida la
muestra. En el otro extremo, se podria encontrar, desde este punto de vista, el
BADGE, ya que sélo el 45,8% de las muestras polimerizadas estudiadas result6
positivo frente al 77,6% de las no polimerizadas. El resto de los monémeros, tal
como se recoge en la tabla XLIV, presentan unos valores de positividad mas bajos

y més préximos entre las muestras polimerizadas y sin polimerizar.

En cuanto a la variable "Temperatura" para el total de las muestras
analizadas, de nuevo no se observan grandes diferencias en cuanto al namero de
muestras positivas para el BFA. A 37°C el 89% de las muestras son positivas,
frente al 94% de las que fueron sometidas a 100°C, independientemente del pH
y de la polimerizacién. La temperatura, sin embargo, parece afectar de forma mas
patente a los demas oligémeros contituyentes. Cualquiera que sean las condiciones
de temperatura y polimerizacién podria ser légico esta alta presencia de BFA si se
considera a esta molécula como el punto final de la degradacién de los oligdmeros

principales.

En la misma linea, pero considerando sélamente el pH como variable, se
comprueba un ligero aumento de las muestras positivas para el BFA a medida que
el pH se alcaliniza. Sin embargo, para el BisDMA, el nimero de muestras positivas
a pH 12 supone un 49% de las analizadas frente al 22% registrado a pH 1. Los
rangos de muestras positivas para el resto de los monémeros son bastante
constantes e independientes del pH si bien, en todos los casos, a pH 12 el nimero

de muestras que ceden monémeros al medio siempre es superior (Tabla XLVI).
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El comportamiento global de las muestras de productos comerciales en
estudio oscila entre unos margenes no muy amplios, ya que el 73% de los analisis
realizados para Brillant resultaron positivos al BFA frente al 100% de las muestras
de Silux y Pekalux analizadas. Estas muestras, no obstante, no mantienen un
comportamiento similar para el resto de los monémeros ya que mientras que el
Pekalux resulta positivo para el 89,5% de las determinaciones de BADGE, el
producto comercial que le sigue en elucién para este mondémero es el Delton con
un 81,3% de las muestras a’nalizadas. El resto de las marcas se mueven en unos
rangos muy dispares en cuanto a la elucién de monémeros (Tabla XLVII). Como
era de esperar, y en funcién a la composicién de cada una de las presentaciones
comerciales analizadas, no siempre se van a encontrar los oligdmeros que
supuestamente pueden constituir estos composites. Asi, las moléculas identificadas
con frecuencias mas bajas son propoxilato, que no se ha detectado nunca en
Brillant, Polofil, Silux, y Tetric, y EBFA, que tampoco se ha identificado en
Brillant, Charisma, Polofil y Z-100.

Una vez observado, desde el punto de vista estadistico, un panorama global
de la presencia o ausencia de monémeros eluidos al medio, es importante
comentar los resultados del andlisis estadistico al comparar el comportamiento de
los composites entre si y en funcién a las variables polimerizacién, pH y
temperatura, objeto de nuestro estudio. Referente a los resultados consignados en
las tablas (XLIX-LXVII) sobre la liberacién de componentes podria llamar la
atencién la magnitud de las desviaciones estindar obtenidas para los valores
medios de cada uno de los monémeros valorados. Este dato es légico, si se
considera que se han evaluado conjuntamente todas las posibilidades de elucién,
y se debe tener en cuenta que desde el punto de vista quimico, el pH o la
temperatura pueden dar lugar a una agresién drastica permitiendo una elevada
cesién al medio de un monémero mientras que el mismo composite, en otras
condiciones fisico-quimicas, no presente ese nivel de elucién para el monémero
considerado, llegando incluso a ser 0. Asi por ejemplo, en el analisis de Brillant, de
las 24 muestras analizadas en total, se pueden encontrar valores comprendidos
entre Oy 231 ug/ml para el BFA (Tabla XXVII), lo cual da lugar a un dato medio
de 34,6 = 76,6(Tabla XLIX). Esta observacién se repite en el resto de las marcas
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comerciales y con respecto a todos los monédmeros. Por tanto, si bien desde el
punto de vista del estudio estadistico, estos valores son correctos y permiten una
aproximacién "global" para deducir las diferencias existentes entre los grupos
experimentales considerados, desde un punto de vista estrictamente quimico-
analitico se deben expresar los resultados tal como se recoge en las tablas XXVII-
XLII, en las que figuran los datos obtenidos experimentalmente en el anélisis

cromatografico.

Del estudio estadistico recogido en las tablas LI-LXII en las cuales se
expresan las medias y desviaciones de la concentracién de monémeros eluidos al
medio desde los distintos productos comerciales, asi como la comparacién entre
estos valores, considerando las variables polimerizacién/temperatura y no
polimerizacién/temperatura (Tablas LI-LIV) y de otra parte polimerizacion/pH y
no polimerizacién/pH (Tablas LV-LXII) se deduce, al aplicar en la comparacién
global el test de anilisis de la varianza, que en todos los casos aparecen diferencias
estadisticamente significativas con valores de significacién comprendidos entre
p<0.05 a p<0.001. La comparacién por parejas realizada mediante el test de
Student Newman Keuls para p<0.05 establece las diferencias entre marcas
comerciales por monémeros. El valor especifico de cada resultado esta consignado

en las tablas ya mencionadas.

Las tablas XLIX-L, LXIII y LXIV-LXVII recogen el estudio estadistico
correspondiente a las variables fisico-quimicas a que se han sometido los diferentes
composites. Es importante mencionar de forma aislada estos resultados ya que se
refieren especificamente al estudio de la influencia de los factores que pueden ser
establecidos por el analista al plantear un trabajo experimental. Las tablas XLIX
y L hacen mencién a la influencia de la polimerizacién en la liberacién de
monoémeros, y de ella se deduce que en todos los andlisis realizados se determina
BFA en margenes que van desde 5,5+ 6,7 hasta los 65,4+115.1 ug/ml, aunque el
estudio estadistico aplicado no permite establecer diferencias siginificativas entre
los composites analizados. En este sentido, se demuestra, como era de esperar, que
el producto 8, el Delton, que es un sellador, presenta un nivel de BADGE muy

superior a los composites estudiados; la explicacién posiblemente se encuentre en
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el hecho de que a igualdad de peso de producto analizado el contenido en material
polimérico es superior en los selladores que en los composites. Los productos que
presentan diferencias estadisticamente significativas para la elucién de monémeros
son el producto 3 (Pekalux) para BisGMA y BisDMA con mayores niveles de
elucién; el producto 6 (Tetric) que permite la determinacién en niveles elevados
de Etoxilato de BFA y por tltimo, se comporta de forma apreciablemente diferente
el producto 8 (Delton), tanto para el BADGE, ya comentado, como para el
propoxilato de BFA.

Los productos analizados sin polimerizar (Tabla L), presentan de nuevo
diferencias significativas cuando se comparan por parejas. Es interesante observar
los elevados niveles de BFA encontrados y que incluso permiten establecer
diferencias estadisticamente significativas para algunos productos comerciales
como es el 5 (Silux) y 6 (Tetric) con valores medios de 177,3+298,3 y 215,1+
251,5 pg/ml, respectivamente.

La tabla LXIII correspondiente al estudio estadistico de comparacién de
resultados de las muestras polimerizadas y sin polimerizar cuando se someten a
elucién en funcion a la temperatura del medio, independientemente del pH. Se
observa la diferencia significativa que se presenta con respecto al BFA. En las
muestras sin polimerizar existe mayor concentracién media de este mondémero,
hecho que se repite para el BisGMA, mientras que para el BADGE y el BisDMA

se presentan mayores niveles en las muestras sin polimerizar a 100°C.

Las tablas LXIV y LXV presentan el estudio estadistico considerando la
liberacién de monédmeros en muestras polimerizadas a 37 y 100°C en funcién al
pH. Se deduce con este analisis que el pH 12 afecta a la liberacién de BFA y
BisDMA sea cual sea la temperatura y aparece siempre un nivel, estadisticamente
significativo y mas elevado de estos productos. No parecen verse afectados los

valores medios de BADGE y BisGMA por el pH y la temperatura.

De las tablas LXVI y LXVII "Muestras sin polimerizar a 37 y 100° C en

funcién al pH", se deduce que no hay diferencias estadisticamente siginificativas
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para ningun producto cuando se analizan a 37°C. Sin embargo a 100°C, el pH 12
permite una mayor presencia en el medio de BFA y BisDMA, posiblemente el
aumento de BFA se debido a factores tales como la elucién al medio junto con la
hidrélisis de otros oligdmeros, mientras que la presencia de BisDMA es posible que

se deba a mayores niveles de extraccion en estas condiciones de pH.

A modo de conclusién de este capitulo analitico cabe resaltar el hecho de
que los componentes de los materiales dentales no son estables ya que,
dependiendo de la agresién del medio siempre es posible poner de manifiesto la
elucién de monémeros en mayor o en menor proporcion. Esta no es una
observacién original de este trabajo; la bibliografia aporta suficiente informacién
en este sentido poniendo de manifiesto, de una parte, que el grado de
polimerizacion no es del 100% y de otra, que las agresiones fisico-quimicas pueden
danar al producto ya polimerizado (Rueggeberg y Craig, 1988;). No hemos
pretendido con el protocolo de analisis seguido, hacer una evaluacién exahustiva
de los monémeros no reaccionados del material analizado, y que potencialmente
eluirian al medio tras la polimerizacién, ni de aquellos que por alteracién quimica
o fisica de la red polimérica podrian irse liberando en el tiempo, ya que la resinas
polimerizadas o sin polimerizar se han dejado en reposo, sometidas exclusivamente
a las variables "Temperatura" y "pH" de forma que emigren al sobrenadante los
mondmeros sin someterlos a un tratamiento mas drastico como seria la extraccién
con disolventes orgénicos. Pero nuestro trabajo ilustra con claridad la facilidad con
la cual algunos componentes de los composites eluyen a partir del material
original, lo cual obliga a considerar la exposicién humana a tales compuestos y

valorar sus efectos, tanto local como sistémicamente.

Si comparamos este estudio con los antecedentes bibliograficos existentes
es conveniente hacer algiin comentario sobre los monémeros encontrados asi como
los niveles establecidos. Generalmente los autores que trabajan en este campo se
han limitado al analisis de las resinas composite para la identificacién de BisGMA
en el eluido, y a lo sumo, algin autor pone de manifiesto la presencia de BisDMA
(Vankerckhoven y col, 1981). Es frecuente, asi mismo, la identificacién del

trietilenglicol dimetacrilato (TEGMA) (Tanaka y col, 1991) en aquellos
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composites que lo contienen. En general, el objetivo bésico de estos trabajos ha
sido la valoracién de la fraccién no polimerizada de la resina base tras el fraguado,
principalmente por las repercusiones que trae consigo el déficit de polimerizacién.
Por una parte, la falta de fraguado va en detrimento de las cualidades fisico-
mecanicas del material, y por tanto, empeora el comportamiento clinico del
mismo. Por otra, en la practica odontolégica ha sido una preocupacién constante,
desde un punto de vista toxicolégico, las repercusiones que la salida de monémeros
desde el material puedan inducir sobre el tejido pulpar dental. Resulta extrana la
parquedad de estudios referentes a la toxicologia de los componentes de los
materiales dentales referidos. Por esta razén, se hacen realmente oportunos los
trabajos del grupo de Hanks y col (1991) y Jontell y col (1995) sobre la valoraciéon
de la citotoxicidad en cultivo de componentes habituales, BFA, BisGMA, BADGE,
EBFA etc. de las resinas compuestas.

Es de interés, por tanto, el comentar la primicia que suponen los datos
presentados en esta Memoria junto con la imposibilidad de contrastar los
resultados con la bibliografia. Como referencia de la exactitud y reproducibilidad
de los resultados habrd que remitirse a lo resefiado para el método analitico
propuesto que demuestra claramente la fiabilidad del mismo cuando se trabaja con
productos puros. Ademas la confirmacién de la presencia de las moléculas
encontradas ha quedado demostrada por CG/EM en todos los composites

analizados.
DERIVADOS BIFENOLICOS CON ACTIVIDAD ESTROGENICA

Las resinas epoxi que contienen bisfenol-A como uno de sus componentes
tienen mdaltiples aplicaciones por si solas o formando parte de los materiales
plasticos (Paseiro y col., 1993). Asi por ejemplo, este tipo de resinas se emplean
en el recubrimiento interior de las latas de conserva y en materiales dentales,
quirargicos o protésicos diversos. En este trabajo hemos demostrado que el
bisfenol-A y el dimetacrilato de bisfenol-A, componentes de los composites y
selladores basados en Bis-GMA y usados en Odontologia, son estrogénicos y

representan una forma adicional de exposicién a los xenobiéticos hormonales.
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Nuestros resultados experimentales han confirmado la estrogenicidad del
monoémero bisfenol-A. El caricter hormonal de tal compuesto quimico habia sido
puesto de manifiesto en 1936 por Dodds y Lawson en una corta presentacién
publicada en la revista Nature. Tal informaciéon se habia visto confirmada en 1944
en otra publicacién de Reid y Wilson y posteriormente, comentada en diversas
ocasiones por aquellos investigadores que estudian mecanismos de accién
hormonal (Gyglin y Leclercq, 1992) o metabolitos de algunos antiestrégenos
(Jordan 1994).

A pesar del conocimiento de la estrogenicidad del bisfenol-A, durante todos
estos afios no se habia asociado el caracter hormonal estrogénico de los derivados
bifenélicos con su empleo creciente en la industria quimica de sintesis. Ha sido
muy recientemente, en 1993, cuando se presenta el primer trabajo sobre la
contaminacién de cultivos de levaduras con un compuesto hormonal que
finalmente es identificado como bisfenol-A (Krishnan y col., 1993). El origen de
tal monémero resulté ser el policarbonato constituyente de los envases plasticos
en los que se esterilizaba agua de forma rutinaria para preparar el medio de cultivo
para las levaduras. El calentamiento del policarbonato provocaba la liberacién del
bisfenol-A desde las paredes del contenedor pléstico al agua contenida. A raiz de
tal informe, nuestro grupo tuvo la oportunidad de trabajar en la liberacién de
bisfenol-A a partir de las resinas epoxi empleadas en el recubrimiento interior de
los envases de conservas metalicos (Brotons y cols. 1995). Se demostré que los
alimentos contenidos en envases de conservas recubiertos interiormente con
resinas epoxi podian resultar contaminados con el monémero bisfenol-A que eluia
a partir de las paredes del envase en el momento de la esterilizaciéon de los

alimentos.

La estrogenicidad de bisfenol-A fue demostrada mediante la aplicacién del
ensayo biolégico E-SCREEN. Este test, de utilidad para la comprobacién de la
eficacia y la potencia estrogénica de cualquier compuesto bajo sospecha de tal
actividad hormonal, ha sido suficientemente validado de tal manera que ocupa un
lugar prominente entre los ensayos de estrogenicidad (Soto y col., 1991, 1995;
Villalobos y col, 1995).
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En el test E-SCREEN la potencia y eficacia proliferativa puede ademas ser
confirmada por la capacidad de induccién génica. Asi, en el presente trabajo hemos
presentado, para cada uno de los compuestos estudiados, no sélo su habilidad para
hacer proliferar las células estrégeno dependientes sino también la capacidad para
inducir la sintesis del receptor de progesterona y la proteina estrégeno inducida
pS2. Ademis del bisfenol-A, el dimetacrilato de bisfenol-A ha resultado ser
estrogénico, como lo demuestran su capacidad para inducir la proliferacién de las
células MCF7 en el test E-SCREEN vy la eficacia en la sintesis de las proteinas
estrégeno inducidas pS2 y el recepor de progesterona (RPg).

El presente trabajo no se ha limitado a la demostracién de la capacidad
estrogénica haciendo uso de las células de cancer mamario MCF?7. Se ha estudiado,
ademads, la afinidad de unién al receptor estrogénico de cada uno de los
compuestos bifenélicos identificados en el analisis quimico de los composites y
selladores. Se ha podido demostrar, en este caso, la buena correlacion existente
entre la actividad proliferativa, induccién de proteinas estrégenos inducidas y la
afinidad por el receptor de estrégenos, tanto para el bisfenol-A y su derivados
dimetacrilatos, como para aquellos Compuestos sin actividad en el E-SCREEN que

demostraron no tener afinidad por el receptor estrogénico.

Es interesante, a este respecto, resaltar un hallazgo experimental de nuestro
trabajo. El oligémero BADGE resulté ser débilmente estrogénico a concentraciones
10 uM en el ensayo E-SCREEN. A pesar de ello, en los ensayos de competencia
por el receptor estrogénico no se pudo poner de manifiesto capacidad alguna de
desplazamiento de la unién del estradiol a su receptor especifico. Esta disparidad
entre ambos resultados podria tener una explicacién sencilla si se consideran las
condiciones en las que se desarrollan ambos tipos de experimentos. Mientras que
en el ensayo de proliferacién el compuesto quimico a testar, en este caso BADGE,
se encuentra disuelto en el medio de cultivo celular, a 37 °C, y por tanto sometido
a la degradacion quimica y metabélica de las condiciones de cultivo y la actividad
enzimatica de las células MCEF7, en el caso de los test de competencia, éstos se
realizan "in vitro" a 4°C durante 18 horas. Es posible imaginar que en el primero

de los casos pueda ocurrir la transformacién del BADGE en alguno de sus
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componentes de menor tamano, los cuales estan dotados de actividad hormonal.

Por su parte, el oligomero Bis-GMA demostré no tener actividad
estrogénica en el ensayo E-SCREEN en el rango de concentraciones ensayado, que
llegé hasta 10 uM. No obstante, tal compuesto, al igual que el BADGE, fue
estrogénico tras tratamiento hidrolitico en medio acido o basico. El anilisis
cromatografico de las muestras hidrolizadas puso de manifiesto la presencia de
bisfenol-A y de dimetacrilato de bisfenol-A, liberados del producto tras el
tratamiento. Es cierto que esta forma de demostracién de actividad hormonal de
los constituyentes de los oligomeros Bis-GMA y BADGE puede ser calificada,
cuando menos, de inapropiada aduciendo que tales circunstancias dificilmente van
a darse "in vivo". Por esta razén, parece necesario comentar la informacién
disponible sobre la degradaciéon metabélica de los constituyentes de los composites
y selladores basados en Bis-GMA.

Las vias metabdlicas de degradacién sistémica de algunas resinas epoxi y
derivados bifendlicos han sido estudiadas en el ratén (Climie y col. 1981a y
1981b; Steiner y col. 1992). Asi por ejemplo, se sabe que el BADGE es
metabolizado mediante dealquilacion oxidativa para dar un derivado fenol diol.
Se ha prestado gran atencion a los fragmentos de degradacion de pequefio tamano
derivados de tal proceso metabdlico debido al conocimiento de las propiedades
mutagénicas de la porcién de glicidiladehido, hecho que ha motivado el olvido
accidental de que el fragmento difendlico resultante podria estar dotado de

actividad hormonal estrogénica.

También se ha estudiado la degradacién de bisfenol-A por ciertas cepas
bacterianas que utilizan este compuesto como fuente principal de carbono. Lobos
y col. (1992) aislaron una especie bacterina a partir del sedimento de los pozos de
desagtie de la industria que trabaja en la sintesis de bisfenol-A y otros productos
plasticos; el nuevo microorganismo es capaz de degradar bisfenol-A para dar el
acido 4-hidroxibenzoico y 4-hidroxiacetofenona --productos monofendlicos-- y el
2,2-bis(4-hidroxifenil)-1-propanol, y finalmente dar lugar a 2,3-bis(4-hidroxifenil)-

1,2-propanodiol. La estrogenicidad de tales compuestos no ha sido estudiada pero
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dada la similitud del dltimo compuesto indicado, el cual posee la estructura
caracteristica de los estilbenos, como el potente estrogeno  sintético

dietilestilbestrol, tal estudio bien merece ser realizado con profundidad y urgencia.

Es evidente, en definitiva, que nuestro trabajo va mas alld de la
confirmacién inocente de que el bisfenol-A es estrogénico en un determinado
ensayo biolégico, en nuestro caso en test de estrogenicidad E-SCREEN. Se trata
de una prueba clara de exposicién humana de forma selectiva a un compuesto
quimico dotado de actividad hormonal. Presenta ademés una peculiaridad propia
y extremadamente preocupante. Hasta la fecha los informes sobre la exposicién
humana a los xenoestrégenos se limitaban a describir ya sea las fuentes de
exposicion o la presencia de algunos xenoestrégenos, fundamentalmente residuos

de pesticidas organoclorados, en alimentos destinados a consumo humano.

A pesar del acimulo de datos experimentales el hecho de que la exposicion
descrita es de caracter indirecto, esto es, sin relacién entre el individuo que aplica
el xenoestrégeno y el consumidor que lo recibe de forma inadvertida, tiene
connotaciones de muy diversa indole: el desconocimiento de la exposicién por
parte del consumidor, la candidez por parte del aplicador. Con el trabajo que se
presenta ahora, una gran responsabilidad recae sobre el cuerpo sanitario que
emplea con caricter farmacolégico un producto cuya actividad hormonal esta

comprobada y la fuente de exposicién claramente identificada.

La identificacion de componentes hormonales estrogénicos en los
composites y selladores dentales, los cuales representan una fuente de exposicion,
obliga al que emplea tales productos a demostrar que de su uso no se derivan
consecuencias deletorias para la salud humana. No se trata de una exposicion
casual, inadvertida y originada por un aplicador inconsciente. Estamos tratando
de una aplicacién médica, de caricter farmacolégico, hecha por un profesional
sanitario, responsable, por tanto, de la demostracién de la inocuidad de todas y
cada una de sus acciones y que ha ponderado el riesgo/beneficio derivado de su

intervencion.
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Se han presentado informes demostrando la toxicidad de bisfenol-A para
peces e invertebrados en el rango de concentraciones de 1,1 a 10 mg/l ( > 4 umol/l)
(Alexander y col. 1988). En modelos de mamiferos, caso del ratén, el bisfenol-A
induce una dermatitis de contacto de caricter fotoalérgico (Maguire, 1988).
Ademas, si tal producto es administrado durante la organogénesis resulta ser téxico
para el feto en hembras prefadas. Un estudio sobre los efectos reproductivos de
bisfenol-A demostré la reduccién significativa del peso de las vesiculas seminales
y la caida en la motilidad espermatica en los ratones machos tratados (Reed y col.,
1985). Estos efectos fueron patentes tanto en los padres tratados como en las
generaciones siguientes cuando la exposicién se matuvo en unos niveles
estandarizados (4.37 a 17.5 mg/kg de peso). Ademas, el tratamiento con bisfenol-A
dio lugar a una reduccién de caricter significativo en el nimero de crias por parto

y en la viabilidad de éstas.

En el hombre se han descrito con frecuencia lesiones de muy diferente tipo
tras la aplicacién farmacolégica o la exposicién profesional a los composites. Asf
por ejemplo, se conoce que la aplicacién directa de los composites sin una
preparacién adecuada puede dar lugar a lesiones irritativas (Stanley y col. 1979;
Inoue y Hayashi, 1982). Aunque no se sabe a ciencia cierta cual es el nivel de
concentracién a la que se produce la toxicidad celular directa en los tejidos "in
vivo" (Hanks y col., 1991) se ha estimado que de siete componentes, entre los que
se incluye bisfenol-A, la toxicidad "in vitro/en cultivo" se mueve en el rango 10-100
wmol/l (Hanks y col. 1991). El sellador estudiado en nuestro trabajo resulté ser
téxico para las células MCF7 a concentraciones superiores a 50 pug/ml (= 200
pmol/l de bisfenol-A), aunque no se ha podido determinar cual es el componente

de la muestra de producto comercial responsable de la citotoxicidad.
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ESTUDIO DE MONOMEROS EN SALIVA

En la actualidad estd mundialmente aceptado el sellado de fisuras como
procedimiento habitual para prevencién de la caries dental, sobre todo en
poblacién en edad escolar (Ripa, 1993). Por esta razén, se eligié esta técnica en
el disefio experimental de nuestro estudio clinico prospectivo, que utiliza una
metodologia rutinaria realizada por todos los dentistas del mundo y recomendada

por las distintas organizaciones de salud (N.I.LH., 1991)

La eleccién de un sellador descansa ademas en su propia composicién y uso
ya que, por una parte, carecen de carga mineral en la mayoria de las marcas
disponibles comercialmente y, por otra, se aplican sobre una amplia superficie, lo
que permite el intercambio con el medio oral y una facil elucién de monémeros a

la saliva.

Finalmente, destacamos el hecho de que se trata de un procedimiento
aplicado generalmente a un grupo de poblacién muy amplio -nifos en edad
escolar- a nivel mundial y que desde un punto de vista toxicolégico podria ser
considerado de alto riesgo, por encontrarse en una etapa del desarrollo
especialmente suceptible a la influencia de sustancias quimicas con actividad

hormonal, que pueden dar lugar a alteraciones en sus funciones biolégicas.

Nuestros propios resultados experimentales nos han permitido conocer que
a pesar de que las condiciones de polimerizacién eran las ideales, parece darse el
caso de una polimerizacién incompleta, lo cual puede resultar en la migracién de
los monémeros residuales. Por esta razén, uno de los objetivos del presente trabajo
era el investigar la presencia de estos mondémeros en muestras de saliva de

individuos expuestos a ellos a través de las restauraciones dentales.

Desde el punto de vista ético, no es criticable la realizacién de este estudio
sobre un grupo de individuos sanos, ya que estd debidamente estandarizado y

aceptado el procedimiento odontolégico; ademés se aplicé a individuos adultos a
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los que previamente se informé del potencial riesgo y aceptaron voluntariamente

colaborar en el trabajo.

Para llevar a cabo esta parte del estudio fue preciso la seleccion de personas
sin tratamiento previo con composites y selladores. El estudio se ha realizado sobre
18 personas en edades comprendidas entre 20 y 24 afos. La toma de las muestras
de saliva se ha realizado de acuerdo con un protocolo disefiado por nosotros. El
recipiente de recogida fue, en todos los casos, de vidrio para evitar interferencias
en los analisis con algunos componentes del material plastico. La muestra se
recogié sobre 5 ml de etanol haciendo escupir a los individuos seleccionados,
durante una hora, antes de la colocacién del sellador y en la propia consulta
odontolégica. Estas muestras se han identificado en el trabajo experimental como
"muestras Grupo A". Una vez colocados los selladores y tras enjuagado con agua
el paciente colect6 la saliva durante la hora inmediata a la aplicacién del sellador,
en iguales condiciones que la primera vez, obteniéndose las "muestras del Grupo
B". Las muestras clasificadas como "grupo C", se han recogido siguiendo el mismo

protocolo de coleccién pero transcurridos 6 meses desde la colocacion del sellador.

El tratamiento experimental de las muestras se realizé6 en las horas
siguientes a la recogida, manteniéndose mientras tanto refrigeradas a 4°C. De esta
forma se intent6 prevenir la posible degradacion de los mondmeros, ya que tal
como indican Baker y col (1988) la vida media de algunos de éstos a 37°C es de
tan s6lo 1,2 horas. El proceso a que se someten las muestras antes del analisis se
ha intentado que fuese lo mas cuidadoso posible en prevencién de la degradacién
de los monémeros; por ello, sélo se ha filtrado a través de filtros de celulosa de
diferentes tamarios de poro, con lo que se logra la eliminacién de proteinas en los
primeros pases e incluso, en la ultima filtracién, se garantiza un medio
suficientemente estéril como para poder realizar el estudio bioldgico. Las muestras
filtradas se almacenaron congeladas a -20°C. Se considerd la posibildad alternativa
de separar la fase acuosa de los demas componentes de la saliva mediante
centrifugacién de forma similar al procedimiento descrito por Larsen vy
Munksgaard (1991), pero no aportaba ventajas analiticas y hacia preciso, como

ultimo paso previo al ensayo biolégico, la filtracién para mantener el medio estéril.
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El analisis cromatografico de las salivas se ha realizado aplicando la
metodologia desarrollada para los monémeros puros. La identificacién de los
productos presentes en la saliva se ha realizado de dos formas: a partir de los
tiempos de retencién en HPLC, ya que el método es suficientemente reproducible,
como ha quedado demostrado en las primeros capitulos de la Memoria, y mediante

CG/EM, lo que ha permitido la confirmacién de la presencia de los monémeros.

Nuestros resultados experimentales nos han permitido demostrar la
ausencia de los componentes de los composites y selladores en las salivas
colectadas antes de la aplicacién de estos productos. Podria haberse dado el caso
de la existencia en saliva de algunos de los productos buscados y cuyo origen fuese
diverso, como, po ejemplo, la ingesta alimenticia de productos contaminados con
resinas epoxi. No obstante, la metodologia empleada no ha detectado ninguno de

estos productos en las salivas del grupo A.

En las muestras "grupo B", obtenidas tras la aplicacién del sellador se ha
podido cuantificar el nivel de BFA presente en todas las muestras analizadas, con
unos valores que oscilan entre 3,3 y 30.0 pg/ml. De igual modo se han
determinado los componentes BADGE, BisGMA y BisDMA en algunas de las
muestras (Tabla LXIX). Estos datos confirman la elucién de monémeros del
sellador a la saliva, ademas de demostrar que el material no es totalmente inerte,
hecho que, de una parte, se habia comprobado al trabajar previamente con el
material "in vitro" y, de otra, confirma lo publicado por numerosos autores que
vienen demostrando que la polimerizacién del material no es completa en ningin
caso. A este respecto, Ferracane y Condon, (1990) encuentran niveles de
polimerizacién entre el 50-75% y Kildar y Ruyter (1994) sélo logran niveles

maximos de polimerizacién del 70% en composites para "inlays" y "onlays"
sometidos a un curado adicional en horno. Ademas ciertos trabajos demuestran la
existencia de una capa superficial de material polimérico que se ve inhibida en su
curacién por la presencia de oxidantes, principalmente el oxigeno del medio
(Underbrick y Muessner, 1995). Asi, este factor, junto con los ya mencionados de
polimerizacién incompleta, incluso en condiciones 6ptimas de trabajo, podrian

explicar la presencia de mondémeros libres en saliva en las primeras horas tras la
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aplicacion del sellador. Es l6gico pensar que los datos recogidos en la bibliografia,
e incluso los nuestros obtenidos en el estudio "in vitro" deben ser considerados
como niveles minimos de elucién, ya que estd demostrado que en boca las
condiciones de trabajo nunca son las éptimas y perfectamente reproducibles de los
estudios "in vitro". Nuestro trabajo aporta en este punto algunos datos nuevos
como es el confirmar la presencia de monémeros procedentes del sellador, como
es el caso del BFA y, en algunos analisis, también de BisDMA o BisGMA (tabla
LXIX)

El estudio de las muestras "grupo C", correspondientes a los mismos
individuos y recogidas seis meses después de aplicar el sellador, demuestra que
vuelven a ser positivas para estos monémeros. La tabla LXX recoge los valores
medios correspondientes a las salivas de este ensayo. Como era de esperar, los
resultados no presentan una correlacién lineal con los encontrados en un primer
momento, pero confirman una degradaciéon continuada en el tiempo del material
expuesto al medio oral. Las diferencias en la identificacién y, en su caso, en la
cuantificacion de los productos se puede justificar por variados motivos como son
los factores quimicos y biolégicos a que se encuentran sometidos los selladores en
los distintos individuos, desde temperaturas, pH, desgaste mecéanico etc. A este
respecto, son interesantes los hallazgos reseniados por Gee y Pallav (1994), quienes
indican como agentes de gran influencia la dureza y textura de los alimentos.
También pueden influir sobre la estabilidad del polimero la agresién quimica de
los sistemas enziméticos que forman parte de la saliva. Larsen y Munksgaard
(1991) han realizado un amplio trabajo con voluntarios en el que comprueban el
efecto sobre la degradacién de los composites que ejercen las hidrolasas. Ademas
justifican las variaciones en los resultados segin que las muestras procedan de
voluntarios controlados o bien de pacientes recogidas al azar, con el grado de
higiene bucal, ya que, en determinados casos, no son despreciables los efectos que
podrian causar las hidrolasas bacterianas. La variabilidad de los resultados de la
muestra quedarfa, por tanto, justificada por los distintos niveles de actividad
enzimatica entre los individuos asi como por las légicas diferencias entre el tipo y
cantidad de flora oral. En cualquier caso, concluyen que se produce un auténtico

reblandecimiento de la superficie de la resina composite.
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Es interesante considerar que la mayoria de los estudios sobre elucion de
monoémeros encontrados en la bibliografia, extrépolan los resultados obtenidos "in
vitro" (curvas asintéticas con respecto al tiempo, en referencia a liberaciéon de
algun mondémero) a lo que podria ocurrir "in vivo" pero no se ha hecho por el
momento, a nuestro conocimiento, un andlisis continuado y demostrativo "in vivo"
de algo que se viene sospechando durante anos (Ferracane, 1994; Munksgaard y
Freund, 1990). A partir de estos hechos, una de las conclusiones a deducir es que
tras demostrar el riesgo potencial, habria que poner en marcha estudios "in vivo"

sobre la liberacién de mondmeros.

Abundando en la liberacién continuada e indefinida de monémeros hay
que citar los andlisis realizados sobre los individuos de nuestra serie consignados
como 19 y 20. Hay constancia de que el individuo 19 habia recibido un sellador
con anterioridad al inicio del protocolo experimental; no obstante, decidimos
incluirlo como caso independiente de nuestra serie. Se recogié su saliva
previamente a la aplicacién del sellador, se analizé resultando positiva para la
presencia de BFA (Figura 48) siendo confirmado posteriormente por CG/EM
(Figura 49). Se le aplicé sellador en un total de 11 piezas, hasta igualarlo con los
demas voluntarios del trabajo. De nuevo se analiz6 la saliva, siguiendo el protocolo
de las muestras "grupo B" y de nuevo resulté positiva para los monémeros ya
estudiados. Continué incluido en el estudio y la muestra correspondiente a los seis

meses (Grupo C) ha resultado asi mismo positiva.

Respecto a la muestra 20 corresponde a un voluntario que habia recibido
tres afnos antes al inicio de este estudio selladores en un total de 5 piezas; con
posterioridad hay constancia de no haber recibido otro tipo de composite. La
saliva recogida en las condiciones establecidas en nuestro protocolo resulté
positiva y cuantificable la presencia de BFA y BisDMA. La figura 50 corresponde
al cromatograma obtenido por CG y los espectros de masas que identifican la

presencia de ambos monémeros.

Si bien es discutible el reducido nimero de individuos incluidos en este

trabajo desde un punto de vista estrictamente epidemiolégico, lo que si ha
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quedado demostrado es el hecho real de la liberaciéon de mondmeros tras la
aplicacién de estos materiales dentales, asi como la confirmacién de que no son
estables, como hasta ahora se habia considerado por diferentes grupos de trabajo.
Finalmente, y como ultima consideracion destacar, como se pone de manifiesto en
los trabajos de revisién de Ripa (1993), dos observaciones importantes: i) Los
selladores han demostrado su eficacia para prevenir la caries dental en los nifios.
ii) Un porcentaje elevado se desprende con el paso del tiempo, cifra que puede

llegar a cerca del 50% a los 4 afios de su colocacion.

En este trabajo, por tanto, hemos tenido la oportunidad de demostrar que
el bisfenol-A esta presente en la saliva de los individuos sometidos a tratamiento
con un sellador empleado de forma estandar. La saliva colectada inmediatamente
tras el tratamiento result6 ser estrogénica en el mismo ensayo bioldgico en el cual
probamos la estrogenicidad de los monémeros constituyentes de los composites y
selladores (Tabla XCV). Ademéis hemos identificado en las salivas dotadas de
actividad hormonal otro derivado del bisfenol-A y constituyente de los productos
empleados en Odontologia Restauradora como es el dimetacrilato de bisfenol-A.
Mientras que el bisfenol-A se encontraba en todas las muestras de saliva
analizadas, este Ultimo estaba presente en concentraciones detectables en tan sélo
3 muestras de las 18 analizadas. Ambos compuestos fueron determinados por
Cromatografia HPLC, identificados en Espectrometria de Masas y la actividad
estrogénica evaluada mediante el test biolégico E-SCREEN

Nuestros resultados experimentales vienen a confirmar hallazgos
presentados con anterioridad ante la comunidad cientifica por multiples autores:
i) El bisfenol-A es un compuesto quimico dotado de actividad estrogénica en varios
modelos biolégicos. En el ensayo E-SCREEN es estrogénico a concentraciones 0,1
M ii) El bisfenol-A es un componente habitual de los composites y selladores
dentales. Nuestro estudio revela su presencia en todas las muestras de productos
comerciales, tanto antes como tras la polimerizacién; iii) El bisfenol-A es
identificado en la saliva de individuos tratados. La cantidad de bisfenol-A presente
en saliva tras la polimerizacion "in situ" se mueve en el rango de 0.1 a 2% de la

cantidad inicialmente aplicada.
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EXPOSICION HUMANA Y RIESGO PARA LA SALUD

Tras este razonamiento cartesiano la pregunta es evidente ¢Que significa
en términos de estrogenicidad la exposicién inadvertida a través de la aplicacion
dental de los composites y selladores que liberan bisfenol-A?. Cualquier opinién
a este respecto seria especulativa pues la informacién que se dispone sobre
absorcién intestinal, distribucion intracorporal y vida media biolégica del bisfenol-
A es muy escasa. Tan sélo dos trabajos realizados sobre un modelo de ratén en
1981 por Climie y col (1981 ay b) pueden servir para ilustrar las vias metabélicas
de degradacién del BADGE. Es llamativo encontrar en tal estudio la descripcién
pormenorizada de la ruptura del enlace del grupo glicidil con el bisfenol-A y
posterior degradacion del radical epéxido. La razén de fijar la atencién en esa parte
concreta de la molécula deriva de las sospechas del efecto mutagénico del grupo
epoxi, capaz de formar aductos con los radicales de adenina del DNA (Atkinson
y Roy, 1995a y 1995b). El trabajo deja claro, por otra parte que el bisfenol-A se
elimina rapidamente, ya que el curso de las 72 horas méas del 85% del mismo se
ha recogido parcialmente metabolizado -sulfo y glucoconjugado- en heces y orina.
Desgraciadamente no se presté atencién a la captacién especifica del bisfenol-A
sobre algiin érgano estrégeno dependiente, posibilidad que no debe ser descartada

si se tiene en cuenta la afinidad de esta molécula por el receptor estrogénico.

En nuestro trabajo hemos demostrado que durante la primera hora de
coleccién de saliva tras la aplicacion del sellador la cantidad de bisfenol-A recogida
es del orden de los 200 ug (Tabla LXIX). Como bien se indica en el trabajo,
bisfenol-A da una respuesta proliferativa total a una concentraciéon de 0.1 uM, que
corresponde a 22.8 ug/l, o lo que es lo mismo 22.8 ng en el 1-ml de medio de
cultivo en el cual se mantienen las células MCF?7. Esto significa que la cantidad de
bisfenol-A colectada en la saliva inmediatamente tras la administracién del sellador
es 10.000 veces superior a la cantidad necesaria para hacer las células MCF7
proliferar, o dicho de otra manera, se trata de una dosis de estrégeno 10.000 veces

superior a aquella que tiene efecto biolégico de forma directa.

Si comparamos la potencia proliferativa de bisfenol-A y estradiol-178,
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podemos asumir que 22.8 ug/l de bisfenol-A tienen el mismo efecto en el E-
SCREEN que 2.72 ng/l de estradiol-178, es decir, que podriamos calcular qué
concentracion de bisfenol-A corresponde a una dosis equivalente de estradiol. En
ese caso, sera de interés conocer que la concentracién media de bisfenol-A en saliva
es de alrededor de 70 mg/l, es decir 30.000 veces superior a la concentraciéon en

que estradiol-178 es efectivo.

Finalmente, es necesario advertir que el concepto de estrégeno débil,
aplicado a bisfenol-A y otros xenoestrégenos, debe ser considerado con
extraordinaria cautela. De una parte, por la habilidad que tienen algunos de éstos
compuestos en bioacumularse al ser liposolubles. De otra, por la posibilidad de que
sus efectos sean sumatorios o sinérgicos. La primera cualidad no es propia del
bisfenol-A. No se conoce que exista un acimulo contragradiente del compuesto en
tejido adiposo. No ocurre los mismo con el efecto aditivo, ya que se ha descrito
muy recientemente (Soto y cols. 1995) que concentraciones subéptimas de varios
xenoestrégenos pueden desencadenar una respuesta proliferativa total en el

ensayo biolégico.

. En definitiva, lo se quiere indicar es que si bien bisfenol-A es entre 1.000
y 10.000 veces menos potente que estradiol-178, las concentraciones a las que se
encuentra expuesto el organismo humano tras determinados actos terapéuticos -
uso de las resinas dentales- o habitos alimenticios -consumo de alimentos
impregnados con monémeros de resina- son lo suficientemente elevadas como para

desencadenar "in vitro/en cultivo" una respuesta hormonal neta.

Si, como venimos comentando, el efecto en el organismo es aditivo o
sinérgico, cabe hacerse la pregunta ¢Cuanto bisfenol-A es inofensivo?. ¢Que ocurre
con el residuo de DDT, metoxicloro, endosulfan, dieldrin o toxafeno, pesticidas
organoclorados de probada estrogenicidad, bioacumulados en grasa?. (Debemos
de estar preocupados por la exposicién concomitante a los alquilfenoles como el

nonil u octilfenol?.

Muchas de estas preguntas no pueden ser contestadas en la actualidad,
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Muchas de estas preguntas no pueden ser contestadas en la actualidad,
pero nos obligan a considerar que en Salud Publica el principio de la Inferencia
Causal y el principio de Precaucién deben ser tenidos en cuenta, y aplicados
cuando existan pruebas de orden biolégico y analitico que demuestren la
asociacion entre la exposicion a compuestos con una actividad determinada y con

efectos biolégicos potencialmente daninos para la salud humana.
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CONCLUSIONES

1. Se ha desarrollado un método original de Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién, en fase reversa y con detector Ultravioleta, que ha permitido la
determinacion de Bisfenol A y sus oligémeros Etoxilato de BFA, Propoxilato de
BFA, BADGE, BisGMA, y BisDMA, componentes habituales de resinas epoxidicas

constituyentes de composites y selladores dentales.

2. El andlisis cromatografico de composites y selladores ha permitido la
identificacién y cuantificacién de los monémeros citados, tanto en muestras sin
polimerizar como polimerizadas. La confirmacién de la presencia de estos
componentes se ha realizado, en todos los casos, por Cromatografia de Gases y
Espectrometria de masas. El 90% de las muestras analizadas resultaron positivas
para el BFA, mientras que los otros componentes aparecian con una frecuencia
promedio del 60%.

3. Mediante el estudio del efecto de las condiciones fisico-quimicas,
temperatura (37 y 100 °C) y pH (rango 1-12) sobre la elucién de los monémeros
constituyentes de las resinas BisGMA, se ha demostrado que el medio alcalino

favorece la eluciéon de bisfenol A y dimetracrilato de bisfenol A.

4. Los composites y selladores constituidos mayoritariamente por el
compuesto quimico dimetacrilato del diglicidiléter de bisfenol-A (Bis-GMA),
presentan estrogenicidad en un test biolégico especifico para la demostracién de
tal accién hormonal. Los componentes identificados que son responsables de tal

efecto hormonal son el bisfenol-A y el dimetacrilato de bisfenol-A.

5. Tras la aplicacién dental de las resinas BisGMA, se ha demostrado
mediante HPLC y CG/EM la presencia de monémeros (BFA, BADGE, BisGMA
y BisDMA) en la saliva recogida durante una hora después de su colocacién. El
bisfenol A fue también identificado en mas del 50% de las muestras de saliva

tomadas a los 6 meses del tratamiento. Esto permite concluir que estas resinas no
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son estables y suponen una fuente permanente de exposicion, al migrar parte de

sus monémeros constituyentes al medio oral.

6. Las muestras de saliva colectadas durante una hora tras la aplicacion del
sellador que presentaban mayores concentraciones de los monémeros bisfenol
Ay dimetacrilato de bisfenol A, resultaron ser estrogénicas en el test E-SCREEN.
Existe una buena correlacién entre la cantidad de BFA cuantificada y la positividad
en el test de estrogenicidad. La presencia de otros xenoestrégenos en saliva, en
concentraciones biolégicamente significativas, es descartada al demostrase que la
estrogenicidad estd ausente en las salivas colectadas con anterioridad a la

aplicacién del sellador.

7. Ya que se ha demostrado la presencia de algunos de los monémeros
estrogénicos en la saliva colectada en sujetos tratados seis meses después de la
aplicacion del producto odontolégico, la exposicién crénica a los componentes de
los selladores y composites con actividad estrogénica deberia ser considerada

dentro del contexto global de la exposicién a xenobidticos estrogénicos.
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ANEXO 1

FORMULAS QUIMICAS

1. Alcohol Glicidico

(Pm = 74)
CH, /CI—I CH,OH
\ )
2. Acido Metacrilico

(Pm = 86)

-
CH?_:(II

COOH

3. Metil metacrilato
(MMA)(Pm = 100)

G
CH,=C-COO-CH,
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4. Bisfenol A
(BFA)(Pm = 228)

CH

HO@(#@OH

CH;

5. Etoxilato de Bisfenol A
(EBFA)(Pm = 404)

CH
\
HOCHz-CH20©§@OCH2-CH2OH
CH,

6. Propoxilato de Bisfenol A
(PBFA)(Pm = 344)

CH, CH CH,
CH-(;Hzo@CI@O(;HZ-CH
OH CH,— OH

7. Diglicidileter de BFA
(BADGE)(Pm = 340)

OH

on g
I—IOCH2-CH-CHzo@Cl@OCHz-CH-CHzOH

CH;
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8. Glicidil Metacrilato de Bisfenol A
(BisGMA)(Pm = 514)

CH, CH CH,
CHz=C-COO-CHz-CHOH-CHp@(%@OCHZ-CHOH-CHz-COO-C=CH2
CH,

9. Metacrilato de BFA
(BisDMA Pm = 364)

(le3 (|JH (,]H3
CH2=C-COO©(IZ@OOC-C=CH2
CH,
10. Trietilenglicol Dimetacrilato
(TEGDMA)(Pm = 302)
CH, CH,

| n
CH,=C-COO-[CH,-0-CH,];-00C-C=CH,

11. Etilenglicol Dimetacrilato
(EGDMA)(Pm = 214)

CH,=C-COO-CH,-0-CH,-0O0C-C=CH,
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12. Dimetacrilato de Uretano

G G
CH,=C-CO-R-HN-COO-R"-CO-C=CH,

13. Estradiol-1788
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ANEXO 2

ABREVIATURAS EMPLEADAS

ADA: American Dental Association

BADGE: Diglicidil eter de Bisfenol A

BFA: Bisfenol A '

BisGMA: Dimetacrilato del diglicidil eter de Bisfenol A

BisDi\/IA: Metacrilato de Bisfenol A

CDHusS: Suero humano tratado con carbén dextrano

CDHuS-(PhR)DME: Medio de cultivo Dulbecco minimo esencial sin rojo fenol
y suplementado con suero humano tratado con carbén
dextrano.

cels: Células

CG: Cromatografia de Gases

conc.: Concentracion

CG/EM: Cromatografia de Gases/Espectometria de Masas

CV : Coeficiente de variacién

D.E.: Desviacion estdndar (o)

Detec : Detectable

DES: Dietiletilbestrol

DME: Medio de cultivo Dulbecco minimo esencial

D.O.: Densidad éptica

DU: Dimetacrilato de Uretano

E,: Estradiol-178

EDTA : Etilen diamino tetracético

EEM: Error estandar

EGDM: Etilenglicol dimetacrilato

EPR: Eficacia proliferativa relativa

EBFA : Etoxilato de Bisfenol A

ER : Error relativo
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FBS: Suero fetal bovino

FR: Factor de respuesta

fmol: Fentomol

HPLC: Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
HuS : Suero humano

[M]: concentracién molar (M/1)

mg: Miligramo

ml: Mililitro

MMA: Metil Metacrilato

MME : Medio Eagle Esencial Minimo Modificado
N© cels: numero de células

PPR: Potencia proliferativa relativa

prot.: Proteina

PBFA : Propoxilato de Bisfenol A

RE: Receptor estrogénico

RPg: Receptor de progesterona

Rval (r?): Coeficiente de correlacién lineal
SRB: Sulforrodamina B

TEGMA: Trietilenglicol dimetacrilato

Tr: Tiempo de retencién

UV: Detector Ultravioleta

v/v: volumen-volumen

x: Media

wl: Microlitros

wM: Micromolar

(+): Significacién estadistica p<0,01

(*): Significacion estadistica p<0,001
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