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INTRODUCCION

La proteccion del complejo dentino pulpar ha sido y es una preocupacion para
la Odontologia Restauradora ya que al superar la unién amelodentinaria durante el
tallado de una preparacion cavitaria, inevitablemente se seccionan NumMerosos
tubulos dentinarios, que contienen o no prolongaciones odontoblasticas y nervios y
que generan como consecuencia la salida de fluido dentinario. Se produce asi un
desequilibrio en la interrelacion existente entre los diversos componentes del tejido
dentinario, lo que implica la necesidad de sellar y proteger el isosistema dentino-
pulpar (Uribe Echevarria, 2002; Uribe Echevarria et al., 2003).

El advenimiento de los cementos de iondmero vitreo y sus propiedades
adhesivas a los sustratos dentarios y especificamente a la dentina, ha transformado
a este biomaterial en un material de eleccién para la proteccion del complejo
dentino-pulpar. Sin embargo algunos autores sefialan que determinados cementos
de ionémeros vitreos podrian ser citotoxicos (Palmer et al., 1999; Costa et al., 2003;
Souza et al., 2006).

Durante mucho tiempo, se dio mayor énfasis a las propiedades fisicas y
qguimicas de los materiales para obturacion y la investigacion dental se concentré en
el logro de su mejoramiento. Sin embargo, actualmente las consideraciones
biolégicas han alcanzado tanta importancia como las propiedades fisicas y quimicas.
La compatibilidad biolégica de los materiales restauradores con los tejidos dentarios
debe prevalecer, ha sefialado Mondelli et al. (1979), sobre cualquier otra

caracteristica.

En la actualidad se sabe que los materiales no son sustancias inertes y al ser
aplicados sobre los tejidos, pueden no sélo originar dafio tisular o celular, sino

ocasionar una respuesta especifica local y/o sistémica (Wataha et al., 1996).

En las Ultimas décadas, se han desarrollado numerosas investigaciones
permitiendo dilucidar los mecanismos de desarrollo, reparacion, origen y formacion
de diferentes tejidos y 6érganos. No obstante a pesar de los adelantos tecnolégicos y
los datos cientificos relacionados con la Biologia Celular y Molecular pocos trabajos
se han dedicado a estudiar la biologia del complejo o isosistema dentino pulpar y las

posibles agresiones que pueden suceder antes, durante y después de los
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tratamientos operatorios, especialmente en casos clinicos vinculados a la integracion

de la Odontologia Restauradora y los Biomateriales (Costa y Hebling, 2003).

Situaciones clinicas como caries, traumatismos, abrasiones, abfracciones
erosiones, atriciones y tallados cavitarios, exponen, al superar la conexion
amelodentinaria, miles de prolongaciones odontoblasticas, produciendo la
trasudacion de fluido dentinario hacia el exterior con la consiguiente exposicion del
medio interno (Uribe Echevarria et al.,, 1997, 2003; Uribe Echevarria, 1999). La
aplicacion de estimulos como el frio, calor, estimulos osmoticos como la presion
tactil, etc., sobre la dentina no sellada, crea flujos de liquido (corriente hidrostatica)
que desplazan los cuerpos odontoblasticos dentro de la dentina, los despolariza y
aspira, generando dolor o hipersensibilidad. Ademas, como no hay ningun material
de obturacién que por si selle totalmente la brecha creada, se puede producir el
paso de iones, bacterias o0 sus toxinas hacia el interior pulpar, generando
microfiltraciones de colorantes o pigmentos o percolacién de microorganismos y la
reinstalacion de caries o caries secundarias o hiperemias, pulpitis, necrosis o
gangrenas pulpares, que destruirian el isosistema dentino pulpar. De alli la

necesidad de sellar y/o proteger.

Cuando el profesional odontélogo selecciona un tratamiento restaurador los
procedimientos y técnicas a aplicar deben orientarse a generar un beneficio y evitar
iatrogenias. Para ello es necesario que el profesional conozca el sustrato sobre el
que va a actuar como asi también la composicion y la reaccién o comportamiento
que van a tener los materiales adhesivos cuando se utilizan en un procedimiento

restaurador.

En la presente introduccion se expondran las caracteristicas generales de los
cementos de iondmero vitreo y del complejo dentino pulpar, complejo este que es el
sustrato bioldgico a proteger con estos materiales adhesivos, y se expodran también
las bases que sustentan el modelo de evaluacién citotoxica de los materiales
dentales a desarrollar en la presente tesis doctoral. En el Udltimo apartado se

estableceran los objetivos fundamentales a alcanzar en este estudio.
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1.1. Cementos de iondmero vitreo

Los cementos de ionGmero vitreo son materiales de uso odontologico que se
presentan comercialmente como polvo y liquido. El liquido estd compuesto por
acidos polialquenoico, maleico, tartarico, itaconico, con sus sales y el polvo es un
vidrio amorfo de silice y alimina modificado con fluoruros y éxidos metélicos. Este
vidrio es capaz de reaccionar con soluciones acidas en virtud de la facilidad con la

que el aluminio es desplazado y liberado de la estructura vitrea.

Los iondmeros vitreos tienen la propiedad de adherirse a las estructuras
dentarias a través de una unidn quimica entre los grupos carboxilicos y el calcio de
la hidroxiapatita del esmalte y la dentina (Edelberg, 2003). Al ser moléculas polares,
tienen la capacidad de intercambiar iones con la estructura dentaria, y asi el esmalte
toma fluoruros del material, remineralizando su estructura y ayudando asi a prevenir
la aparicion de caries ademas de favorecer la remineralizacion de caries incipientes
del esmalte dental. Por tanto este material con caracteristicas adhesivas resulta ser
muy Util para el profesional que debe resolver distintas situaciones clinicas.

Los iondmeros de vitreos se clasifican en dos grandes grupos:

elonémeros Vitreos Convencionales (IVC), cuyo fenédmeno de endurecimiento

es quimico por reaccion acido-base.

elondmeros Vitreos modificados con Resina, o lonémeros Vitreos Hibridos
(IVR), que endurecen por reaccion acido-base y por fotopolimerizacion de sus
monomeros resinosos. Tienen como mondmero resinoso principal al HEMA
(Edelberg, 2003).

Ambos se preparan sobre un block de papel satinado con espatula de plastico
y por lo general se mezcla una gota de liquido con una cucharada de polvo. Estos
materiales pueden tener diferentes aplicaciones clinicas como (Edelberg, 2003):

e Selladores de fosas y fisuras oclusales.
e Cementado de proétesis fijas y bandas de ortodoncia.
e Liners o forros cavitarios.

e Bases protectoras dentino-pulpares.
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e Odontopediatria

e Técnica ART

1.2. Complejo Dentinopulpar

La dentina y la pulpa dental son consideradas un complejo en el que conforman
en primer lugar, una unidad estructural, al transitar las prolongaciones de los
odontoblastos dentro de los tubulos de la dentina y, en segundo lugar, una unidad
funcional, ya que la pulpa mantiene la vitalidad de la dentina y la dentina protege la
pulpa. En tercer lugar, la dentina y la pulpa comparten un mismo origen embriologico
ya que derivan del ectomesénquima que forma la papila del germen dentario

(Ferraris y Campos, 2009).

1.2.1. Dentina

La dentina por tener en su interior las prolongaciones citoplasmaticas de los
odontoblastos y por la presencia de linfa o licor dentinario que la nutre, es
considerada un tejido vivo (Ferraris y Campos, 2009). Est4d compuesta por tubulos
en medio de una matriz dentinaria parcialmente mineralizada. Alrededor de los
tubulos hay una capa de dentina hipermineralizada denominada dentina peritubular.
El nimero de tubulos varia segun la profundidad oscilando entre 15.000 a 20.000
por mm? en la dentina superficial para llegar de 45.000 a 65.000 por mm? en la
dentina profunda (Carda y Peydrd, 2006). La luz de los tubulos es variable segun la
profundidad y alcanza su mayor valor en las proximidades de la pulpa, siendo tres
veces mayor que en la dentina superficial. En consecuencia, esto determina una
mayor permeabilidad del tejido en profundidad que disminuye considerablemente a
medida que se acerca a la union amelodentinaria. La continua formacion de dentina
durante toda la vida determina un aumento del grosor de la dentina peritubular, que
en un diente joven es de 400nm en las proximidades de la pulpa y de 750nm cerca
del esmalte, ocasionando la reduccion del didmetro interno de estos tubulos, que es
mayor en las proximidades de la pulpa (Costa, 1997). Esta dentina se caracteriza
por su carencia en fibras colagenas. La aposicion de dentina es un mecanismo

protector natural para proteger la pulpa de las lesiones y es la respuesta normal a
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estimulos cronicos, como caries de avance lento, irritacion leve por materiales
dentales, atricion lenta y microfiltraciones. En cambio, las lesiones trauméticas, las
preparaciones cavitarias que inducen cambios térmicos, las deshidrataciones o
vibraciones y el uso imprudente de los materiales de restauracion irritan en forma
aguda a la pulpa y por lo tanto, la respuesta defensiva es distinta (Studervant et al.,
1996).

La direccion de los tubulos también varia segun la zona que se analice. La
clasica direccion de S italica desde las proximidades de la pulpa hacia la conexion
amelodentinaria descrita por todos los autores cuando se observan cortes
longitudinales o transversales, determina que se los sorprenda en diferentes
orientaciones segun la direccibn de la pared cavitaria, pudiendo observarlos
seccionados transversal, longitudinalmente o en forma lanceolada. (Priotto et al.,
1995). Entre los tdbulos existe una matriz dentinaria compuesta por fibras
coldgenas, hidroxilapatita, glicosaminoglicanos, proteoglicanos, proteinas
osteogénicas, factores de crecimiento o TGF, heparina, condroitin sulfato, etc. Esta
zona juega un papel importante en los mecanismos de adhesiéon y varia segun la
profundidad del tejido que se analice. En las inmediaciones de la conexion
amelodentinaria su valor es de aproximadamente el 96% para decrecer a un 12% en

las proximidades de la pulpa (Costa, 1997; Costa y Hebling, 2003).

Estas caracteristicas estructurales sufren importantes modificaciones con la
edad. La dentina peritubular se ensancha, disminuyendo el diametro interno de los
tubulos por el depdsito de material calcificado. Este proceso se denomina esclerosis
fisiolégica de la dentina para diferenciarla de la esclerosis reactiva de la dentina que

se produce en respuesta a un estimulo leve. (Avery, 1994; Studervant et al., 1996).

La heterogeneidad estructural de este tejido y la presencia de fluido dentinario
proveniente del interior de los tubulos configura un sustrato que ofrece
particularidades especiales para los distintos mecanismos de adhesién. (Uribe
Echevarria et al., 2003).

1.2.1.1. Capa Estirada, deformada o smear layer

Es una capa de 1 a 5 micrometros de espesor, constituida por los cristales

submicroscopicos de hidroxilapatita, envueltos en restos organicos alterados,
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producidos durante el corte o desgaste de los tejidos dentarios que se deposita
sobre las paredes de la preparacion cavitaria a las que se adhiere mecanica y

guimicamente (Uribe Echevarria et al., 2003).

En un trabajo de microanalisis por energia dispersiva de Rayos X (EDAX) del
balance fosforo-calcio de la dentina con smear layer, realizado por Uribe Echevarria
et al. (1995) determinaron que el contenido de calcio de esa capa fue similar al de la
dentina normal .y que contenido de fésforo de la dentina con smear layer fue
ligeramente menor que la dentina normal. Estos resultados permitirian considerar a
la capa profunda del smear layer como una zona de dentina normal estirada por la
accion de los instrumentos rotatorios y cuyas caracteristicas y espesor dependen de
la profundidad de la dentina y del tipo de instrumental utilizado para el tallado

cavitario.

Esta capa funciona como un tapén biolégico ya que oblitera los tubulos (smear
plugs) disminuyendo la permeabilidad dentinaria, la humedad superficial y cumple
con una funcion muy importante en la unidn entre los adhesivos dentinarios y la
dentina (Uribe Echevarria, 1990, 1997; Uribe Echevarria et al., 2003).

El smear layer y el smear plugs pueden reducir la permeabilidad dentinaria
hasta en un 86% (Erickson et al., 1992). La presencia 0 no de esta capa juega un
papel importante en el grado de permeabilidad del sustrato dentinario y en los
mecanismos de adhesion. Su eliminacion con sustancias &cidas durantes la
aplicacion de protocolos adhesivos no es aceptado totalmente. Se produce la
ampliacion de la luz de los tubulos por descalcificacion, presencia de fibras de
colageno parcialmente desnaturalizadas, una intensa salida de fluido dentinario del
interior del tejido pulpar y se favorece la difusiéon de los monémeros hidroéfilos hacia

el interior de los tubulos.

Al respecto Costa y Hebling (2003) expresan “cuando se trata de relacionar la
adecuada propiedad fisica de los sistemas adhesivos con su biocompatibilidad,
parece ser gue cuanto mas pueda conservarse las caracteristicas naturales del
tejido dentario estos biomateriales podrian ser menos agresivos al complejo dentino-

pulpar”.
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1.2.1.2. Permeabilidad

Se denomina permeabilidad dentinaria o transdentinaria al movimiento del
fluido dentinario a través de los tubulos desde la pulpa dentaria hacia la union
amelodentinaria y viceversa (Uribe Echevarria et al., 2003) Este movimiento
constante hace que el complejo dentino pulpar se comporte como una bomba
aspirante-impelente y sea el responsable del estimulo hidrodindmico. (Pashley,
1992, 1996; Uribe Echevarria, 1997, 2003). La teoria hidrodinamica de Branstronm
es en la actualidad, la mas aceptada para explicar el mecanismo de la sensibilidad
dentinaria (Ferraris y Campos, 2009). Por otra parte, la difusion intratubular e
intertubular se refiere a el flujo de sustancias exdgenas hacia el interior de la dentina
(Pashley, 1984, 1992).

El grado de permeabilidad y difusién dentinaria varia segun la profundidad de
las lesiones y/o preparaciones cavitarias, la direccion de las paredes y la edad del
paciente. Es significativamente mayor en dentina profunda por el mayor nimero y
diametro de los tubulos por area y en las paredes pulpares, donde los tubulos estan
seccionados transversalmente, mientras que en las paredes laterales donde los
tubulos son sorprendidos longitudinalmente no influyen en el grado de
permeabilidad. De ello resulta que este sustrato dentinario ofrece caracteristicas
muy diferentes para los mecanismos de adhesion, siendo la pared pulpar, la que
presenta mayores dificultades para lograr adhesiéon, ademas del riesgo que significa
la posibilidad de difusion de sustancias iones, bacterias, toxinas o sustancias
citotoxicas, al estar en estrecha relacion con el tejido pulpar.

La edad es también un factor importante por la influencia que la esclerosis
fisioloégica ejerce en el diametro de los tubulos, siendo la dentina de pacientes
jovenes significativamente mas permeable que la de pacientes de segunda y tercera
edad.

Un parrafo aparte merece el analisis del efecto que sobre la permeabilidad
produce la aplicacion de los acidos sobre la dentina, cuando se llevan a cabo

algunos protocolos adhesivos.
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1.2.1.3. Acci6n del acondicionamiento acido sobre dentina

Cuando la dentina es acondicionada con &cido fosférico, se produce la
descalcificacion de la dentina intertubular y peritubular, causando el aumento del
diametro interno de los tubulos dentinarios. El acondicionamiento de la dentina
profunda determina una mayor permeabilidad, la que es exacerbada por la
caracteristica hipertonica del acido. La salida del fluido dentinario del interior de la
pulpa en direccién al piso cavitario puede causar desorganizacion de las capas
superficiales de la pulpa y hasta aspiracion de odontoblastos hacia el interior de los
tubulos dentinarios. Ademas, esto crea un ambiente en la region que puede interferir
en la polimerizacion del adhesivo, manteniendo monomeros libres en la zona. Estos
pueden difundir hacia el tejido pulpar, cuando el espesor del piso cavitario dentinario
es inferior a 0,5 mm. La situacion se agrava cuando existe una mayor permeabilidad
natural de dentina en pacientes joévenes. (Uribe Echevarria et al., 1997, 2003;
Pashley 1992, 1997).

El acondicionamiento &cido no debe ser utilizado indiscriminadamente sin
observar algunos principios basicos como concentracion del &cido, tipo de acido y su
capacidad de disociacion idnica, que seria un factor de irritacion pulpar en cavidades

profundas o con pulpa expuesta.

Existen trabajos que demuestran que esta accion de los mondmeros hidréfilos
residuales ocasionan desorganizacion de las capas superficiales de la pulpa,
reaccion inflamatoria pulpar localizada, degeneracioén celular e hialinizacion de la
matriz extracelular de la pulpa en la zona méas préxima al piso cavitario (Costa, 1997,
Costa y Hebling, 2003).

1.2.2. Pulpa Dentaria

La pulpa dentaria forma parte del complejo dentino pulpar y tiene su origen
embriolégico en el ectomesénquima conocido como papila dental (Ferraris y
Campos, 2009). Es un tejido altamente diferenciado y con definida capacidad de

reparacion.

La capa exterior de la pulpa que contacta con la capa interior de la dentina,
esta formada por los cuerpos celulares de los odontoblastos, (células diferenciadas y

terminales que no tiene mitosis). Inmediatamente por debajo de esta capa se
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encuentra una zona acelular, rica en terminaciones nerviosas sensitivas y capilares
sanguineos. La mayor parte del tejido pulpar esta formado por células
mesenquimatosas, células defensivas y fibroblastos, colageno, sustancia
fundamental, arteriolas, capilares y vénulas, vasos linfaticos, troncos nerviosos
sensitivos y terminaciones sensitivas libres. Este tejido brinda a los odontoblastos el
aporte metabolico durante la formacion inicial dentinaria como durante el desarrollo
de la dentina de reaccion. Si por alguna razon los odontoblastos mueren pero
sobreviven los restantes tejidos de la pulpa, se pueden diferenciar nuevos
odontoblastos a partir del ectomesénquima pulpar y depositar dentina reparadora
irregular (Avery, 1994; Mount y Bryant, 1999).

1.2.2.1 Zonas topograficas de la pulpa dental.

Zona Odontoblastica: Estd conformada por células especificas llamadas
odontoblastos que se disponen adyacente a la predentina, formando una sola capa
en la periferia de la pulpa. Pertenecen tanto a la pulpa como a la dentina, porque si
bien su cuerpo se localiza en la periferia pulpar, sus prolongaciones se alojan en los

tubulos de la dentina (Ferraris y Campos, 2009).

Los odontoblastos aparecen dispuestos como en empalizada con
caracteristicas morfoldgicas variadas, columnares en la zona coronaria y cuboides
en la raiz. Estas células se asocian unas a otras por los sistemas de union lo que le
permite entre sus variadas funciones, cambios metabdlicos (Costa y Hebling, 2003).
En la parte coronaria el nimero de estas células y por lo tanto de tubulos es
aproximadamente de 45.000 por mm? en la dentina coronaria. Su forma puede variar
de acuerdo a la actividad funcional, cuando se encuentra en estado de reposo se
presenta aplanada con escaso citoplasma, mientras que el odontoblasto activo se
presenta como una célula grande con citoplasma baséfilo (Ten Cate, 1986). La
prolongacion odontoblastica comienza en el mismo cuello de la célula y se extiende
dentro del tdabulo dentinario emitiendo prolongaciones laterales que los conectan
entre si. La longitud de su extension es discutida, aunque existen trabajos con
microscopia electronica de barrido y de transmision, que demuestran que pueden

llegar hasta la conexion amelodentinaria.

Los odontoblastos se consideran células terminales ya que pareceria que una

vez diferenciadas no tienen capacidad mitética.
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Zona acelular: Esta zona esta ocupada parcialmente por el plexo de Rashkow,
caracterizada por la presencia de numerosos filetes nerviosos que ingresan a la
pulpa por el forAmen apical, pudiendo algunos de ellos pasar a través de los
odontoblastos y terminar en la predentina o dentina (Pashley 1996; Carda y Peydro
2006).

Zona rica en células: Junto a la zona acelular existe una capa rica en células
denominadas mesenquimales indiferenciadas. Estas células embrionarias estan
relacionadas con el mantenimiento de la capa odontoblastica y la respuesta
reparativa del tejido pulpar (Fitzgerald, 1979; Avery, 1994). Constituyen por tanto
una poblacién de reserva que tiene la capacidad de diferenciarse en nuevos
odontoblastos productores de dentina o también en fibroblastos productores de
matriz pulpar, segun el estimulo que actie sobre ellos (Avery, 1994; Ferraris y
Campos, 2009).

Zona de la pulpa propiamente dicha:

En esta zona estan presentes los fibroblastos que son las células mas
abundantes del tejido conectivo pulpar. Su funcion es la de formar y mantener la
matriz de la pulpa Secretan los precursores de las fibras colagenas, reticulares y
elasticas y la sustancia fundamental de la pulpa. Son células multifuncionales, pues
tienen también la capacidad de degradar el coldgeno, como respuesta ante distintos
estimulos fisiolégicos del medio interno. Se piensa también que estas células
pueden tener la capacidad de originar nuevos odontoblastos en la periferia de la
pulpa (Ten Cate, 1986; Ferraris y Campos Mufioz, 2009; Avery, 1994).

1.3. Citotoxicidad de los biomateriales

Diversos autores a través de estudios “in vivo” e “in vitro”, han demostrado que,
en general, los componentes que forman los adhesivos dentales son de naturaleza
citotoxica. Asi componentes como el HEMA (hidroxietiimetacrilato), el BISGMA (bis-
glicidil-metacrilato), el TEGDMA (trietilenglicoldimetacrilato), el UDMA (uretan-
dimetacrilato), han sido analizados, en su actividad citotoxica, por separado o bien
en forma combinada, en dosis y tiempos diferentes sobre distintas lineas celulares
(Costa et al., 1997; Hebling et al., 1999; Schuster et al., 2000; Soheili et al., 2003;
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Rodriguez et al., 2008). Ahora, si bien es conocido el efecto citotoxico de estos
materiales cuando se ponen en contacto directo con la pulpa dental, estudios
recientes afirman que los mecanismos especificos de muerte celular no son del todo
claro. El efecto citotoxico de los adhesivos dentales constituye por ello, una
limitacidén todavia no resuelta en este tipo de terapia odontologica (Bouilaguet et al.,
1996; Kehe et al., 2001).

La mayoria de los adhesivos resinosos tienen como componente monomerico
principal al HEMA, el cual posee un bajo peso molecular, lo que le permite una
mayor capacidad de difusion por los tubulos dentinarios. Es por ello que “los
productos comerciales de los agentes adhesivos dentinarios, no recomiendan la
utilizacién de los acidos acondicionadores en alta concentraciéon o de los agentes
adhesivos sobre dentina profunda o sobre la pulpa misma, sino que se exalta el
valor de la proteccién pulpar con los cementos de hidréxido de calcio o de ionébmero
de vidrio” (Uribe Echevarria et al., 2003).

Ocurre que los ionémeros vitreos modificados con resina, también tienen
como monomero principal al HEMA vy utilizados en dentina profunda, estos
monomeros parcialmente polimerizados, permanecen libres en el fluido dentinario
pudiendo llegar a través de los tubulos dentinarios a la pulpa; comportandose como
toxico y agresivo para esta. De esta forma, un material que es biocompatible cuando
se aplica en dentina superficial y media perderia esa propiedad al usarlo en dentina
profunda con elevada permeabilidad. Sin embargo, los estudios de biocompatibilidad
de los cementos de ionédmero de vidrio presentes en la literatura son controversiales
(Olio, 1991; Six et al., 2000; Souza et al., 2006).

1.3.1. Métodos de evaluacion de citotoxicidad de los biomateriales.

La capacidad de los diferentes téxicos para ocasionar el dafio celular, es decir,
la citotoxicidad, va a depender de las propiedades fisicas y quimicas de estos, si
bien su via comun final va a consistir en incidir sobre un sistema enzimatico, dando
lugar a una inhibicion que sera reversible o irreversible. Por otro lado, tal accion
estara localizada de forma selectiva sobre sitios especificos de la célula. Tal es el
caso de las lesiones sobre la membrana, en las que generalmente se ve alterada la

estructura lipoproteica y con ello la permeabilidad de ésta, lo que conlleva a la salida
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de nutrientes o de iones. También puede actuar a nivel endocelular, donde a su vez
los blogqueos pueden ocasionarse por diversos mecanismos (ciclo de Krebs, sintesis
de &cidos grasos, etc.). Por ultimo, la lesion ocasionada por estas sustancias puede
tener también como objetivo a veces las organelas celulares, tales como las
mitocondrias (responsables de los mecanismos de oxidacion), el sistema
microsémico, los ribosomas (sintesis de proteinas) y el sistema reticulo—
endoplasmico (induccién enzimatica y biodegradacion) y las lesiones del nudcleo

(replicacion del ADN vy sintesis de proteinas nucleares) (Gisbert, 1998).

La forma de valorar la citotoxicidad puede llevarse a cabo en diferentes fases.
Por una parte encontramos las pruebas iniciales, que incluyen modelos para la
citotoxicidad in vitro, en la que los materiales han de ponerse en contacto directo con
células cultivadas en laboratorio. A través de esta metodologia se evalua la
morfologia celular, las alteraciones en la sintesis de proteinas, la respiracion
mitocondrial, asi como distintas actividades metabdlicas y enziméticas, por lo que
son pruebas que se pueden estandarizar facilmente. Ademas, este tipo de
investigaciones evaltan la sensibilidad celular frente a los diferentes biomateriales y
reducen por tanto la probabilidad de posteriores fracasos de biocompatibilidad en
pruebas in vivo, las cuales resultan ser mas caras y demandar un tiempo mas

prolongado.

Por otro lado encontramos las llamadas pruebas secundarias. Estas consisten
en evaluar las reacciones inflamatorias y/o inmunes provocadas por biomateriales,
usando para ello animales de experimentacion. Dentro de éstas destacan las de
implantacion, consistentes en poner el material en contacto con un tejido semejante

al que va a aplicarse en la terapéutica clinica.

Por ultimo, encontramos las pruebas de aplicacién clinica, que tratan de
evaluar los efectos de los biomateriales sobre el tejido especifico objeto de la
aplicacion terapéutica. Para ello se utilizan preferentemente primates y seres
humanos. Los resultados de las pruebas realizadas sobre animales no son
directamente extrapolables a humanos. En definitiva, todo el desarrollo de estas
pruebas de biocompatibilidad permite evaluar con la maxima efectividad las
propiedades de los materiales dentales con la Unica finalidad de evitar riesgos para

la salud del paciente.
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Como se indicé anteriormente, los métodos para evaluar la citotoxicidad o
lesion celular inducida en modelos experimentales in vitro son multiples y variados, y

estan basados esencialmente en criterios morfologicos, bioquimicos y metabdlicos.

Los métodos basados en la perturbacion de la permeabilidad de la membrana
son los mé&s numerosos y utilizados, pudiendo distinguir dentro de estos

fundamentalmente dos variantes:
e Métodos basados en el empleo de colorantes.

e Métodos basados en la determinacion de la liberacion de moléculas,

fundamentalmente enzimas, en el medio extracelular.

El principio basico de los primeros consiste en la utilizacién de un colorante,
que en funcioén de sus caracteristicas, penetra y colorea las células vivas o muertas.
La proporcion relativa de las células coloreadas o no, refleja el nimero exacto de las
células vivas o muertas, y en consecuencia, la viabilidad del conjunto de la poblacion
celular. El contaje de las diferentes poblaciones celulares puede ser efectuado por
métodos microscopicos, citometria de flujo, espectrofotometria 'y por

espectrofluometria automatizada (Slater, 2001).

Por otra parte, el segundo tipo de métodos, basados en la medicion de la
liberacion de moléculas intracelulares, estan fundamentados en las alteraciones de
la permeabilidad de la membrana celular bajo la accion de los toxicos. Dichos
métodos comprenden dos ensayos, uno enzimatico y otro radiactivo. En nuestro
estudio hemos utilizado el método enzimético, el cual esta basado en la medicion de
la enzima citosodlico lactato deshidrogenasa (LDH), enzima que es liberada en el
medio extracelular tras graves alteraciones de la membrana plasmética. Por otra
parte, el método radioactivo se basa en la medida de la liberacién del Cr51, isétopo
radiactivo que se une de manera no covalente a los aminoacidos basicos de las
proteinas intracelulares. Las células muertas liberan el Cr51, en el medio

extracelular, el cual puede ser cuantificado por un contador gamma.

Un método que se esta utilizando en la actualidad para evaluar la citotoxicidad
de biomateriales es el microanalisis por energia dispersiva de rayos X (EPXMA).
Esta es una técnica que utilizando un haz de electrones permite estudiar la
composicion quimica de la muestra de forma simultanea a su observacion
microscopica (Carini et al., 1995,1997, 2000).
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La determinacion analitica en EPXMA se lleva a cabo cuando un haz de
electrones acelerados incide sobre la superficie de una muestra y se produce, entre
otros fendbmenos, la ionizacion de los atomos de la misma, esto es, la pérdida de los
electrones de los orbitales internos. Cuando un atomo se encuentra en un estado
ionizado, otro electron de una capa mas externa salta inmediatamente a la capa
deficitaria, rellenando el hueco producido. Este salto implica una liberacion de
energia que se manifiesta en forma de radiacion electromagnética (rayos X), que es
dependiente del nimero atomico del elemento. Los rayos X generados se pueden
clasificar en dos categorias: caracteristicos y continuos. Los rayos X caracteristicos
son generados como resultado de la colision entre los electrones del haz primario
con los electrones de los orbitales que se encuentran alrededor del nucleo. Por el
contrario, los rayos X continuos o radiacion continua son producidos como
consecuencia de la desaceleracion que sufren los electrones del haz primario al
interaccionar con el nucleo atémico. La energia de los rayos X caracteristicos
depende del numero atémico del elemento y puede ser utilizada para identificar un

elemento quimico presente en la muestra.

El analisis de los rayos X emitidos por la muestra va a permitir conocer la
composicion de la misma. Dicho analisis consiste en medir la energia de los fotones
producidos, previa transformacion de su energia electromagnética en sefial eléctrica
utilizando un espectrometro de dispersion de energia. Posteriormente, los impulsos
eléctricos son clasificados utilizando un analizador multicanal acoplado a dicho
sistema, originando un espectro a partir del cual es posible derivar la composicion
quimica del espécimen visualizado en el microscopio electronico. El espectro es un
histograma de frecuencia que muestra el niumero de rayos X detectados para cada
rango de energia y esta constituido por una serie de picos, designados
indistintamente como lineas, de intensidad variable — rayos X caracteristicos -, los
cuales estdn superpuestos a un fondo continuo de menor intensidad (rayos X
continuos, radiacion de fondo o radiacion blanca) (Goldstein et al., 1992; Roomans y
von Euler, 1996). El estudio de muestras biolégicas con microscopia electrénica
analitica permite asimismo la cuantificacion de los elementos quimicos objeto de
estudio, lo cual exige el desarrollo de protocolos especificos (Campos et al.,
1992,1994; Crespo et al., 1993; Lopez Escamez et al., 1992, 1993; Lopez Escamez

y Campos, 1994; Warley et al., 1994,1997). El conocimiento de la concentraciéon
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iGnica intracelular permite evaluar la viabilidad celular y por tanto la posible
citotoxicidad de la célula. De todo lo arriba indicado y teniendo en cuenta los
escasos estudios existentes en relacion con la citotoxicidad de los ionGmeros vitreos
utilizados en la practica odontoldgica, los objetivos a alcanzar en la presente tesis
doctoral son los siguientes:
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Analizar la citotoxicidad de dos tipos de cementos de ionémero vitreo—
convencional (IVC) y modificado con resina (IVR)-, utilizando para evaluar la
viabilidad celular criterios morfoldgicos, bioquimicos y microanaliticos en un modelo

experimental in vitro de fibroblastos gingivales humanos.

Objetivos Especificos:

1) Establecer el patron de citotoxicidad de los dos tipos de cementos de

iondmero vitreo mediante la cuantificacion enzimatica de LDH libre.

2) Establecer el patron de citotoxicidad de los dos tipos de cementos de

iondmero vitreo mediante la cuantificacién de ADN libre.

3) Establecer el patrén morfologico de citotoxicidad de los dos tipos de
cementos de iondémero vitreo mediante la utilizacion de la microscopia

Optica y laser confocal.

4) Establecer el patron ionico intracelular de citotoxicidad de los dos tipos de
cementos de iondmero vitreo mediante microscopia electrénica analitica

cuantitativa por energia dispersiva de rayos X.

5) Evaluar comparativamente ambos tipos de cementos de iondmero vitreo en
relacion con los patrones de citotoxicidad establecidos para cada uno de

ellos en el modelo experimental desarrollado en la presente tesis doctoral.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Material y Reactivos
2.1.1. Material

Los tubos de centrifuga de policarbonato de 5, 15 y 25ml, puntas para
micropipetas tipo Eppendorf de 1000yl (puntas azules), de 100ul (puntas amarillas) y
microtubos tipo Eppendorf de polipropileno de 1,5ml de volumen, fueron
suministrados por Daslab (Labor Tecnic, Granada, Espafia). Los frascos de cultivo
de 25 y 75cm? de superficie con filtro de ventilacién fueron suministrados por
Sarstedt (Labor Tecnic, Granada, Espafia). Las unidades para cultivo en placa de
24 pocillos, de 6,5mm de didmetro, y con filtro de policarbonato con poros de 0,4um
fueron suministradas por Corning Incorporated (Corning, NY 14831. Made in USA.
3413). Las cubetas especiales para espectrofotometria por Bio-Rad (ref. 170-2510,
Hércules, California, EEUU).

2.1.2. Reactivos

Los siguientes reactivos fueron suministrados por Sigma-Quimica (Madrid,
Espafia): medio de cultivo Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (D5796, Saint-
Quentin-Fallavier, Francia), antibiéticos (500 U/ml de penicilina G y 500 pg/ml de
estreptomicina) (Ref. A5955), antimicoticos (1.25ug/ml de anfotericina B) (Ref.
A5955) y suero bovino fetal (SBF). El kit para el test de citotoxicidad LDH (Lactato
Dehidrogenasa) (Citotoxicity Detection Kit) fue suministrado por la casa Roche vy el

Tritbn X-100 por Probus S.A. (Badalona, Barcelona).

2.2. Cementos de iondmero vitreo

Para la realizacion de esta tesis se emplearon los siguientes biomateriales:

Un ionomero vitreo convencional (IVC), Ketac—Molar Easymix (3M- ESPE, St
Paul, MN, USA).

Un ionémero vitreo modificado con resina (IVR), Vitrebond (3M- ESPE, St Paul,
MN, USA).
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Tabla 1. Composicién de los cementos de ionomero vitreo

Ketac-Molar Easymix Polvo: vidrio de fluoroaluminiosilicato, ZnO,
acido policarboxilico y pigmentos.

Liquido: agua, copolimero acrilico
calcio, acido maleico, acido tartarico, acido
benzoico.

Vitrebond Polvo: polvo de vidrio (O, SrO, criolitio, NH4F,
MgO, Ps0), 2% difeniliodocloro.

Liquido: 35-45% acido poliacrilico, 20-30% de
2-hidroxietilmetacrilato, 30-40% de agua.

2.3. Cultivo Celular. Obtencién de la muestra

En esta tesis doctoral como modelo experimental se utilizaron células
fibroblasticas de tejido gingival humano. Las mismas fueron obtenidas de pacientes
clinicamente sanos tratados en el Servicio de Cirugia Oral y Maxilofacial del Hospital
Universitario Virgen de las Nieves de Granada. Previamente leido y aceptado el
consentimiento informado, se obtuvo la muestra de tejido gingival humano que fue
introducido inmediatamente en medio de transporte estéril constituido por medio de
Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma-Aldrich Ref. D5796, Saint- Quentin-
Fallavier, Francia) suplementado con antibiéticos (500 U/ml de penicilina G y 500
ug/ml de estreptomicina) y antimicéticos (1.25 ug/ml de anfotericina B) (Sigma-

Aldrich Ref. A5955) para evitar una eventual contaminacién de la muestra.

2.4. Obtencion de cultivos primarios de fibroblastos de mucosa oral

Las muestras fueron lavadas dos veces en solucién estéril de PBS con
penicilina, estreptomicina y anfotericina B (500U/ml, 500ug/ml y 1,25ug/ml,
respectivamente) para eliminar los restos de sangre, fibrina, grasas o materiales

extrafios que pudieran estar adheridos a las muestras.

Para llevar a cabo la separacion de epitelio y conectivo, las muestras fueron
incubadas a 37°Celsius en una solucion estéril de colagenasa tipo | de clostridium
hystoliticum (Gibco BRL Life Technologies Ref. 17100-017, Karlsruhe, Alemania) al

2% en medio de cultivo DMEM durante 10-12 horas. Separado el epitelio del corion,
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como esta solucién es capaz ademas, de digerir colageno y liberar los fibroblastos
estromales, se centrifugé a 1.000 rpm durante 10 minutos la solucién de digestion
gue contenia las células estromales disgregadas del corion, recogiéndose el pellet
celular correspondiente a los fibroblastos en frascos de cultivo de 15 cm? de

superficie.

Como medio de cultivo, se utilizo DMEM rico en glucosa (Sigma-Aldrich Ref.
D5796) suplementado con antibidticos-antimicoticos (100 U/ml de penicilina G,
100ug/ml de estreptomicina y 0.25pg/ml de anfotericina B (Sigma-Aldrich Ref.
A5955) y suero bovino fetal (SBF) (Sigma-Aldrich Ref. F9665) al 10%. Los medios

de cultivo fueron renovados cada tres dias.

2.5. Subcultivo de fibroblastos procedentes de cultivos primarios de mucosa
oral

Los fibroblastos, una vez alcanzada la confluencia celular, se lavaron con PBS
estéril y se incubaron en 1 ml de una soluciéon de tripsina 0.5g/l y EDTA 0.2g/I
(Sigma Aldrich Ref. T4799) a 37°C durante 5 minutos para disgregar los
mecanismos de adhesion celular y obtener células individualizadas y no adheridas a

la superficie del frasco de cultivo.

Cuando las células se desprendieron de la superficie de los frascos de cultivo,
se procedié a inactivar la tripsina utilizada mediante adicion de 1 ml de medio de
cultivo DMEM. El medio de cultivo DMEM es capaz de inactivar la accion proteolitica
de la tripsina. Posteriormente, la solucién inactivada en la cual se localizaban las
células desprendidas, se centrifugd a 1.000 rpm durante 10 minutos para obtener un
pellet o botdn celular con las células de interés. El pellet celular se resuspendié

cuidadosamente en 5 ml de medio DMEM y parte de las células se cultivaron en:
a) Placas de 24 pocillos, para el estudio de LDH, y liberacién de ADN.

b) Rejillas de oro, para su estudio mediante técnicas de microscopia electronica

analitica cuantitativa.
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2.6. Tratamiento de las muestras

Para la realizacidén de los ensayos experimentales con los diferentes cementos

de ionémero vitreo se procedio del siguiente modo:
Las muestras fueron divididas en cuatro grupos experimentales:
Grupo 1: Control Tritdbn X al 2 % (CT) (grupo control positivo).
Grupo 2: Medio de cultivo DMEM (CM) (grupo control negativo).
Grupo 3: Ketac-Molar Easymix (IVC).
Grupo 4: Vitrebond (IVR).

Los biomateriales, (IVR) y (IVC), en su presentacion comercial como
polvo/liquido, se mezclaron de acuerdo con las indicaciones del fabricante y en su
estado fluido y brillante se colocaron en moldes siliconados con apertura de 2 mm
de diametro por 1 mm de espesor para la confeccion de pastillas de estos
biomateriales. EI iondmero vitreo modificado con resina se fotopolimerizé durante

40 segundos con Lampara Coltolux LED (Colténe/Whaledent, Suiza).

Los fibroblastos gingivales humanos se cultivaron en placas de 24 pocillos a
una concentracién de 20000 células/500ul de medio de cultivo DMEM, con 10% FBS
y antibiéticos. Las células fueron incubadas a 37°Celsius con un 5% de dioxido de
carbono durante 24 horas. Cumplido este tiempo y obtenida las adhesion de las
células a la base de cada uno de los pocillos, fueron lavadas y recibieron 500 pl de
medio de cultivo DMEM (suplementado con glutamina) sin rojo fenol y en ausencia
de antibioticos. Posteriormente se procedid a la colocacion de un inserto en cada
pocillo, el cual posee una membrana en su base y es donde se apoyaron cada una
de las pastillas de los biomateriales objeto de estudio. Por ultimo se afiadié 1500l
de medio para que fluya por los insertos cubriendo también asi las pastillas. Las
células sometidas a la accion de los distintos biomateriales fueron analizadas a las
72 horas.

2.7. Estudio de la citotoxicidad mediante la cuantificacion de LDH libre

Para determinar el porcentaje de citotoxicidad mediante la liberacion de la

enzima citosdlica lactato deshidrogenasa (LDH), en todos los casos anteriormente
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mencionados, se empled un Kit de la casa Roche (Cat. No. 1 644 793). Para ello se
tomo6 100ul de sobrenadante de cada grupo experimental y se afiadié 100ul de la
solucion Kit en una placa de 96 pocillos. La cuantificacion de la enzima LDH liberada

al medio, se realiz6 en un aparato lector de placas ELX — 800 de Biotek.

Como controles se realizaron mediciones de liberacién de LDH, de fibroblastos
cultivados con medio de cultivo DMEM (CM) y de fibroblastos con solucion de Tritdn
X-100 (2% en medio de cultivo DMEM) (CT).

La formula empleada para determinar el porcentaje de citotoxicidad fue la

siguiente:

o = Valor Exp. - CM
b =
CT-CM

x 100

2.8. Estudio de la citotoxicidad mediante la cuantificacién de ADN libre

La identificacién de fragmentos de ADN libre en el medio de cultivo celular se
llevd a cabo mediante una técnica que cuantifica el ADN a través de
espectrofotometria.

Para la determinacion cuantitativa de ADN libre en el medio de cultivo, se
tomaron alicuotas de 10ul de sobrenadante para cada una de las muestras a
cuantificar. Luego se diluyeron en agua bidestilada y autoclavada hasta un volumen
de 100ul en cubetas especiales para espectrofotometria (Bio-Rad, ref. 170-2510,
Hércules, California, EEUU), cuantificAndose la concentraciéon de ADN mediante un
espectrofotometro SmartSpec Plus de la casa comercial Bio-Rad (ref. 170-2525).
Las condiciones en las que se cuantificé el ADN en el medio de cultivo fueron las

siguientes:
- Longitud de onda para la deteccion de ADN: 260nm
- Factor de conversién: 1 = 50ug/ml

- Factor de dilucion: 10x

2.9. Estudio morfolégico

Para la observacion de las muestras se utilizd en el presente trabajo la

metodologia de microscopia Optica y la microscopia de barrido laser confocal.
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2.9.1. Microscopia 6ptica

Realizadas las pruebas experimentales como se describe en el punto 2.6, se
retir6 el medio de cultivo y las células se fijaron con formaldheido al 4% durante
cuatro horas, luego se lavaron con agua destilada y se colorearon con hematoxilina
durante tres minutos. La observacion se realizé6 en un microscopio 6ptico Nikon
Japan Optifhot-2.

2.9.2. Microscopia laser confocal

Para observar nuestras ceélulas con microscopia laser confocal se fijaron con
formaldheido al 4% durante cuatro horas, luego se lavaron con agua destilada y se
colorearon con eosina. Posteriormente fueron analizados con un microscopio LSM 5
Pascal (Zeiss) utilizando un laser verde de 543nm de longitud de onda por
transmision, epifluorescencia, barrido o en mapa de gradientes (stacks) y

procesados con analizador de imagenes Zeiss LSM Image Browser.

2.10. Estudio de la citotoxicidad mediante microanalisis por energia dispersiva
de Rayos X
Con el objetivo de analizar las alteraciones en la composicién elemental de los
fibroblastos gingivales humanos expuestos a la accion de los diferentes cementos de
ionébmero vitreo se utilizd el microanalisis por energia dispersiva de Rayos X. El

procesamiento de las muestras a analizar fué el siguiente:

2.10.1. Adhesién de las células al soporte

Los fibroblastos gingivales humanos mantenidos en falcon con medio de cultivo
DMEM se tripsinizaron y se cultivaron sobre rejillas de oro (Ref.G100-G3)
especiales para microscopia electronica. Con el objeto de eliminar restos de materia
organica que pudo haberse depositado sobre las mismas, las rejillas fueron lavadas
con cloroformo, aclaradas con etanol absoluto y nuevamente lavadas en solucién de
acido acético 2%, dejandose secar a continuacion al aire. Para permitir el
crecimiento de las células sobre las rejillas de oro, se aplico una fina capa de

pioloformo (Fig. 1).
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—CHy— CH CHy— CH
o= CH CH,
C3H7

Figura 1. Estructura quimica del polivinil butiral (pioloformo).

Las células fueron expuestas a la accion de los biomateriales IVC e IVR en las

condiciones experimentales desarrolladas en el punto 2.6.

2.10.2. Eliminacién del medio extracelular

Para eliminar la contribucion del medio extracelular al espectro de rayos X en
los analisis de los fibroblastos, se procedié al lavado de las rejillas conteniendo las
células de acuerdo con los criterios establecidos previamente por diferentes autores
(Abraham et al., 1985; Ferndndez-Segura et al., 19972; Lechne, 1989; von Euler et
al., 1993; Warley, 1994; Wroblewski et al., 1983; Wroblewski y Roomans, 1984;
Zierold y Schéafer, 1988), eligiendo como solucién lavadora el agua destilada. Las
muestras fueron lavadas mediante inmersién en agua destilada a una temperatura
de 4°Celsius, durante 5 segundos. La solucién lavadora se mantuvo en movimiento

constante por agitacion magnética.

2.10.3. Criofijacion y Criodesecacion de las muestras

Una vez lavadas, las muestras se criofijaron mediante inmersion rapida en
nitrégeno liquido. Previamente se elimind el exceso de agua con un papel de filtro.
Las rejillas con las células criofijadas se introdujeron en un portamuestras de

aluminio preenfriado a -196°Celsius mediante inmersién en nitrogeno liquido.

Las células criofijadas y en el interior del portamuestras fueron transferidas de
forma inmediata a un sistema de criodesecacion de alto vacio Emitech K775
(Emitech, Watford, UK) con el objetivo de extraer el agua de las células por
sublimacion. Las muestras fueron criodesecadas durante un total de 17 horas a una

presién de vacio de 10-5 mbar siguiendo el perfil de temperaturas mostrado en la
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Tabla 2, y desarrollado de acuerdo con los criterios establecidos por Warley y
Skepper (2000).

Segmento Temperatura Inicial | Temperatura Final Tiempo
1 -100°C -100°C 1 hora
2 -100°C -70°C 1 hora
3 -70°C -70°C 1 hora
4 -70°C -50°C 1 hora
5 -50°C -50°C 1 hora
6 -50°C +25°C 12 horas

Tabla 2. Programa de intervalos de tiempo y temperaturas utilizadas para la criodesecaciéon de las
muestras en un sistema de alto vacio.

2.10.4. Montaje y recubrimiento de las muestras

Posteriormente a la criodesecacion de las células, se recubrieron con una
superficie conductora de electricidad, para facilitar el barrido del haz de electrones
durante su observacién microscopica y deteccién analitica. Para ello, las rejillas
criodesecadas y montadas sobre el portamuestras de aluminio fueron recubiertas
con una capa de carbon mediante un evaporador (Emitech, Watford, UK) utilizando
hilo de grafito.

2.10.5. Instrumentacion
2.10.5.1. Parametros analiticos y condiciones de observacion

Para el desarrollo de la presente Tesis Doctoral se utilizé un microscopio
electrénico de barrido Phillips XL 30 (Phillips, Eindhoven, Holanda), y un detector de
energia dispersiva de rayos X con una ventana ultrafina CDU (EDAX, Eindhoven,
Holanda). La configuracion geométrica de este equipamiento posibilita la deteccion

simultanea de electrones secundarios y rayos X.

2.10.5.2. Observacion de las muestras

Para la visualizacion de las muestras mediante electrones secundarios en el
microscopio electronico de barrido Phillips XL30, los parametros fijados fueron los

siguientes:
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Voltaje del microscopio:............. 10 KV
Angulacion de superficie:................. Q°
Distancia de trabajo................... 10mm

Para la deteccion microanalitica, las condiciones instrumentales fueron las

siguientes:
Voltaje del mMICroSCOPIO. ... .oviiri i 10 KV
AUMENOS.....oeiii s e L0000
Angulacién de superficie (tilt).........cooeieiiii 0°
Cuentas por segundo (CPS) registradas por el detector............. 500
Tiempo de adquISICION.........cceiiiii e 200 s
Tamafo del haz de electrones (spot size)..........ccovviiiiiiiiiinni. 6
Distancia de trab@jo............coooiiiiiiii i 10
Area de analisis...............ccooviiieiiiiiiiiiii puntiforme y estatico

Para determinar cuantitativamente el contenido elemental de las células, se
utilizé el método de la razén pico fondo -método P/B- utilizando como referencia a
patrones de calibracibn de matriz organica (Boekestein et al., 1980 y 1984;
Roomans, 1988; Statham y Pawley, 1978). La concentracién de cada elemento se

determiné de acuerdo con la siguiente ecuacion:

P/B)spc - Z2/Aspc

_ (
Cspc = Cstd
SPC = 8107 PIB)std - z2/Astd

Donde:
Cspc es la concentracion del elemento a cuantificar,
P corresponde a las cuentas netas de la sefial caracteristica del elemento,

B es la radiacion continua medida debajo del pico, es decir, tomada entre los

mismos niveles de energia de la sefial caracteristica,

Z2/A es el valor medio del nimero atomico al cuadrado por el peso atémico,

correspondiente un valor especifico para el dextrano y las células (Warley, 1997).

Para la elaboracion de los patrones se tomaron en cuenta las pautas
establecidas en el laboratorio del Departamento de Histologia de la Facultad de

Odontologia y Medicina de Granada (Crespo et al., 1993; Lopez Escamez y
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Campos, 1994) utilizando sales de NaHPO4, MgClI2, CaCl2-H20 y K2S04 disueltas
en una matriz organica. Para ello, se prepararon soluciones de cada sal a diferentes
concentraciones en dextrano al 20% (300 kD). Los patrones se montaron sobre
membranas microporosas de las unidades Millicell® y se criofijaron mediante
inmersion en nitrogeno liquido. En esta fase del proceso, asi como en la posterior
criodesecacion, montaje y recubrimiento, se siguié el mismo procedimiento que se
expuso para la preparacion de células humanas para microanalisis. Los patrones se
analizaron en el microscopio electronico de barrido y se microanalizaron
inmediatamente después de su preparacion para evitar su contaminacion o
modificacion quimica, adquiriéendose entre 15 y 20 espectros para cada
concentracion de patrén, utilizando las mismas condiciones de analisis que se

utilizaron para las células cultivadas sobre rejillas de oro.

Para la calibracidon de las concentraciones de los elementos Na, Cl, Mg, P, S, K
y Ca frente a la sefial P/B se realiz6 un andlisis de los patrones de dextrano al 20%
conteniendo concentraciones conocidas de sales. La concentracion de cada
elemento en el estdndar es directamente proporcional a la razén P/B de acuerdo con

la siguiente formula:
Cts = K x (Pstd/Bstd)
Donde:
Cts es la concentracion del elemento en el patrén, la cual es conocida,

(Pstd/Bstd) es la razén P/B, donde el fondo se ha medido entre el mismo rango

de energia de la sefial caracteristica obtenida del analisis de los estandar.

K es la constante de calibraciébn caracteristica para cada elemento y

configuracion instrumental utilizada.

La relacién entre Pstd/Bstd frente a la concentracién de cada elemento se

estudié mediante regresion lineal simple (Fig. 2).
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Figura.2. Representacion de la razén Y = Pstd/Bstd. Z2/A como una funciéon de Cstd para los
patrones de P, Mg, K y Cl 10 kV. Cada valor representa la media + SD de 15-20 andlisis. Los
patrones de calibracién fueron preparados de forma idéntica a los fibroblastos gingivales humanos.
Las soluciones en dextrano al 20% con las diferentes concentraciones de las sales inorganicas
empleadas fueron depositadas sobre filtros de policarbonato (tamafio de poro de 0’4 um) aislados de
sus soportes de polistireno, criofijadas en nitrégeno liquido, criodesecadas y analizadas en un
microscopio Phiilps XL30 utilizando idénticas condiciones instrumentales y analiticas a las indicadas
en el apartado 2.10.5. del capitulo de Material y Métodos.
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Puesto que la constante de calibracion K depende de la diferencia en el Z2/A
(factor G) entre el estandar y la célula, se empleod la siguiente ecuacion para valorar

la influencia de dicho factor en el ajuste de la curva:
Y = Pstd/Bstd - (Z2/A)std

Donde Z2/A es el promedio del valor de Z2/A para todos los elementos

presentes en el volumen analizado de estandar:
Z2/A = X(fi-Zi2/Ai)
Donde:
Zi es el numero atomico del elemento i,
Ai es el peso atomico de dicho elemento,

fi es la fraccion de masa del elemento i expresada como masa elemental/masa
total (Hall y Gupta, 1986).

En la Tabla 3 se muestran las ecuaciones de regresion obtenidas para todos
los elementos cuando Y= Pstd/Bstd - Z2/A se calibré frente a Cstdt para los

elementos Na, Mg, P, S, Cl, Ky Ca analizados a 10 kV.

Na Y = 3,75 + 0,032x (r=0,99 P <0,001)
Mg Y = 1,07 + 0,052x (r=0,98 P <0,001)
P Y = 0,64 + 0,042x (r=0,99 P <0,001)
S Y =1,38 + 0,052x (r=0,97 P <0,001)
Cl Y =1,42 + 0,036x (r=0,99 P <0,001)
K Y = 3,32 + 0,054x (r=0,99 P <0,001)
Ca Y = 0,60 + 0,063x (r=0,99 P <0,001)

Tabla 3. Ecuaciones de regresion obtenidas cuando Y = Pstd/Bstd -
Z2/A se calibro frente a Cstd analizados a 10 kV.

2.11. Estudio estadistico

Para determinar diferencias globales entre todos los grupos experimentales se
empleo la prueba de Kruskal-Wallis. Para identificar las diferencias entre dos grupos
concretos se realizo la prueba de Mann-Whitney.
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RESULTADOS

Los resultados de los distintos ensayos realizados en esta tesis doctoral son los
siguientes:
3.1. Resultados del estudio de la citotoxicidad mediante la cuantificacion del
LDH libre

En la tabla 4 se exponen las concentraciones de la liberacion de LDH y la
expresion de estos valores en porcentajes de citotoxicidad a las 72 horas. Cada uno
de los ensayos se presenta por triplicado. En la grafica 1 se representan en forma
comparativa los distintos materiales evaluados con respecto a los controles y su

significacion estadistica con respecto al control negativo (CM).

Para la comparaciéon de los valores medios de la liberacion de LDH entre los
diferentes grupos de muestras (CT, CM, IVC, IVR), se utiliz6 la de prueba de Kruskal
Walllis. Para comparar dos grupos concretos se utilizé la prueba de Mann-Whitney.
En la tabla 5 se especifican esos valores. Los valores estadisticamente significativos

se sefialan en color azul.
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Tabla 4. Concentraciones de liberacion de LDH, y porcentaje de citotoxicidad.

LDH 72 HS

IVC IVR CM CT

LDH 1 0,24 1,391 0,584 1,092

ENSAYO 1 LDH 2 0,243 0,314 0,599 1,065
LDH 3 0,253 0,331 0,604 1,365

LDH 1 0,24 0,309 0,262 1,818

ENSAYO 2 LDH 2 0,247 0,542 0,215 1,257
LDH 3 0,535 0,714 0,232 1,208

LDH 1 0,647 0,609 0,267 1,728

ENSAYO 3 LDH 2 0,669 0,706 0,224 1,171
LDH 3 0,749 0,561 0,578 1,772

LDH 1 0,273 1,391 0,308 1,138

ENSAYO 4 LDH 2 0,269 1,397 0,302 1,136
LDH 3 0,276 1,314 0,288 1,181

LDH 1 0,511 1,124 0,87 1,093

ENSAYO 5 LDH 2 0,508 0,971 0,308 0,902
LDH 3 0,216 1,01 0,3 1,1

LDH 1 0,273 1,029 0,277 1,014

ENSAYO 6 LDH 2 0,269 1,042 0,253 1,014
LDH 3 0,276 0,963 0,246 1,039

LDH 1 0,3 0,566 0,536 1,15

ENSAYO 7 LDH 2 0,299 0,555 0,532 1,193
LDH 3 0,406 0,563 0,512 1,19

LDH1 0,403 0,404 0,23 1,374

ENSAYO 8 LDH 2 0,404 0,41 0,391 1,386
LDH 3 0,37 0,395 0,392 1,371

LDH 1 0,249 0,657 0,332 1,182

ENSAYO 9 LDH 2 0,359 0,65 0,334 1,178
LDH 3 0,302 0,658 0,334 1,176

LDH1 0,287 0,56 0,284 1,312

ENSAYO 10 LDH 2 0,224 0,56 0,299 1,193
LDH 3 0,275 0,554 0,293 0,749

LDH 1 0,367 0,626 0,258 0,678

ENSAYO 11 LDH 2 0,351 0,639 0,609 1,083
LDH 3 0,326 0,633 0,769 1,078

LDH1 0,454 0,77 0,267 1,221

ENSAYO 12 LDH 2 0,438 0,767 0,264 1,146
LDH 3 0,429 0,751 0,267 0,908
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ENSAYO 13 LDH 2 0,373 0,688 0,28 1,278
LDH 3 0,352 0,687 0,28| 1,233
LDH 1 0,461 0,626 026| 1,164
ENSAYO 14 LDH 2 0,42 0,602 0,255| 0,802
LDH 3 0,42 0,581 0,263| 0,962
LDH 1 0,62 0,711 0,583 1,311
ENSAYO 15 LDH 2 0,686 0,73 0,569 1,298
LDH 3 0,701 0,675 0,573| 1,316
LDH 1 0,665 0,666
ENSAYO 16 LDH 2 0,612 0,648
LDH 3 0,596 0,62
LDH 1 0,576 0,623
ENSAYO 17 LDH 2 0,572 0,608
LDH 3 0,562 0,625
LDH 1 0,485 0,546
ENSAYO 18 LDH 2 0,515 0,563
LDH 3 0,506 0,554
MEDIA 0,3965 0,636 03| 1,1735
PORCENTAIJE 11,04 38,46 0 100
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Graéfica 1. Representacion de los porcentajes de citotoxicidad mediante la cuantificacién de liberacion
de LDH. *=p<0,05; ***=p<0,001.
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Tabla 5. Comparaciéon de valores medios de liberacion de LDH entre los diferentes grupos de
muestras (CT, CM, IVC, IVR).

Prueba de Kruskal-Wallis

IVC vs IVR vs CM vs CT LDH

Chi-cuadrado 120,135
Gl 3
Sig. asintot. 7,21773E-26

a. Prueba de Kruskal-Wallis
b. Variable de agrupacion: IVC1IVR2CM3CT4-LDH

Prueba de Mann-Whitney

IVC vs IVR LDH

U de Mann-Whitney 172,000
W de Wilcoxon 992,000
z -6,043
Sig. asint6t. (bilateral) 1,51271E-09

a. Variable de agrupacion: IVC1IVR2CM3CT4-LDH

IVC vs CM LDH

U de Mann-Whitney 562,000
W de Wilcoxon 1.382,000
Z -2,290
Sig. asintét. (bilateral) 0,022002939

a. Variable de agrupacién: IVC1IVR2CM3CT4-LDH

IVC vs CT LDH

U de Mann-Whitney 0,000
W de Wilcoxon 820,000
4 -7,698
Sig. asint6t. (bilateral) 1,38062E-14

a. Variable de agrupacion: IVC1IVR2CM3CT4-LDH

IVR vs CM LDH

U de Mann-Whitney 63,000
W de Wilcoxon 883,000
z -7,092
Sig. asintét. (bilateral) 1,32075E-12

a. Variable de agrupacion: IVC1IVR2CM3CT4-LDH

IVR vs CT LDH

U de Mann-Whitney 95,000
W de Wilcoxon 915,000
A -6,784
Sig. asintét. (bilateral) 1,16906E-11

a. Variable de agrupacion: IVC1IVR2CM3CT4-LDH

CMvs CT LDH

U de Mann-Whitney 0,000
W de Wilcoxon 820,000
4 -7,698
Sig. asintét. (bilateral) 1,3777E-14

a. Variable de agrupacion: IVC1IVR2CM3CT4-LDH
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3.2. Resultados del estudio de la citotoxicidad mediante la cuantificacion de
ADN libre

Los resultados correspondientes a la liberacion de ADN a las 72 horas se
muestran en la tabla 6, y son expresados en pgr/ml. En la grafica 2 se representan
en forma comparativa los distintos materiales evaluados con respecto a los controles

y su significacion estadistica con respecto al control negativo (CM).

Para la comparacion de valores medios de la liberacion de ADN entre los
diferentes grupos de muestras (CT, CM, IVC, IVR) se utilizé la prueba de Kruskal
Wallis. Para comparar dos grupos concretos se utilizé la prueba de Mann-Whitney.
En la tabla 7 se especifican esos valores. Los valores estadisticamente significativos

se sefalan en color azul.
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Tabla 6. Valores de la liberacién de ADN que son expresados en pg/ml

KETAC

CONTROL | CONTROL |MOLAR VITREBOND

TRITON | MEDIO IVC IVR
514,3972 79,7918 69,6988 101,3899
459,6375 73,9863 75,8137 95,209
510,9326 78,2743 71,9404 106,4959
434,9055 81,1807 78,4806 103,4642
498,7543 64,6088 82,3682 125,9887
639,6559 79,3278 74,6275 116,5901
508,7609 69,6424 78,2056 115,7716
834,8229 59,6758 83,1401 1429005
801,2534 63,9161 77,9995 109,4117
719,4709 54,1247 80,8326 114,445
363,2496 58,1156 78,3653 98,5964
215,2309 64,2792 68,3677 83,464
243,0035 38,8996 63,3362 82,3885
176,8496 92,7462 42,2016 81,3636
311,2141 44,1365 40,9793 63,2639
237,1951 69,7266 45,6881 83,6565
165,8987 51,5728 50,4785 69,5031
197,9066 42,2892 36,7543 59,3202
143,9536 37,2673 60,0319 64,643
73,562 55,6563
65,9026 91,0197
63,9647 888,6279
72,8619 667,8837
102,2218 98,4465
89,645 109,502
69,6424 106,4518
MEDIA 419,84 63,34 69,11 147,61
DESVEST 218,5 15,77 15,61 186,03
ERROR ST 11,5000253| 0,88034605| 0,58925185 7,15536192
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Grafica 2. Representacion de la liberacion de ADN expresados en pgr/ml. ns= p>0.05; ***= p<0.001
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Prueba de Kruskal-Wallis

IVC vs IVR vs CM vs CT ADN
Chi-cuadrado 50,991
Gl 3
Sig. asintot. 4,9147E-11

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacién: IVC1IVR2CM3CT4-ADH

Prueba de Mann-Whitney

IVC vs IVR ADN

U de Mann-Whitney 9,000
W de Wilcoxon 129,000
z -4,293
Sig. asintét. (bilateral) 0,000
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] 3,53E-05

a. No corregidos para los empates.

b. Variable de agrupacion: IVC1IVR2CM3CT4-ADH

IVC vs CM ADN

U de Mann-Whitney 25,500
W de Wilcoxon 145,500
z -3,609
Sig. asint6t. (bilateral) 0,000
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] 0,245836

a. No corregidos para los empates.

b. Variable de agrupacién: IVC1IVC2CM3CT4-ADH

IVC vs CT ADN

U de Mann-Whitney 0,000
W de Wilcoxon 120,000
z -4,666
Sig. asintét. (bilateral) 0,000
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] 1,38E-08

a. No corregidos para los empates.

b. Variable de agrupacién:IVC1IVR2CM3CT4-ADH

IVR vs CM ADN

U de Mann-Whitney 0,000
W de Wilcoxon 120,000
z -4,666
Sig. asintét. (bilateral) 0,000
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] 1,26E-05

a. No corregidos para los empates.

b. Variable de agrupacion: IVC1IVR2CM3CT4-ADH

IVR vs CT ADN

U de Mann-Whitney 12,000
W de Wilcoxon 132,000
z -4,169
Sig. asintét. (bilateral) 0,000
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] 1,11E-06

a. No corregidos para los empates.

b. Variable de agrupacion: IVC1IVR2CM3CT4-ADH

CMvs CT ADN

U de Mann-Whitney 0,000
W de Wilcoxon 120,000
z -4,666
Sig. asintét. (bilateral) 0,000
Sig. exacta [2*(Sig. unilateral)] 5,66E-11

a. No corregidos para los empates.
b. Variable de agrupacién: IVC1IVR2CM3CT4-ADH
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Tabla 7. Comparacion de valores medios de liberacién de ADN entre los diferentes grupos de
muestras (CT, CM, IVC, IVR).
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3.3. Resultados del estudio de la citotoxicidad mediante el analisis morfologico

Con el objetivo de evaluar el efecto de los cementos de iondbmero vitreo IVC e
IVR, sobre la morfologia de los fibroblastos gingivales humanos, las muestras fueron
examinadas mediante la utilizacion de microscopia Optica y laser confocal a las 72

horas de exponer las células a los distintos biomateriales.

3.3.1. Microscopia Optica.

La Figura 3 muestra en un analisis de campo la poblacion de fibroblastos
gingivales humanos control. Las células controles, no tratadas, se caracterizan por
mostrar una morfologia de fusiforme ortotipica. Cuando las células son sometidas a
la accion de IVC se evidencian dos poblaciones celulares, una que mantiene las
caracteristicas de las células control, es decir, morfologia fusiforme, y un segundo
grupo celular, que se caracteriza por mostrar una morfologia totalmente esférica
(Figura 4). Por otra parte, cuando evaluamos la accion de IVR sobre los fibroblastos
gingivales humanos, en el andlisis de campo se observa que la Unica poblacion

celular presente se caracteriza por mostrar formas esféricas (Figura 5).

Figura 3. Control de fibroblastos gingivales humanos. Las células controles con morfologia fusiforme
ortotipica.
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Figura 4. Fibroblastos gingivales humanos expuestos a IVC. Se observan 2 poblaciones celulares,
una con morfologia fusiforme ortotipica y otra con morfologia esférica.

Figura 5. Fibroblastos gingivales humanos expuestos a IVR. Se observa una Unica poblacion celular
gue se caracteriza por formas esféricas.
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3.3.2. Microscopia Laser Confocal

Al evaluar las células controles con la microscopia laser confocal, se observa en la
Figura 6 que las células presentan un ndcleo que aparece como una estructura
discoide o alargada que a veces contiene un nucléolo evidente. El citoplasma
permite describir células con formas alargadas y en ocasiones ligeramente
estrelladas (Figura 7, 8, 9). Por otra parte las células expuestas a IVC (Figura 10, 11,
12 y 13) muestran la presencia de dos tipos celulares, en ambos se observa la
presencia de nucleos con forma discoide o alargados, mientras que a nivel
citoplasmatico un grupo se caracteriza por células con formas alargadas y en
ocasiones ligeramente estrelladas, y otro grupo celular se caracteriza por presentar
citoplasmas con formas esféricas. También se evidencian en algunas células, a nivel
citoplasmatico, la presencia de vacuolas y blebs de membrana. Cuando se valoran
las células expuestas a IVR se observa que los cambios mas representativos con
respecto a las células control son a nivel citoplasmatico donde se observan cambios
en la forma que evidencian un marcado detrimento en el volumen del citoplasma
celular, adquiriendo formas esféricas y a su vez una importante cantidad de vacuolas

citoplasmaticas (Figura 14, 15, 16, 17).

Figura 6. Célula fibroblastica de forma estrellada con el nucleolo evidente.
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Figuras 7, 8, 9. Células fibroblasticas controles con su citoplasma en forma alargada, triangular y
ligeramente estrelladas.
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Figura 10. Fibroblastos gingivales humanos Figura 11. Fibroblasto gingival human expuesto
expuestos al IVC. Se observan 2 tipos celulares, al IVC. Se observa una célula con vacuolas
una de forma estrellada y otra de forma citoplasmaticas.

esferoidal.

Figura 12. Fibroblastos gingivales humanos Figura 13. Fibroblastos gingivales humanos

expuestos al IVC. Se observan células con forma expuestos al IVC. Se observan células de forma

ovoidal. esferoidal y con blebs en membranas
plasmaticas.
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Figura 14. Fibroblastos gingivales humanos
sometidos a IVR. Se observan células con
formas esféricas.

Figura 15. Fibroblastos gingivales humanos
sometidos a IVR. Se observan células con
desintegracion del nicleo y ruptura del
citoplasma celular.

Figura 16. Fibroblastos gingivales humanos
sometidos a IVR. Se observa célula con ruptura
de la membrana plasmatica.
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Figura 17. Fibroblastos gingivales humanos
sometidos a IVR. Se observa célula con
presencia de vacuolas citoplasmaticas y ruptura
de la membrana.
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3.4 Resultados del estudio de la citotoxicidad mediante microanalisis por
energia dispersiva de rayos X

3.4.1 Anélisis cualitativo

En las tablas 8 a 13 se expresan los andlisis cualitativos de las 30 células

expuestas a IVR.

En las tablas 14 a 19 aparecen los analisis cualitativos de las células expuestas
a IVC (29 células), mientras que en las tablas 20 a 25 se muestra el analisis

cualitativo de las células control (30 células).

3.4.2 Analisis cuantitativo

En las tablas 26 a 28 se expresan los valores del analisis cuantitativo de 30
células de cada grupo experimental. En la tabla 29 se muestran los valores medios

de los elementos quimicos analizados en los diferentes grupos de muestras.

En la grafica 3 y 4 se expresa el perfil ibnico de las muestras y su significacion

estadistica con respecto al control.

Para la comparacion de valores medios entre los diferentes grupos de
muestras (IVR, IVC y Control) se utilizé la prueba de Kruskal Wallis. Para comparar
dos grupos concretos se utilizé la prueba de Mann-Whitney. En las tablas 30 y 31 se
especifican esos valores. Los valores estadisticamente significativos se sefalan en

color azul.
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Tabla 8

Na 15,04 4,81 3,13
Mg 10,77 4,91 2,19
P 8,36 4,55 1,84
s 4,96 4,22 1,17
cl 6,14 3,38 1,82
K 1,72 17 1,01
Ca 7,3 1,32 5,55
Na 2,77 3,13 0,88
Mg 4,42 3,41 13
P 7,61 3,37 2,26
S 2,63 2,64 0,99
cl 3,26 2,12 1,53
K 7,71 1,25 6,17
Ca 2,85 1,19 2,39
Na 9,36 8,14 1,15
Mg 11,47 8,89 1,29
P 30,27 7,36 4,11
S 4,18 5,83 0,72
cl 8,07 4,74 17
K 22,57 3,34 6,77
Ca 3,46 3,19 1,08
Na 4,24 4,44 0,95
Mg 7,03 5,27 1,33
P 9,61 4,82 1,99
S 4,16 3,97 1,05
cl 15 3,41 0,44
K 0,19 2,32 0,08
Ca 7,14 2,02 3,54
Na 9,92 9,57 1,04
Mg 10,12 10,05 1,01
P 33,6 10,88 3,09
S 1,77 8,27 0,21
cl 7,64 6,3 1,21
K 25,69 3,85 6,68
Ca 2,54 3,65 0,69
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Tabla 9
Na 24,28 10,81 2,25
Mg 6,03 11,78 0,51
P 37,46 9,32 4,02
CELULA 6 S 2,52 7,48 0,34
Cl 9,23 6,2 1,49
K 15,05 4,32 3,48
Ca 0,32 4,07 0,08
Na 67,41 12,16 5,54
Mg 9,1 12,69 0,72
P 27,74 11,2 2,38
CELULA 7 S 0,99 9,84 0,1
Cl 21,74 9,2 2,36
K 0 8,1 0
Ca 0 7,69 0
Na 18,14 12,28 1,48
Mg 5,18 13,14 0,39
P 37,33 10,62 3,52
CELULA 8 S 5,18 8,35 0,62
Cl 12,62 6,71 1,88
K 18,49 4,22 4,38
Ca 0,28 4,03 0,07
Na 39,04 11,16 3,5
Mg 7,01 11,93 0,59
P 35,69 9,67 3,69
CELULA 9 S 5,4 7,66 0,7
Cl 14,6 6,22 2,35
K 6,08 4,13 1,47
Ca 2,24 3,93 0,57
Na 9,92 7,93 1,25
Mg 5,28 9,34 0,57
P 33,73 9,07 3,72
CELULA 10 S 4,49 7,22 0,62
Cl 12,36 5,89 2,1
K 24,46 4,18 5,84
Ca 0,25 3,94 0,06
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Tabla 10
Na 3,46 6,26 0,55
Mg 6,87 6,75 1,02
P 8,61 5,93 1,45
CELULA 11 S 2,67 4,82 0,56
Cl 1,17 4,05 0,29
K 0,97 2,56 0,38
Ca 5,73 2,27 2,52
Na 40,28 10,02 4,02
Mg 9,7 11,1 0,87
P 32,2 11,38 2,83
CELULA 12 S 2,85 9,69 0,29
Cl 16,66 7,74 2,15
K 10,35 4,8 2,16
Ca 3,42 4,55 0,75
Na 34,33 10,81 3,17
Mg 5,81 11,1 0,51
P 23,92 11,38 2,69
CELULA 13 S 3,06 9,69 0,4
Cl 10,48 7,74 1,48
K 0 4,8 0
Ca 3,78 4,55 0,64
Na 43,34 10,45 4,15
Mg 8,14 10,74 0,76
P 32,17 9,26 3,48
CELULA 14 S 3,42 8,11 0,42
Cl 13,31 7,57 1,76
K 0 6,61 0
Ca 2,04 6,25 0,33
Na 22,05 10,41 2,12
Mg 5,36 11,09 0,48
P 31,76 10,18 3,12
CELULA 15 S 2,83 8,69 0,32
Cl 9,64 6,94 1,39
K 15,57 4,22 3,69
Ca 0,55 4,01 0,14
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Tabla 11
Na 9,39 9,02 1,04
Mg 3,26 9,46 0,34
P 21,17 8,9 2,38
CELULA 16 S 2,99 7,62 0,39
Cl 6,88 6,02 1,14
K 17,57 3,38 5,2
Ca 0,31 3,21 0,1
Na 6,94 5,47 1,27
Mg 3,6 6,53 0,55
P 21,91 6,39 3,43
CELULA 17 S 5,26 5,2 1,01
Cl 7,3 4.4 1,66
K 17,17 3,41 5,03
Ca 0 3,24 0
Na 7,98 6,78 1,18
Mg 3,36 7,85 0,43
P 23,35 6,1 3,83
CELULA 18 S 3,31 4,95 0,67
Cl 9,29 4,19 2,22
K 19,05 2,98 6,38
Ca 0 2,84 0
Na 33,14 8,39 3,95
Mg 4,75 8,75 0,54
P 23,05 6,82 3,38
CELULA 19 S 5,38 5,45 0,99
Cl 16,38 4,46 3,67
K 9,9 2,98 3,32
Ca 0,68 2,82 0,24
Na 14,22 8,52 1,67
Mg 5,93 8,98 0,66
P 29,26 7,35 3,98
CELULA 20 S 4,79 5,91 0,81
Cl 10,59 4,91 2,16
K 21,35 3,34 6,39
Ca 1,29 3,13 0,41
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Tabla 12

Na 29,74 9,1 3,27
Mg 4,19 9,3 0,45
P 18,45 7,84 2,35
CELULA 21 S 2,24 6,82 0,33
cl 10,66 6,31 1,69
K 0,25 5,36 0,05
Ca 0 4,99 0
Na 9,92 7,93 1,25
Mg 5,28 9,34 0,57
P 33,73 9,07 3,72
CELULA 22 S 4,49 7,22 0,62
cl 12,36 5,89 2,1
K 24,46 4,18 5,84
Ca 0,25 3,94 0,06
Na 30,56 7,47 4,09
Mg 5,43 7,94 0,68
P 24,71 5,99 4,13
CELULA 23 S 6,44 4,74 1,36
cl 11,95 3,84 3,11
K 7,58 2,59 2,93
Ca 0,75 2,44 0,31
Na 28,89 8,29 3,49
Mg 5,47 8,65 0,63
P 27,42 6,66 4,11
CELULA 24 S 6,05 5,24 1,15
cl 14,39 4,21 3,42
K 9,38 2,82 3,33
Ca 0,9 2,67 0,34
Na 6,58 8,39 0,76
Mg 3,34 9,22 0,36
P 22,56 8,56 2,64
CELULA 25 S 2,96 6,66 0,44
cl 9,07 5,3 1,71
K 20,72 3,45 6
Ca 0 3,28 0
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Tabla 13

Na 8,18 8,68 0,94
Mg 4,18 8,9 0,47
P 22,6 7,25 3,12
CELULA 26 S 2,62 5,53 0,47
Cl 9,16 4,24 2,16
K 18,09 2,79 6,49
Ca 1,44 2,63 0,55
Na 7,69 7,03 1,09
Mg 6,41 7,51 0,85
P 26,93 5,64 4,77
CELULA 27 S 4,61 4,55 1,01
Cl 9,76 3,79 2,58
K 22,81 2,84 8,04
Ca 1,59 2,66 0,59
Na 13,93 7,7 1,81
Mg 3,1 8,93 0,35
P 22,62 8,74 2,59
CELULA 28 S 2,8 7,35 0,38
Cl 11,91 5,53 2,16
K 14,46 3,34 4,34
Ca 0,14 3,15 0,05
Na 7,2 2,23 3,22
Mg 3,71 2,26 1,64
P 1,75 1,82 0,96
CELULA 29 S 2,26 1,58 1,43
Cl 2,86 1,46 1,96
K 0 1,22 0
Ca 2,23 1,12 1,99
Na 13,46 6,86 1,96
Mg 4,27 7,55 0,57
P 29,92 591 5,07
CELULA 30 S 4,71 4,79 0,98
Cl 7,61 4,05 1,88
K 11,36 2,97 3,82
Ca 0,28 2,79 0,1
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Na 5,01 5,39 0,93
Mg 16,7 5,76 2,9
P 10,48 4,89 2,14
S 9,24 4,02 2,3
cl 6,73 3,45 1,95
K 12,85 2,58 4,98
Ca 11,85 2,45 4,83
Na 7,01 6,48 1,08
Mg 24,74 6,84 3,61
P 9,61 5,53 1,74
S 11,06 4,42 2,5
cl 7,24 3,65 1,98
K 12,42 2,53 4,91
Ca 16,88 2,4 7,02
Na 3,2 3,63 0,88
Mg 5,76 4,3 1,34
P 9,79 3,51 2,79
S 5,52 2,79 1,98
cl 4,28 2,27 1,89
K 10,1 1,68 5,99
Ca 4,26 1,58 2,7
Na 5,34 7,01 0,76
Mg 13 7,36 1,77
P 12,15 6,46 1,88
S 9,73 5,13 1,9
cl 6,95 4,2 1,66
K 14,76 2,84 5,2
Ca 8,19 2,7 3,04
Na 3,64 4,57 0,8
Mg 6,45 5,26 1,22
P 13,34 4,3 3,1
S 6,01 3,59 1,68
cl 3,65 3,13 1,17
K 12,56 2,46 5,1
Ca 3,16 2,35 1,35

-56 -

Resultados

Tesis Doctoral



Resultados

Tabla 15

Na 3,79 5,38 0,7
Mg 7,28 6,25 1,16
P 14,11 5,26 2,68
CELULA 6 S 6,28 4,28 1,47
Cl 5,11 3,59 1,42
K 15,39 2,47 6,22
Ca 3,6 2,36 1,52
Na 4,41 5,34 0,83
Mg 10,67 6,11 1,75
P 15,92 5,03 3,17
CELULA 7 S 8,32 4,14 2,01
o] 3,65 3,56 1,03
K 12,77 2,83 4,52
Ca 6,11 2,66 2,3
Na 2,34 3,49 0,67
Mg 4,07 3,85 1,06
P 8,47 3,83 2,21
CELULA 8 S 3,63 3,03 1,2
o] 3,22 2,44 1,32
K 8,93 1,61 5,56
Ca 2,46 1,51 1,62
Na 5,03 6,8 0,74
Mg 5,16 7,56 0,68
P 25,02 6,66 3,76
CELULA 9 S 6,83 5,43 1,26
o] 5,1 4,6 1,11
K 20,26 3,23 6,26
Ca 0,69 3,07 0,22
Na 5,39 6,08 0,89
Mg 4,38 6,8 0,64
P 18,89 5,82 3,24
CELULA 10 S 5,02 4,59 1,09
o] 4,44 3,7 1,2
K 16,2 2,74 5,9
Ca 0,28 2,6 0,11
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Tabla 16
Na 4,89 6 0,82
Mg 4,64 6,45 0,72
P 13,66 6,41 2,13
CELULA 11 S 4,53 5,46 0,83
o] 4,88 4,49 1,08
K 15,54 2,93 5,29
Ca 1,01 2,76 0,37
Na 5,96 6,32 0,94
Mg 19,12 7,27 2,63
P 8,11 7,97 1,02
CELULA 12 S 9,3 6,24 1,49
Cl 5,34 4,97 1,07
K 11,03 3,13 3,52
Ca 13,28 2,96 4,49
Na 11,95 5,14 2,33
Mg 3,47 5,49 0,63
P 10,89 4,97 2,19
CELULA 13 S 2,48 4,32 0,57
o] 2,59 3,99 0,65
K 0,56 3,39 0,16
Ca 0,36 3,16 0,11
Na 4 6,79 0,59
Mg 4,3 7,34 0,58
P 16,64 7,16 2,32
CELULA 14 S 3,25 5,58 0,58
Cl 3,82 4,18 0,91
K 15,47 2,78 5,56
Ca 0,57 2,64 0,22
Na 4,32 5,43 0,8
Mg 5,99 6,32 0,95
P 13,6 5,28 2,58
CELULA 15 S 6,24 4,34 1,44
Cl 4,45 3,71 1,2
K 12,51 2,81 4,46
Ca 2,16 2,65 0,82
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Tabla 17

Na 23,41 8,38 2,79
Mg 5,61 9,2 0,61
P 25,97 7,03 3,69
CELULA 16 S 6,89 5,61 1,23
Cl 13,62 4,59 2,96
K 13,68 3,39 4,03
Ca 1,72 3,24 0,53
Na 18,53 5,78 3,2
Mg 5,89 5,78 1,02
P 13,86 6,22 2,23
CELULA 17 S 3,07 4,9 0,63
o] 6,66 3,94 1,69
K 6,79 2,58 2,64
Ca 1,91 2,42 0,79
Na 14,05 7,09 1,98
Mg 7,05 7,11 0,99
P 20,63 5,41 3,81
CELULA 18 S 5,38 4,49 1,2
o] 9,47 3,92 2,42
K 14,7 3,08 4,78
Ca 2,83 2,91 0,97
Na 14,56 10,39 1,4
Mg 9,22 10,45 0,88
P 30,56 7,46 4,1
CELULA 19 S 4,64 5,92 0,78
Cl 9,79 4,8 2,04
K 17,98 3,22 5,58
Ca 4,47 3,05 1,46
Na 2,72 5,49 0,5
Mg 5,45 5,59 0,98
P 15,38 4,32 3,56
CELULA 20 S 4,75 3,59 1,32
Cl 3,93 3,12 1,26
K 13,72 2,38 5,76
Ca 1,96 2,23 0,88
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Tabla 18

Na 3,06 5,05 0,61
Mg 3,49 5,38 0,65
P 16,66 5,24 3,18
CELULA 21 S 3,11 4,36 0,71
Cl 4,09 3,46 1,18
K 15,23 2,42 6,28
Ca 0 2,3 0
Na 4,4 9,89 0,45
Mg 3,82 9,81 0,39
P 25,63 7,08 3,62
CELULA 22 S 4,33 5,72 0,76
o] 6,26 4,79 1,31
K 19,22 3,32 5,8
Ca 0 3,12 0
Na 3,01 5,61 0,54
Mg 4,53 5,78 0,78
P 13,9 4,22 3,29
CELULA 23 S 4,74 3,4 1,39
o] 4,53 2,85 1,59
K 14,85 2,1 7,07
Ca 1,59 2 0,79
Na 3,65 5,55 0,66
Mg 5,54 5,84 0,95
P 17,82 4,74 3,76
CELULA 24 S 4,71 3,87 1,22
o] 5,8 3,26 1,78
K 18,35 2,34 7,86
Ca 1,45 2,2 0,66
Na 2,56 3,81 0,67
Mg 4,15 3,88 1,07
P 7,89 2,89 2,73
CELULA 25 S 3,08 2,31 1,33
o] 3,2 1,9 1,69
K 8,66 1,42 6,08
Ca 2,12 1,36 1,56

Tesis Doctoral
-60 -



Resultados

Tabla 19

Na 5,79 8,4 0,69
Mg 5,22 9,11 0,57
P 30,96 7,7 4,02
CELULA 26 S 3,64 6,19 0,59
Cl 5,01 5,13 0,98
K 22,77 3,85 5,91
Ca 0,88 3,67 0,24
Na 6,18 8,55 0,72
Mg 5,03 8,77 0,57
P 28,26 5,49 4,18
CELULA 27 S 2,65 4,62 0,48
o] 6,72 3,21 1,45
K 24,38 3,08 7,59
Ca 1,23 0,4
Na 7,34 9,61 0,76
Mg 6,2 9,53 0,65
P 28,55 6,84 4,17
CELULA 28 S 6,84 5,47 1,25
o] 5,57 4,51 1,24
K 21,37 3,48 6,13
Ca 1,91 3,34 0,57
Na 5,16 8,38 0,62
Mg 4,55 8,53 0,53
P 30 6,56 4,57
CELULA 29 S 2,71 5,45 0,5
o] 4,2 4,74 0,89
K 19,48 3,81 5,12
Ca 0,16 3,64 0,04
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Tabla 20

Na 2,98 3,25 0,92
Mg 6,07 3,25 1,87
P 8,58 3,94 2,17
S 3,36 3,18 1,06
cl 2,89 2,41 1.2
K 9,76 1,49 6,57
Ca 2,4 1,39 1,73
Na 3,4 5,16 0,66
Mg 5,57 5,76 0,97
P 17,69 6,07 2,91
S 4,15 4,96 0,84
cl 5,84 4,03 1,45
K 18,1 2,92 6,2
Ca 0,93 2,77 0,34
Na 2,23 4,43 05
Mg 2,3 4,64 05
P 13,74 3,56 3,87
S 2,99 2,78 1,08
cl 3,97 2.2 18
K 13,35 1,42 9,36
Ca 0,88 1,36 0,64
Na 4,83 6,64 0,73
Mg 16,93 6,94 2,44
P 16,04 6,93 2,31
s 7.7 5,44 1,42
cl 5,77 4,34 1,33
K 14,96 2,81 5,33
Ca 9,96 2,67 3,73
Na 2,02 3,2 0,63
Mg 1,75 3,47 05
P 10,34 2,77 3,74
S 3,4 2,21 1,54
cl 3,35 1,83 1,83
K 10,51 1,27 8,24
Ca 0,5 1,21 0,41
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Tabla 21
Na 2,41 3,52 0,69
Mg 5,78 3,58 1,62
P 10,73 2,81 3,82
CELULA 6 S 4,59 2,34 1,96
Cl 3,12 2,05 1,52
K 10,22 1,6 6,41
Ca 2,98 1,52 1,96
Na 3,74 5,9 0,63
Mg 9,21 6,47 1,42
P 17,12 5,36 3,19
CELULA 7 S 6,03 4,2 1,44
Cl 5,74 3,35 1,71
K 15,62 2,37 6,6
Ca 4,57 2,27 2,02
Na 3,34 5,42 0,62
Mg 9,09 5,37 1,69
P 16,92 4,07 4,16
CELULA 8 S 5,66 3,38 1,67
Cl 5,68 2,96 1,92
K 14,94 2,27 6,6
Ca 4,58 2,17 2,11
Na 2,01 2,6 0,77
Mg 3,47 2,91 1,19
P 8,66 2,3 3,77
CELULA 9 S 3,03 1,83 1,66
Cl 2,99 1,48 2,02
K 8,1 1,02 7,94
Ca 1,5 0,96 1,56
Na 5,9 6,86 0,86
Mg 14,88 7,53 1,97
P 16,55 7,45 2,22
CELULA 10 S 7,16 6,08 1,18
Cl 6,76 4,82 1,4
K 17,04 2,95 5,77
Ca 7,28 2,82 2,58
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Tabla 22
Na 3,16 3,96 0,8
Mg 3,66 4,2 0,87
P 14,92 3,14 4,74
CELULA 11 S 4,24 2,43 1,74
Cl 4,73 1,91 2,48
K 14,31 1,35 10,6
Ca 2,07 1,28 1,61
Na 3,91 6,44 0,61
Mg 11,23 6,79 1,65
P 19,24 5,07 3,8
CELULA 12 S 5,47 4,05 1,35
Cl 6,05 3,34 1,81
K 19,21 2,3 8,35
Ca 6,01 2,19 2,74
Na 2,63 3,66 0,72
Mg 4,01 3,93 1,02
P 9,59 3,99 2,4
CELULA 13 S 2,98 3,37 0,89
Cl 3,54 2,51 1,41
K 11,24 1,54 7,3
Ca 1,71 1,43 1,19
Na 2,12 3,22 0,66
Mg 2,05 3,44 0,6
P 9,4 2,61 3,61
CELULA 14 S 3,14 1,99 1,58
Cl 2,6 1,68 1,54
K 8,26 1,5 5,53
Ca 0,41 1,41 0,29
Na 5,04 7,46 0,68
Mg 6,83 8,07 0,85
P 22,29 8,06 2,77
CELULA 15 S 3,21 6,52 0,49
Cl 7,23 4,78 1,51
K 21,8 2,6 8,4
Ca 1,88 2,46 0,76
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Tabla 23
Na 6,23 10,92 0,57
Mg 5,48 11,61 0,47
P 35,02 9,73 3,6
CELULA 16 S 1,6 7,71 0,21
Cl 5,26 6,26 0,84
K 25,27 4,14 6,11
Ca 1,17 3,92 0,3
Na 2,67 4,29 0,62
Mg 2,6 4,89 0,53
P 16,4 5,55 2,95
CELULA 17 S 2,17 4,67 0,46
Cl 3,22 3,54 0,91
K 17,06 1,79 9,53
Ca 1,32 1,72 0,63
Na 7,01 1,11 0,58
Mg 7.3 12,69 4,39
P 49,97 11,4 0,07
CELULA 18 S 0,68 9,01 0,07
Cl 4,36 7.3 0,6
K 28,44 4,89 5,81
Ca 0,25 4,64 0,05
Na 9,91 11,97 0,83
Mg 5,99 13,05 0,46
P 41,42 12,84 3,23
CELULA 19 S 0 10,03 0
Cl 7,28 7,99 0,91
K 30,24 4,88 6,2
Ca 0,39 4,62 0,08
Na 12,65 5,86 2,16
Mg 8,78 5,98 1,47
P 15,34 4,59 3,34
CELULA 20 S 5,61 3,69 1,52
Cl 5,24 3,07 1,71
K 7,97 2,29 3,48
Ca 5,47 2,19 2,5
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Tabla 24

Na 5,2 3,92 1,33
Mg 3,39 4,89 0,69
P 22,1 4,62 4,78
CELULA 21 S 3,35 4,05 0,83
Cl 4,9 3,77 1,3
K 17,27 3,28 5,27
Ca 0,28 3,14 0,09
Na 5,72 5,53 1,33
Mg 5,06 6,72 0,69
P 25,08 5,78 4,78
CELULA 22 S 4,99 4,91 0,83
Cl 6,41 4,39 1,3
K 18,78 3,56 5,27
Ca 2,48 3,39 0,09
Na 7,58 10,35 0,73
Mg 7,76 11,76 0,66
P 51,29 9,27 5,54
CELULA 23 S 1,8 7,52 0,24
Cl 5,12 6,32 0,81
K 27,64 4,64 5,96
Ca 1,08 4,41 0,24
Na 6,37 6,3 1,01
Mg 7,1 6,3 1,13
P 23,98 4,91 4,88
CELULA 24 S 4 4,07 0,98
Cl 5,63 3,53 1,6
K 19,34 2,79 6,95
Ca 2,32 2,67 0,87
Na 4,44 6,54 0,68
Mg 3,6 7,09 0,51
P 21,84 6,65 3,28
CELULA 25 S 2,66 5,23 0,51
Cl 5,82 4,18 1,39
K 19,4 2,58 7,52
Ca 0,68 2,46 0,28

Tesis Doctoral
-66 -



Resultados

Tabla 25
Na 5,57 10,25 0,54
Mg 5,27 10,53 0,5
P 36,96 7,74 4,78
CELULA 26 S 1,87 6,05 0,31
Cl 5,62 4,81 1,17
K 25,44 3,16 8,04
Ca 1,8 3,03 0,6
Na 4,37 4,93 0,89
Mg 6,1 5,29 1,15
P 17,93 4,96 3,62
CELULA 27 S 4,23 3,99 1,06
Cl 5,84 3,33 1,75
K 18,69 2,29 8,16
Ca 3,36 2,2 1,53
Na 9,76 8,12 1,2
Mg 7,69 8,32 0,92
P 38,26 7,23 5,29
CELULA 28 S 3,94 6,42 0,61
Cl 9,52 6,05 1,58
K 29,62 5,32 5,56
Ca 0 5,09 0
Na 4,84 7,43 0,65
Mg 4,7 7,95 0,59
P 24,12 7,88 3,06
CELULA 29 S 1,65 6,79 0,24
Cl 5,66 5,06 1,12
K 23,61 3,35 7,05
Ca 0,85 3,19 0,26
Na 5,9 8,06 0,73
Mg 4,61 8,99 0,51
P 24 7,05 3,4
CELULA 30 S 9,27 5,72 1,62
Cl 6,3 4,8 1,31
K 19,09 3,56 5,37
Ca 0,22 3,36 0,07
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Tabla 26
IVR [Na] [Mg] [P] [S] [C]] [K]
CELULA 1 265,33323| 115,80939| 127,3188| 63,7065| 145,22326| 51,78371
CELULA 2 74,59848 68,7453| 156,3807| 53,0055| 122,08329| 316,34207
CELULA 3 97,48665| 68,21649| 284,39145| 39,204| 135,6481| 347,10467
CELULA 4 80,53245| 70,33173| 137,69805| 57,1725| 35,10892 4,10168
CELULA 5 88,16184| 53,40981| 213,81255| 11,4345| 96,54953| 342,49028
CELULA 6 190,73475| 26,96931| 278,1639| 18,513] 118,89157| 178,42308
CELULA 7 469,63134| 38,07432| 171,6036 5,445| 188,31148 0
CELULA 8 125,46108| 20,62359| 2435664| 33,759| 150,01084| 22456698
CELULA 9 296,6085| 31,19979| 25532955| 38,115| 187,51355| 75,36837
CELULA 10 105,96375] 30,14217| 257,4054| 33,759| 167,5653| 29942264
CELULA 11 46,62405| 53,93862| 100,33275| 30,492| 23,13997| 19,48298
CELULA 12 340,77942| 46,00647| 195,82185| 15,7905| 171,55495| 110,74536
CELULA 13 268,72407| 26,96931| 186,13455 21,78| 118,09364 0
CELULA 14 351,79965| 40,18956| 240,7986| 22,869| 140,43568 0
CELULA 15 179,71452| 25.38288| 215.8884| 17,424| 110,91227| 189,18999
CELULA 16 88,16184| 17,97954| 164,6841| 21,2355 90,96402| 266,6092
CELULA 17 107,65917| 29,08455| 237,33885| 54,9945| 132,45638| 257,89313
CELULA 18 100,02978| 22,73883| 265,01685| 36,4815| 177,14046| 327,10898
CELULA 19 334,84545| 28,55574| 233,8791| 53,9055| 292,84031| 170,21972
CELULA 20 14156757 34,90146| 275,3961| 44,1045| 172,35288| 327,62169
CELULA 21 277,20117| 23,79645| 162,60825| 17,9685| 134,85017 2,56355
CELULA 22 105,96375| 30,14217| 257,4054| 33,759| 167,5653| 29942264
CELULA 23 346,71339| 35,95908| 285,77535| 74,052 248,15623| 150,22403
CELULA 24 295,85079| 33,31503| 284,39145| 62,6175| 272,89206| 170,73243
CELULA 25 66,12138| 19,03716| 182,6748| 23,958| 136,44603 307,626
CELULA 26 79,68474| 24,85407| 215,8884| 25,5915| 172,35288| 332,74879
CELULA 27 92,40039| 44,94885| 330,06015| 54,9945| 205,86594| 412,21884
CELULA 28 153,43551| 18,50835| 179,21505| 20,691| 172,35288| 22251614
CELULA 29 272,96262|  86,72484 66,4272 | 77,8635| 156,39428 0
CELULA 30 166,15116 |  30,14217| 350,81865| 53,361] 150,01084| 195,85522
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Tabla 27
IVC [Na] [Mg] [P] [S] [Cl] [K]
CELULA 1 78,83703 153,3549 148,0773 125,235| 155,59635] 255,32958
CELULA 2 91,55268| 190,90041| 120,3993 136,125| 157,99014| 251,74061
CELULA 3 74,59848 70,86054 | 193,05405 107,811| 150,80877] 307,11329
CELULA 4 64,42596 93,59937| 130,0866 103,45| 132,45638| 266,6092
CELULA 5 67,8168 64,51482 214,5045 91,476 93,35781 261,4821
CELULA 6 59,3397 61,34196 | 185,4426 80,0415 113,30606| 318,90562
CELULA 7 70,35993 92,54175] 219,34815 109,4445 82,18679| 231,74492
CELULA 8 56,79657 56,05386 | 152,92095 65,34] 105,32676| 285,06676
CELULA 9 62,73054 35,95908 | 260,1732 68,607 | 88,57023| 320,95646
CELULA 10 75,44619 33,84384| 224,1918 59,3505 95,7516 |  302,4989
CELULA 11 69,51222 38,07432| 147,38535 45,1935 86,17644 | 271,22359
CELULA 12 79,68474 139,07703 70,5789 81,1305 87,37851| 180,47392
CELULA 13 | 197,51643 33,31503| 151,53705 31,0365| 51,86545 8,20336
CELULA 14 50,01489 30,67098| 160,5324 31,581 | 72,61163| 28506676
CELULA 15 67,8168 50,23695| 178,5231 78,408 95,7516 | 228,66866
CELULA 16 | 236,51109 32,25741| 255,32955 66,9735 | 236,18728| 206,62213
CELULA 17 271,2672 53,93862 | 154,30485 34,3035 134,85017| 135,35544
CELULA 18 | 167,84658 52,35219 | 263,63295 65,34] 193,00006| 245,07538
CELULA 19 118,6794 46,53528 283,6995 42,471 162,77772] 286,09218
CELULA 20 42,3855 51,82338 | 246,3342 71,874| 100,53918| 295,32096
CELULA 21 51,71031 34,37265| 220,0401 38,6595| 94,15574| 321,98188
CELULA 22 38,14695 20,62359 | 250,4859 41,382 | 104,52883| 297,3718
CELULA 23 45,77634 41,24718| 227,65155 75,6855] 126,87087| 362,48597
CELULA 24 55,04886 50,23695| 260,1732 66,429 | 142,03154| 402,99006
CELULA 25 56,79657 56,58267| 188,90235 72,4185] 134,85017| 311,72768
CELULA 26 58,49199 30,14217 278,1639 32,1255 78,19714| 303,01161
CELULA 27 61,03512 30,14217 289,2351 26,136 115,69985]| 389,14689
CELULA 28 64,42596 34,37265| 288,54315 68,0625 98,94332| 314,29321
CELULA 29 52,55802 28,02693| 316,22115 27,225 71,01577| 262,50752
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Tabla 28
CM [Na] [Mg] [P] [S] [C]] [K]
CELULA 1 77,98932| 98,88747| 150,15315| 57,717 95,7516 | 336,85047
CELULA 2 55,04886| 51,29457| 201,35745| 45,738| 115,69985| 317,8802
CELULA 3 42,3855 26,4405| 267,78465| 58,806 143,6274| 479,89656
CELULA 4 61,88283| 129,02964 | 159,84045| 77,319| 106,12469| 273,27443
CELULA 5 53,40573 26,4405| 258,7893| 83,853 | 146,02119| 422,47304
CELULA 6 58,49199| 85,66722| 264,3249| 106,722 121,28536| 328,64711
CELULA 7 53,40573| 75,09102| 220,73205| 78,408| 136,44603| 338,3886
CELULA 8 52,55802| 89,36889| 287,8512| 90,9315| 153,20256| 338,3886
CELULA 9 65,27367| 62,92839| 260,86515| 90,387 | 161,18186| 407,09174
CELULA 10 | 72,90306| 104,17557| 153,6129| 64,251| 111,7102| 295,83367
CELULA 11 67,8168| 46,00647| 327,9843| 94,743| 197,88664| 543,4726
CELULA 12 | 51,71031| 87,25365 262,941 | 73,5075 | 144,42533| 428,11285
CELULA 13 | 61,03512| 53,93862 166,068 | 48,4605 112,50813| 374,2783
CELULA 14 | 55,94886 31,7286 | 249,79395| 86,031| 122,88122| 283,52863
CELULA 15 | 57,64428| 44,94885| 191,67015| 26,6805 | 120,48743| 430,6764
CELULA 16 48,31947| 24,85407 249,102 | 11,4345| 67,02612| 313,26581
CELULA 17 | 52,55802| 28,02693| 204,12525| 25,047| 72,61163| 488,61263
CELULA 18 | 53,40573| 30,67098| 303,76605| 3,8115 47,8758 | 297,88451
CELULA 19 | 70,35993| 24,32526| 223,49985 0| 72,61163| 317,8802
CELULA 20 | 183,10536| 77,73507| 231,1113| 82,764| 136,44603| 178,42308
CELULA 21 | 112,74543| 36,48789| 330,7521| 45,1935| 103,7309| 270,19817
CELULA 22 | 88,16184| 39,66075| 300,3063| 55,539 116,49978| 270,71088
CELULA 23 | 61,88283| 34,90146| 383,3403| 13,068| 64,63233| 305,57516
CELULA 24 | 85,61871| 59,75553| 337,6716| 53,361| 127,6688| 356,33345
CELULA 25 | 57,64428| 26,96931| 226,9596| 27,7695 110,91227 | 385,55792
CELULA 26 | 45,77634 26,4405| 330,7521| 16,8795| 93,35781| 412,21884
CELULA 27 | 75,44619| 60,81315| 250,4859| 57,717| 139,63775| 418,37136
CELULA 28 | 101,7252| 48,65052| 366,04155| 33,2145 126,07294 | 285,06676
CELULA 29 | 55,10115| 31,19979| 211,7367| 13,068| 89,36816| 361,46055
CELULA 30 | 61,88283| 26,96931 235,263| 88,209| 104,52883| 275,32527
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Tabla 29

IVR MEDIA DESV ESTANDAR |ERROR ESTANDAR
[Na] 187,033083 113,1145003 3,23184287
[Mg] 39,889901 22,53101401 0,64374326
[P] 218,540875 66,08758537 1,88821672
[S] 37,29825 19,35729915 0,55306569
[Cl] 153,122767 57,28691704 1,63676906
[K] 186,746072 132,0652534 3,77329295
IVC MEDIA DESV ESTANDAR |ERROR ESTANDAR
[Na] 85,7940983 58,0305015 1,65801433
[Mg] 58,8620234 40,116211 1,14617746
[P] 209,63699 60,8304853 1,73801387
[S] 67,0110517 29,81068452 0,85173384
[CI] 115,892454 39,93788835 1,14108252
[K] 272,726361 75,69253011 2,16264372

CM MEDIA DESV ESTANDAR | ERROR ESTANDAR

[Na] 68,071113 26,9986675 0,7713905

[Mg] 53,022016 28,42032361 0,81200925

[P] 253,62274 62,099675 1,77427643

[S] 53,6877 30,83593845 0,88102681

[Cl] 115,407276 32,0732974 0,91637993

[K] 351,18926 78,62952656 2,2465579
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Gréfica 3. Efectos de IVC e IVR sobre el contenido i6nico de Sodio y Potasio en fibroblastos
gingivales humanos con respecto al control (CM). Las muestras fueron analizadas mediante EPXMA
bajo las condiciones descriptas en Materiales y Métodos. Los datos son expresados en mmol/kg de
masa seca y son representados con +/- error estandar de la media (ns=p>0,05; *#* p< 0.001).

mmol/kg masa seca

Fosforo Magnesio Cloro Azufre

Gréfica 4. Efectos de IVC e IVR sobre el contenido iénico de Fosforo, Magnesio, Cloro y Azufre en
fibroblastos gingivales humanos con respecto al control (CM). Las muestras fueron analizadas
mediante EPXMA bajo las condiciones descriptas en Materiales y Métodos. Los datos son
expresados en mmol/kg de masa seca y son representados con +/- error estandar de la media
(ns=p>0,05; ###p< 0,001; *=p<0,05).
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Tabla 30

IVC vs IVR

vs CM vs [Na] [Mg] [P] [S] [CI] K]

CT

Chi- 37,536 8,023 4,670 16,393 14,260| 25,475

cuadrado

Gl 2 2 2 2 2 2

Sig. asintét. | 7,067E-09 | 0,018107311 | 0,096822917 [ 0,000275574 | 0,00080071 | 2,93E-06

a. Prueba de Kruskal-Wallis

b. Variable de agrupacion: IVC1IVR2CM3

Tabla 31
IVC vs IVR [Na] [Mg] [P] [S] [CI] K]
U de Mann-Whitney 128,000 256,500 401,000 166,000 221,500 285,500
W de Wilcoxon 563,000 721,500 836,000 631,000 656,500 750,500
Z -4,655 -2,708 -0,516 -4,079 -3,238 -2,267
Sig. asintot.
(bilateral) 3,23669E-06 | 0,00677881 | 0,606167434 | 4,52328E-05| 0,0012052 | 0,02338144
IVC vs CM [Na] [Mg] [P] [S] [CI] [K]
U de Mann-Whitney 326,500 399,500 294,000 377,000 399,500 195,000
W de Wilcoxon 791,500 864,500 729,000 842,000 834,500 630,000
Z -1,646 -0,538 -2,138 -0,879 -0,538 -3,639
Sig. asintot.
(bilateral) 0,09976644 | 0,59033953 | 0,032524945 | 0,379166936 | 0,59033414 | 0,00027367
IVR vs CM [Na] [Mg] [P] [S] [CI] K]
U de Mann-Whitney 70,000 309,000 351,000 269,000 230,500 146,000
W de Wilcoxon 535,000 774,000 816,000 734,000 695,500 611,000
Z -5,620 -2,085 -1,464 -2,676 -3,246 -4,495
Sig. asintot.
(bilateral) 1,91093E-08 | 0,03703683 | 0,143265149 | 0,007444476| 0,00117097 | 6,9439E-06

a. Variable de agrupacion: KM1VT2CM3
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DISCUSION

Los cementos de ion6mero de vidrio, tanto convencionales (IVC) como los
modificados por resinas (IVR), son materiales muy utilizados en la clinica
odontologica ya que tienen la propiedad de adherirse a las estructuras dentarias
(Edelberg, 2001, 2003). Sin embargo, la lenta reaccién de endurecimiento acido-
base y la sensibilidad a la humedad de los ionbmeros convencionales, estimulé a los
investigadores a mejorarlos, y asi surgen los iondbmeros vitreos modificados con
resinas, que mejoran sus propiedades y logran un mas rapido endurecimiento por
reaccion acido-base y por polimerizacion. Los ionémeros vitreos modificados con
resina tienen en su composicion distintos mondémeros hidréfilos e hidréfugos entre
los que destaca el 2-hidroxietilmetacrilato (HEMA), que pareceria ser uno de los
responsables de las distintas reacciones adversas a nivel de la biocompatibilidad

pulpar.

En este sentido, los estudios existentes en relacion a la compatibilidad
biolégica de los cementos de ionémero vitreo en general, son controversiales (Qilo,
1991). Se destacdé en el capitulo de introduccion que la valoracibn de la
biocompatibilidad de estos materiales dependia de si la metodologia utilizada era “in
vivo” o “in vitro”.

Distintos autores en ensayos “in vivo” valoraron el comportamiento de los IVC y
IVR, y observaron que en los primeros dias de expuestos los distintos tejidos a los
diferentes materiales evaluados se producia una reaccion inflamatoria leve que se
corrigié superado los 30 dias de la experiencia (Tobias et al., 1978; Costa et al.,
1996; Six et al., 2000). En este sentido Souza et al. (2006) fundamenta muy bien el
comportamiento de estos materiales cuando valoré diferentes IVR (Rely X Luting
cement, Vitremer y Vitrebond) sobre el tejido celular subcutaneo de ratas. Los
autores justifican que el proceso inflamatorio inicial se debe a diferentes factores
irritantes. En primer lugar destacan como responsable de dicha inflamacion al
trauma quirdargico que supone la implantacion de los ionémeros en el tejido celular
subcutaneo. En segundo lugar que esta situacion de inflamacion se mantiene por la
lenta reaccion de endurecimiento acido-base de los iondmeros utilizados, lo cuales
generan un bajo pH en la zona. Y por ultimo consideran al mondmero resinoso

HEMA como responsable de la respuesta inflamatoria a distancia del sitio de
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implantacion del material. En dicha investigacion los autores destacan que la
intensidad y el area de inflamacion inicial disminuyen a los 90 dias, y esto lo
justifican en que el edema adyacente a los materiales neutraliza la toxicidad del bajo
pH. Por otro lado, en el caso del monémero HEMA, al ser este de bajo peso
molecular, puede ser removido facilmente por el drenaje linfatico existente en el
tejido. Todo ello entonces permitiria obtener a los 90 dias un tejido conectivo
saludable. En consecuencia, Costa et al. (1996) afirman que estos materiales
cuando son valorados en ensayos “in vivo” tienen una aceptable compatibilidad

bioldgica, siendo irritantes discretos para el complejo dentinopulpar.

Costa et al. (2003) realizaron un ensayo “in vitro” para evaluar la citotoxicidad
de 3 IVR (Vitrebond, Vitremer y Fuji Il LC) y 2 IVC (Fuji IX GP y Ketac Molar) sobre
células odontoblastoides (MDPC-23). Los autores demostraron que a las 72 horas
de realizada la evaluacion de la actividad mitocondrial con el método de MTT, todos
los materiales fueron citotéxicos, aunque los IVC mostraron menos toxicidad. En
este sentido, los autores acuerdan con Oliva et al (1996) que demostraron que los

IVC son menos citotoxicos para las células osteoblasticas que los IVR.

Estos datos cientificos son explicados por Soheili et al. (2003) al demostrar que
la citotoxicidad de algunos ionémeros vitreos convencionales es atribuible a las
pequefias cantidades de aluminio y a otros iones metélicos presentes en su
composicién. Esto, explican los autores, causaria los efectos citotoxicos, en las
células cultivadas, por stress oxidativo. Stanislawski et al. (1999) identificaron la
liberaciobn de iones flor, aluminio y estroncio en baja concentracion en los IVC.
Ademas destacan que el zinc fue encontrado en alta concentracion y por tanto lo
consideran el responsable maximo de la citotoxicidad. Por otro lado, Chan y Chou
(2001) mostraron que en un ambiente hiumedo aumenta la presencia del flaor, el

cual alteraria el metabolismo celular interfiriendo con la sintesis de ADN.

Palmer et al. (1999) destacan que los responsables de la citotoxicidad de los
IVH serian el monémero HEMA y los productos de descomposicon del iniciador
(DPICI). En este sentido el autor evalu6 el porcentaje de liberacion de HEMA de los
ionomeros Vitrebond y Vitremer encontrando mayor liberacion en el caso de este
altimo. El autor considera que esto sucede porque el fabricante exige menos

cantidad de polvo en su preparacion. Leyhausen et al. (1998) destacan que
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Vitrebond es extremadamente citotoxico y esto lo atribuye a los productos de
descomposicion del iniciador (DPICI).

En esta linea, Souza et al. (2006) evaluaron los efectos de Rely X, Vitremer y
Vitrebond (IVH) sobre células odontoblastoides a las 24, 48 y 72 horas. Los autores
observaron que a mayor tiempo mayor toxicidad y esto se deberia a que a las 48
horas se produce la mayor liberacion de los productos toxicos. Sin embargo,
destacan que a las 72 horas Rely X fue el menos citotoxico debido al papel que
juega el persulfato de potasio (iniciador quimico de la reaccion redox), presente en
su formulacidn, lo que ayuda a disminuir la cantidad de monémeros residuales en el
producto de polimerizacion final que son los responsables de la toxicidad. Melo
Mendonza et al. (2007) cuando estudiaron al Rely X Unicem destacan que a las 24
horas sobre las células odontoblastoides no se observaron efectos citotoxicos, sin
embargo estos se incrementaron notablemente a los 7 dias. Los mondmeros
presentes en su composicion como el BisGma y TEGDMA han sido considerados
por distintos autores (Ratanasathien et al., 1995; Hanks et al., 1991) mas citotoxicos
gque HEMA. La demora en la citotéxicidad se fundamenta, segun los autores, por la

presencia del persulfato de potasio en su composicion.

Se ha descrito que los monémeros metacrilicos presentes en materiales
basados en resinas como Vitrebond, Vitremer, y Z100 son incorporados, Yy
solubilizados en la bicapa lipidica de la membrana celular (Fujisawa et al., 2003).
Este fendmeno es causa de alteracién celular y consecuentemente muerte celular y
el responsable del alto efecto citotéxico demostrado por los materiales basados en
resina cuando se compararon con lonémeros Vitreos Convencionales. (Lan et al.,
2003; Lonnroth y Dahl, 2001).

Si bien los efectos citotdxicos “in vitro” no son extrapolables a la clinica (Costa
et al., 1999, 2000), Craig (1997) informa que los test iniciales son recomendados por
ANSI/ADA para evaluar correctamente muerte celular, inhibicion del desarrollo
celular y otros efectos causados sobre los cultivos celulares por materiales
experimentales. En este sentido, Becher et al. (2006) recomienda que establecer el
patron de muerte celular seria importante para evaluar la biocompatibilidad de los
materiales dentales. De los trabajos expuestos con anterioridad, en los resultados
obtenidos por los diferentes autores al investigar con distintos protocolos la accion

citotoxica de los cementos de iondmeros de vidrio convencionales y modificados con
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resina, no se evidencia con claridad cual es el mecanismo de muerte celular
inducida por estos materiales, es por ello que surge la necesidad de seguir con las

investigaciones en este campo.

En este trabajo y con el objeto de evaluar la citotoxicidad de los ionébmeros de
vidrio hemos utilizado como modelo experimental los fibroblastos gingivales
humanos extraidos mediante biopsia. Las lineas celulares que se han utilizado en
estudios experimentales de citotoxicidad de sistemas adhesivos dentales han sido
de distinta naturaleza y origen, destacando entre ellas a los fibroblastos de raton 3T3
(Ratanasathien et al., 1995), las células odontoblastoides MDPC-23 (Costa et al.,
1999), L929 (Kaga et al., 2001), células pulmonares A549 y L2 (Kehe et al., 2001),
células de pulpa humana (Spagnuolo et al., 2004a, 2004b) y la linea celular
monoblastica humana U937 (Cimpan et al., 2000; Rodriguez et al., 2008). En este
trabajo se seleccionaron a los fibroblastos gingivales humanos porque constituyen
un modelo experimental idoneo para evaluar citotoxicidad de distintos sistemas
adhesivos dentales ya que permite, tal como lo ha demostrado Issa (2004) y Lépez
Gonzalez (2006), realizar determinaciones morfolégicas y bioquimicas con un
importante grado de fiabilidad. Por otra parte, otras dos razones justifican el uso de
los fibroblastos gingivales humanos. Por un lado la singularidad de dichas células,
caracterizadas por su alta sensibilidad en la respuesta a farmacos y otras sustancias
(Ferraris y Campos, 2009; Geurtsen et al., 1998; Lekic et al., 1997; Ratanasathien et
al., 1995) y, por otro lado, por la posibilidad de comparar los ensayos bioquimicos de
citotoxicidad efectuados en dicho modelo (Issa et al.,, 2004) con los datos
microanaliticos que resultan de aplicar la metodologia microscépica microanaliticia
cuantitativa desarrollada en el grupo de investigacidn en ingenieria tisular del
departamento de Histologia de Granada (Arrebola et al., 2005; 2006; Fernandez
Segura et al., 1997b;1999a; 1999b).

Con la finalidad de evaluar la citotoxicidad de los cementos de ionémeros de
vidrio en fibroblastos gingivales humanos, en el presente trabajo se ha desarrollado

un protocolo que consiste en determinar 4 tipos de indicadores:

El primer indicador utilizado para evaluar la citotoxicidad de los ionOmeros de
vidrio en los fibroblastos gingivales humanos ha sido la liberacion de LDH en el
medio de cultivo. La lactato deshidrogenasa es una enzima citoplasmatica estable

gue se almacena en células viables. Un aumento en los niveles de LDH en el medio
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de cultivo indica que la estabilidad de las membranas se ha visto dafiada
posiblemente por alteraciones oxidativas (Thomas et al., 1993; Yildiz et al., 1999). Es
importante sefialar que, como ha demostrado Marc (1991), para un determinado tipo
celular en unas determinadas condiciones de cultivo, los niveles de LDH son
constantes. En el presente trabajo se observa que la liberacion de LDH, cuando se
evalué IVR, fue significativamente mayor con respecto al control y a IVC. Cuando se
valoro IVC, se observo que también se produce liberaciéon de LDH que fue mayor y
estadisticamente significativa con respecto al control. Estos resultados estarian
indicando que IVR a las 72 horas seria el producto mas toxico para los fibroblastos
gingivales humanos. Este comportamiento de mayor toxicidad se fundamentaria en
la presencia del monémero HEMA en la composicion de IVR. En este sentido, Lépez
Gobnzalez (2006) valor6 la liberaciéon de LDH al medio de cultivo cuando fibroblastos
gingivales humanos eran sometidos a la accion de HEMA y demostré que existe una
liberacion progresiva de esta enzima que estaria vinculada significativamente al
incremento en las concentraciones de HEMA. En relacion a la liberacion de LDH
vinculada a la accion de IVC, los resultados del presente trabajo acordarian con
Soheili et al. (2003) quien indica que pequefias cantidades de particulas de alumnio
y otros iones metéalicos presentes en estos materiales serian los responsables de la
citotoxicidad. Los resultados reflejan que los ensayos de LDH son, en general, un

buen indicador de toxicidad celular.

El segundo indicador utilizado para evaluar la citotoxicidad de los cementos de
iondbmero de vidrio en fibroblastos gingivales humanos ha sido la liberacién de ADN
al medio de cultivo. Resulta evidente que la liberacion de ADN es un indicador que
exige la destruccién de la envoltura nuclear y por tanto la alteracién no sélo del
citoplasma sino del ndcleo celular. Las determinaciones obtenidas en el presente
trabajo ponen de relieve que existe una mayor liberaciéon de ADN en las células
expuestas a IVR, que es estadisticamente significativa, con respecto al control y a
IVC. En el caso de IVC se observo que los niveles de ADN en el medio de cultivo no
muestran variaciones significativas con respecto al control. Siguiendo con el
razonamiento que se exponia en las pruebas de LDH, la liberacion de ADN estaria
vinculada significativamente a la presencia de HEMA en los materiales utilizados en
los ensayos. Asimismo, Lopez Gonzalez (2006) destaca que existe una liberacion

progresiva de ADN vinculada al incremento de las concentraciones de HEMA.
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El tercer indicador utilizado para evaluar la citoxicidad de ionémeros de vidrio
en los fibroblastos gingivales humanos ha sido el analisis morfolégico mediante la
utilizacidon de la microscopia Optica y laser confocal. En nuestro estudio observamos
que la poblacién control se caracterizd por mostrar células que presentan un nucleo
gue aparece como una estructura discoide o alargada y que a veces contiene un
nucléolo evidente. El citoplasma por su parte permite describir células con formas
fusiformes y en ocasiones ligeramente estrelladas. Cuando las células fueron
sometidas a la accion de IVC se observdé dos poblaciones celulares, una que
mantiene las caracteristicas de las células control, es decir, formes fusiformes, y un
segundo grupo celular, que se caracterizd por mostrar una morfologia totalmente
esférica y la presencia de vacuolas citoplasmaticas. Por otra parte, cuando se evalué
la accién de IVR se evidencié una unica poblacion celular que se caracterizé por
células con formas esféricas y a su vez una importante cantidad de vacuolas

citoplasmaticas.

Nuestras observaciones coinciden con Costa et al. (2003) quienes observaron
con microscopia electrénica de barrido alteraciones que se caracterizaban por la
presencia de células odontoblastoides con formas redondeadas y con ruptura de las
membranas plasmaticas, cuando eran sometidas a la accion de IVR (Vitremer,
Vitrebond y Fuji Il LC). Sin embargo, cuando analizaron IVC (Fuji IX y Ketac Molar)
observaron un grupo de células de formas similares a las controles aunque con un
menor numero de células adheridas al soporte. Rodriguez (2005) mostré con
microscopia electronica de transmision en células tratadas con el sistema adhesivo
Single Bond (3M) que en el transcurso de 2 horas las células U937 mostraban un
incremento rapido y notable de volumen, configurando una imagen esferoidal que
finalmente desaparecia tras la desintegracion de la membrana plasmatica. Las
mitocondrias comenzaban a mostrar desde las primeras fases, signos de
tumefaccion y progresivas dilataciones y ruptura de sus crestas. Asimismo se
observaban dilataciones a nivel del reticulo endoplasmico. La presencia de “blebs”
era ocasional y poseian muy escaso volumen. Todo lo descrito, segun el autor,
permitia indicar la existencia de un mecanismo de muerte celular por necrosis
oncatica. El autor también valor6 las alteraciones ultraestructurales de las células
tratadas con HEMA mostrando un significativo desarrollo de los “blebs”, sin que se

modifique el tamafio celular en relacién con los controles. No existian alteraciones
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significativas de las organelas celulares hasta la tltima fase del proceso de muerte
celular. La fase final era semejante a la de Single Bond (3M). Todas las alteraciones
evidenciadas permitieron mostrar la existencia de un mecanismo de muerte celular
hibrido que el autor lo defini6 como un proceso de muerte celular de necrosis por
oncoapoptosis. Las observaciones de Rodriguez (2005) se relacionarian con nuestra
tesis al confirmar que la presencia de HEMA en los IVR seria el responsable de las
mayores alteraciones morfolégicas provocadas sobre los fibroblastos gingivales

humanos utilizados en nuestros ensayos.

El cuarto indicador utilizado para evaluar la toxicidad de los cementos de
ionbmero de vidrio en fibroblastos gingivales humanos ha sido la microscopia
electronica analitica por energia dispersiva de rayos X. Esta técnica permite el
analisis cualitativo y cuantitativo del perfil ibnico de una muestra biolégica de forma
simultanea a su observacion. A este respecto, existe un amplio nimero de técnicas
analiticas para estimar el contenido de los elementos inorganicos en los
especimenes biolégicos como la espectrografia por absorcidon atémica y la
fotometria de llama. Estas técnicas, ademas de requerir un namero elevado de
células, tan solo consideran uno o dos cationes simultdneamente. Asimismo, el
empleo de métodos electrofisiolégicos o fluorimétricos mediante el uso de
indicadores fluorescentes especificos para iones (Fura — 2, Fluo — 3, SBFI) a fin de
evaluar las actividades de los diferentes iones, no proporciona informacién sobre la
localizacion subcelular debido a su baja resolucion microscopica. El microandlisis
por energia dispersiva de rayos X permite sin embargo el analisis simultaneo de
todos los cationes y aniones (Z < 11) presentes en el espécimen irradiado por el haz
de electrones y requiere tan solo un numero de células pequefo. En los ultimos afios
el grupo de investigacibn de ingenieria tisular de Granada, desarrolld un
procedimiento técnico para analizar células completas en cultivo, de crecimiento en
monocapa y en suspensién, para microanalisis por energia dispersiva de rayos X
mediante microscopia electrénica de barrido, con el objetivo de examinar el papel de
los diferentes elementos (Na, Mg, P, S, Cl y K) en distintas condiciones
experimentales (Fernandez-Segura et al., 1997a; 1997b; 1999a; Salido et al., 2001).
Este procedimiento consta basicamente de tres fases: 1) adaptacion de las células
sobre un soporte soélido, 2) eliminacion del medio extracelular que puede interferir

con el espectro de rayos X procedente de la célula y 3) criopreparacion de los
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especimenes. La principal ventaja de adaptar y/o cultivar las células directamente
sobre un soporte sélido radica en la posibilidad de analizar las células tras diferentes
condiciones experimentales, sin la intervencidon de procedimientos intermedios
(tratamientos enzimaticos), que pueden ocasionar dafios en la membrana celular
causando alteraciones en su permeabilidad y originando cambios en la composicion
elemental de las mismas (Warley et al., 1994a). Los soportes utilizados, hasta el
momento presente, han sido muy diversos — cubreobjetos de vidrio y plastico, discos
de grafito y rejillas (Au, Ti) de microscopia electronica recubiertas con peliculas
plasticas (fomvar, pioloform)-, para favorecer la adhesion celular (von Euler et al.,
1993; Warley et al., 1994b). Por otro lado, la eliminacion del medio extracelular es
fundamental para evitar que interfiera en el microanalisis de las células. Esta
eliminacién debe realizarse previamente al proceso de criopreparacion mediante el
lavado de las células con soluciones lavadoras, las cuales deben eliminar de una
forma efectiva el medio de cultivo, no deben interferir con el andlisis y no deben
alterar la permeabilidad de la membrana plasmatica o causar alteracion y
redistribucién de la composicion ionica intracelular (Warley et al., 1997; Zierold et al.,
1988). Diferentes grupos de investigacion han demostrado, que el agua destilada a
4°C constituye, desde el punto de vista morfolégico y microanalitico, la solucion
lavadora mas efectiva (Fernandez-Segura et al., 1997a; Roomans, 1991; Warley et
al., 1994b) solucién ésta que fue utilizada en esta Tesis Doctoral. La aplicacién del
microanalisis por energia dispersiva de rayos X requiere que el material biolégico
sea tratado de manera que se reduzca o se evite la pérdida y/o redistribucion de los
diferentes elementos id6nicos. A este respecto, los métodos convencionales de
preparacion de muestras bioldgicas para microscopia electrénica y que tiene por
base la utilizacion de fijadores quimicos, la deshidratacién, la inclusion en material
plastico, la polimerizacién a temperaturas altas y el ultracorte, no constituyen un
procedimiento adecuado para preservar la integridad del contenido de los elementos
a analizar. Por el contrario, las técnicas de criopreparacion constituyen, en la
actualidad, los métodos ideales para el estudio de la composicion elemental, y muy
especialmente de los elementos difusibles, de células y tejidos, mediante técnicas
microanaliticas (Fernandez Segura y Warley, 2008; Sanchez Quevedo et al., 2007,
Alaminos et al., 2007; Fernandez Segura, 1999a; Warley, 1997; Warley y Skepper,
2000; Zierold et al., 1988). En nuestra opinién, las células aisladas y en cultivo,

constituyen los especimenes biologicos mas adecuados para llevar a cabo los
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procedimientos de criopreparacion. Esta caracteristica radica en el pequefio tamafio
de las muestras, que permite un procesamiento con escaso numero de artefactos
analiticos debido sobre todo a la escasa aparicion y grado de extension de los

cristales de hielo.

En esta tesis doctoral se utilizd el método de la razon pico/fondo (P/B) (Staham
et al., 1978; Boekestein et al., 1984) para cuantificar microanaliticamente las
muestras biolégicas. El fundamento de la razén P/B es que la concentracién de un
elemento en el area de analisis en la muestra es proporcional al nimero de cuentas
netas de la sefial caracteristica de ese elemento dividido por el fondo existente
debajo del pico. El interés del método P/B es que resulta independiente de las
variaciones en la intensidad de corriente, asi como de la absorcion debida a las
irregularidades de la superficie de la muestra siendo, por tanto, el método de
eleccion para el analisis cuantitativo de la composicién elemental de especimenes
biol6gicos gruesos examinados en un microscopio electronico de barrido. Los datos
cuantitativos cuando se analizan muestras criodesecadas son obtenidos en mmol/kg
de masa seca, por el contrario cuando el material es analizado en estado congelado

e hidratado los datos obtenidos se expresan en mmol/kg de masa humeda.

Para evaluar alteraciones en el transporte i6nico tanto en condiciones
fisiolégicas como patoldgicas, el microanalisis por energia dispersiva de rayos X ha
ha pasado a ser una de las técnicas mas utilizada hasta el momento (Hongpaisan y
Roomans 1999; Roomans, 1999; 2002a; 2002b; Roomans y Von Euler 1996; Zhang
y Roomans, 1998). Esta metodologia ha comenzado también a utilizarse para
evaluar mas correctamente los procesos de muerte celular denominados por
necrosis y por apoptosis a través de las alteraciones idnicas que acontecen en estos
fendbmenos. Fernandez Segura et al. (1999b) estudiaron el comportamiento idnico en
la células apoptoticas y su alteracidon tras ser inducidas por la irradiacion con luz
ultravioleta. Estas células se caracterizan por mostrar un incremento en el contenido
de Na y un descenso en el contenido de Cl y K. Asimismo Skepper et al., (1999)
describe resultados microanaliticos similares en un modelo de apoptosis en

macrofagos.

En este estudio cuando aplicamos la microscopia electronica analitica se

comprobd que a las 72 horas de expuestos los fibroblastos gingivales humanos a los
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distintos iondmeros de vidrio utilizados se producen distintas alteraciones del perfil
iénico.

Cuando se valoro IVR, los resultados microanalitcos indicaron que se produce
un aumento intracelular del Na y Cl y una disminucion simultanea del K siendo estas
variaciones ionicas estadisticamente significativas con respecto al control y a IVC.
Se sabe que los canales catidnicos y anionicos, esto es los canales que conducen a
incrementar el Na y el Cl y disminuir el K intracelular, estarian relacionado con
procesos de muerte celular del tipo de la necrosis (Maeno et al., 2000; Szab et al.,
1998; Rodriguez, 2005). Por otra parte Reeves y Shah (1994) muestran que durante
la fase tardia de la lesion necroética es cuando ocurre la entrada de cloro y una vez
qgue ha ocurrido una depleccién significativa en el contenido de ATP intracelular y

tras una profunda alteracion de la homeostasis intracelular de los cationes.

En relacion al Mg en este estudio se observo que con IVR existe un descenso
estadisticamente significativo con respecto al control y a IVC. Estudios previos han
demostrado que una disminucion del Mg intracelular estaria relacionado con un
descenso en los niveles de ATP; situacion ésta, que se vincularia con procesos de

muerte celular por necrosis (Rodriguez, 2005).

Roomans (2001) indica que la concentracion de P permanece constante en
células que no muestran dafio estructural. En el presente estudio existe una
disminucién del P con respecto al control aunque la misma no llega a ser
estadisticamente significativa. En principio estos resultados no tendrian una fécil
explicacion en virtud de las alteraciones idnicas expuestas anteriormente que indican
la presencia de células con alteraciones tipicas de un proceso de muerte por
necrosis. Creemos que la disminucién del P en los resultados estaria indicando el
camino hacia las primeras alteraciones estructurales de las células expuestas a
IVR.

Por otra parte cuando se evalud S pudo observarse que existe una disminucion
de este elemento que es estadisticamente significativo con respecto al control y a
IVC. Sanchez Quevedo et al.,, (1989) y Roomans (2002a) han descrito que los
valores de azufre se relacionan con las proteinas y proteoglicanos y que una
disminucién en la concentracion del mismo, estaria evidenciando la progresiva lisis

de las organelas celulares.
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A continuacion pasaremos a discutir los resultados obtenidos cuando

expusimos a los fibroblastos gingivales humanos a IVC.

En esta tesis se observo que existen aumentos en el contenido intracelular de
Na, Cl, Mg y S aunque en ningun caso estas variaciones fueron estadisticamente
significativas con respecto al control. Sin embargo el K y P mostraron una
disminucién significativa lo que podria estar indicando el comienzo de algunas
alteraciones que estarian relacionadas a las evidencias mostradas en el analisis
morfolégico donde observamos con microscopia optica y laser confocal que una de

las poblaciones celulares mostraba formas esféricas.

De los resultados obtenidos en esta tesis doctoral se pudo observar que a partir
de la valoracién de los 4 indicadores de toxicidad celular, el IVR generaria mayores
alteraciones sobre los fibroblastos gingivales humanos a las 72 horas que el IVC y
que dichas alteraciones permitirian determinar que IVR induciria sobre estas células
un proceso de muerte celular del tipo de la necrosis. Es de destacar también que se
pudo establecer un modelo valido y predictivo para el estudio de citotoxicidad de
distintos cementos de ionomero de vidrio. Estos resultados llevan a la reflexion sobre
algunas limitaciones bioldgicas de estos materiales y deberian hacernos replantear
sobre el tipo de ionébmero vitreo mas conveniente para la proteccion del complejo

dentino pulpar en situaciones en las que este indicado su uso.
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CONCLUSIONES

1. El método de evaluacién “in vitro” propuesto, basado en fibroblastos
gingivales humanos, constituye un sistema experimental idoneo para evaluar la
citotoxicidad por cementos de iondbmero vitreo mediante la utilizacion de indicadores

morfologicos, bioquimicos y microanaliticos.

2. La evaluacién comparativa de ambos tipos de cementos de ionémero vitreo
en relacion con la evaluacion de la citotoxicidad en fibroblastos gingivales humanos
mediante la cuantificacion enziméatica de LDH libre, pone de relieve que la liberacion
de LDH al medio fue significativamente mayor cuando se utiliza el lonémero Vitreo
modificado con Resinas que cuando se utiliza el lonébmero Vitreo Convencional o se
realiza el estudio control, lo que implica, que las células sufren una alteracion
significativa en la permeabilidad de la membrana plasmética cuando son tratadas

con el primer tipo de ionémero.

3. La evaluacion comparativa de ambos tipos de cementos de ionébmero vitreo
en relacion con la evaluacion de la citotoxicidad en fibroblastos gingivales humanos
mediante la cuantificacion de ADN libre, pone de relieve que la liberacién de ADN al
medio fue significativamente mayor cuando se utiliza el lonédmero Vitreo modificado
con Resinas que cuando se utiliza el lonémero Vitreo Convencional o se realiza el
estudio control, lo que implica, que las células sufren una alteracion significativa de

la membrana nuclear cuando son tratadas con el primer tipo de ionGmero.

4. La evaluacion comparativa de ambos tipos de cementos de iondmero vitreo
en relacion con la evaluacién de la citotoxicidad en fibroblastos gingivales humanos
mediante la microscopia 6ptica y laser confocal, pone de relieve la existencia de
tipos celulares esféricas, vacuolas citoplasmaticas y blebs de membrana, en las
células tratadas con el lonémero Vitreo modificado con Resinas en relacion con la
muestra control y el londmero Vitreo Convencional, o que indica, la existencia de
mayores alteraciones morfologicas y estructurales cuando las células son tratadas

con el primer tipo de iondmero.

5. La evaluacion comparativa de ambos tipos de cementos de ionémero vitreo
en relacion con la evaluacién de la citotoxicidad en fibroblastos gingivales humanos

mediante el estudio de microscopia electronica analitica por energia dispersiva de
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rayos X pone de relieve, cuando se utiliza el lonémero Vitreo modificado con
Resinas, un patron microanalitico de Na, Cl, K, Mg, P, y S, compatible con un
mecanismo necrotico de muerte celular que difiere del patrén microanalitico
existente cuando se utiliza el lonomero Vitreo Convencional. Dicho patrén, con
independencia de la disminucién de los niveles de K y P no evidencia ningun

mecanismo especifico, ni necrotico ni apoptético, de muerte celular.

6. La evaluacion comparativa de ambos tipos de cementos de iondbmero vitreo
en relacién con los patrones de citotoxicidad establecidos en el modelo experimental
desarrollado en la presente tesis doctoral permite determinar que el lonbmero Vitreo
modificado con Resinas se comporta con mayores indices de citotoxicidad que el
lonémero Vitreo Convencional, lo que podria relacionarse con el contenido de HEMA
presente en su composicion al ser compatibles los indices citotéxicos del lonémero

Vitreo modificado con Resinas con los postulados para la citotoxicidad del HEMA.
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RESUMEN

Son escasos los estudios que han evaluado la citotoxicidad de los cementos de
iondbmero vitreo. Es por eso que el objetivo a alcanzar en esta tesis doctoral fue
analizar la citotoxicidad de dos tipos de cementos de ionGmero vitreo—convencional
(IVC) y modificado con resina (IVR)- utilizando criterios morfologicos, bioquimicos y
microanaliticos. Se analizaron los efectos del ionémero vitreo convencional (IVC),
Ketac —Molar Easymix (3M- ESPE, St Paul, MN, USA) y del ionédmero vitreo
modificado con resina (IVR), Vitrebond (3M- ESPE, St Paul, MN, USA), sobre un

modelo in vitro de fibroblastos gingivales humanos a las 72 horas.

Los resultados obtenidos indican que al evaluar la permeabilidad de la
membrana plasmatica mediante la cuantificacion de LDH libre, se pone en evidencia
que la liberacién de esta enzima al medio fue significativamente mayor en el IVR con
respecto al control y al IVC. Al evaluar las alteraciones de la membrana nuclear
mediante la cuantificacion de ADN libre, se observo que la liberacion de ADN al
medio fue mayor en el IVR con respecto al control y al IVC. El andlisis morfologico
mediante la microscopia Optica y laser confocal mostr6 mayores alteraciones
estructurales de las células en contacto con IVR que con IVC. El microanalisis
cuantitativo pone de manifiesto que con IVR, hay alteraciones i6nicas de Na, ClI, K,
Mg, P y S que se correlacionan con un patrén microscépico de necrosis. Para IVC
los datos microanaliticos en los niveles del K y P se correlacionan con un patrén
microscopico que muestran algunas alteraciones estructurales en un grupo celular.
La mayor toxicidad mostrada por IVR con respecto a IVC, en el modelo experimental
desarrollado, se fundamentaria en la presencia del monémero HEMA en la
composicion de dicho biomaterial. Estos resultados nos advierten sobre algunas

limitaciones bioldgicas en la utilizacion clinica de los cementos de ionémero vitreo.
Palabras claves:

lonémeros vitreos, necrosis, microanalisis, fibroblastos gingivales humanos.
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SUMMARY

There are few studies that have evaluated the citotoxicity of the glass cement
ionomer. That is why the aim of this current project was to analize the citotoxicity of
two types of cements of conventional glass ionomer (IVC) and resin modified (IVR)
using morphological biochemical and microanalytical criteria. The effects of the
conventional glass ionomer (IVC), Ketac-Molar Easymix (3M- ESPE, St. Paul, MN.
USA) and the resin modified glass ionomer (IVR), Vitrebond (3M- ESPE, St. Paul,
MN, USA), over a glass model of human gingival fibroblasts in 72 hours were
analized.

The results demonstrate that when evaluating the permeability of the plasmatic
membrane through the quantification of the free LDH, it was shown that the release
of this enzyme to the environment was significantly higher in the IVR in respect to
control and to IVC. When evaluating the modifications of the nuclear membrane
through the quantification of the free ADN, it was shown that the release of the ADN
to the environment was higher in the IVR in respect to control and to IVC. The
morphological analysis through the microscopy optic and confocal laser showed
higher structural changes of the cells in contact with IVR than with IVC. The
guantitative microanalysis demonstrate that with IVR , there are ionic modifications of
Na, Cl, K, Mg, P and S which are related to a necrosis microscopic pattern. To IVC
the microanalytical information in the levels of K and P are related to a microscopic
pattern that show some structural changes in a cell group.The higher toxicity shown
by IVR in respect to IVC, in the current experimental model, would be based by the
presence of the HEMA monomer in the composition of this biomaterial. These results
warn us about some biological limitations in the clinical use of the glass ionomer

cements.

Key words:

Glass ionomers, necrosis, microanalysis, human gingival fibroblasts.
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