014 ORIGINAL
Actual. Med. (2010) Vol. 95/2010/n°781 - Septiembre / Diciembre 2010 - Pag.014 - 018

Control del calidad de sistemas adhesivos dentales en
un modelo experimental “in vitro” de fibroblastos
gingivales humanos
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Resumen

En este trabajo se evalud la viabilidad de fibroblastos gingivales humanos en contacto con distintos sistemas
adhesivos dentales mediante la utilizacion del método de cuantificacion de LDH libre y de un andlisis morfolégico.
Se utilizaron fibroblastos gingivales humanos cultivados en placas de 24 pocillos a una concentracion de 20000
células/500 il de medio de cultivo DMEM con 10% FBS y antibioticos. Los materiales evaluados fueron: Adper SE
Plus (ADSE), Adper Single Bond (SB) y One Coat (OC). A las 24 horas se realiz6 la cuantificacion de la liberacion de
la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en un lector de placas ELX-800. Para el andlisis morfolégico las células
adheridas en los pocillos fueron observadas con un microscopio 6ptico de luz invertida Nikon Japan Optifthot-2. Las
células controles no recibieron tratamiento. Al evaluar LDH los valores fueron: ADSE 42,1%, SB 46,5%, OC 39,6%.
A nivel morfologico las células en contacto con los distintos materiales usados en la experiencia mostraron
alteraciones caracterizadas por células que toman formas esféricas y que presentan ruptura de sus membranas
plasmaticas. En conclusion, los distintos sistemas adhesivos dentales utilizados generarian alteraciones
irreversibles en la viabilidad celular de los fibroblastos gingivales humanos por la ruptura de sus membranas
plasmaticas.
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Abstract

The objetive of this study was to evaluate human gingival fibroblast viability in contact with different dental
adhesive systems by means of both free LDH quantification method and morphological analyses. Human
gingival fibroblast grow to in 24 wells plates to 20.000cells/500ul concentration DMEM culture medium whith
10% and antibiotics were used. Materials assessed were: Adper SE Plus (ADSE), Adper Single Bond (SB),
One Coat (OC). After 24 hours deshidrogenasa lactate enzyme releasing quantification was performed. The
analysis was carried out through ELX- 800 (Biotek) plates reader. For morphologic analysis cells adhered in
the wells were observed by light microscopy Nikon Japan Optifhot-2. Control cells were not treated. When
evaluating LDH, results were: ADSE 42,1%, SB 46,5%, OC 39,6%. At morphogical level cells in contact to
different experimental materials showed some alterations characterized by cells which become spherical and
present plasmatic membrane disruption. These results allow us to conclude that different dental adhesive
systems used do creat or posibility cellular viability irreversible alterations in human gingival fibroblast due to
plasmatic membrane disruption.

Keywords: Citotoxicity, Dental Adhesive System, Human Gingival Fibroblast

1. Introduccién la adhesiéon de los materiales de obturaciéon a

las preparaciones cavitarias y especificamente
Los sistemas adhesivos dentales son a las estructuras dentarias como el esmalte, la
materiales que se utilizan en la clinica dentina y el cemento, adhesion que antes
odontologica ya que los mismo han mejorado s6lo se obtenia utilizando diferentes
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retenciones mecanicas(l). Pero el uso de los
sistemas adhesivos dentales debe buscar no
solo el resultado clinico de las restauraciones,
sino también la preservacion del complejo
dentino pulpar.

En este sentido Costa y Hebling (2)
destacan que todavia son escasas las
investigaciones desarrolladas en el area de
la biologia pulpar, y la literatura
odontoldgica, actualmente, no ofrece datos
significativos en cuanto a la compatibilidad
biol6gica de los distintos materiales que se
utilizan en la préactica clinica. Se ha
demostrado que componentes de los
sistemas adhesivos dentales como los
monomeros resinosos HEMA (2-
hidroxietilmetacrilato), BISGMA (bis-
glicidil-metacrilato), TEGDMA
(trietilenglicoldimetacrilato),y UDMA
(uretan-dimetacrilato), son citotéxicos, al
analizarlos por separado o bien en forma
combinada, en dosis y tiempos diferentes
sobre distintas lineas celulares (3, 4, 5, 6).

Existe por tanto hoy, la necesidad de continuar
en el estudio de estos materiales con la
finalidad de profundizar en el conocimiento de
sus mecanismos de accion y asi poder aportar
al desarrollo de nuevos biomateriales que
guarden mayor equilibrio entre sus
propiedades fisicas y bioldgicas.

En la actualidad distintos métodos estan siendo
utilizados para el control de calidad de los
biomateriales utilizados en odontologia, entre
ellos destacan los modelos experimentales “in
vitro” a través de los cuales se valora la
viabilidad celular teniendo en cuenta criterios
morfolégicos, bioquimicos y metabdlicos (5, 6).

En este trabajo nuestro objetivo ha sido
analizar la toxicidad de distintos sistemas
adhesivos dentales en un modelo experimental
“in vitro” de fibroblastos gingivales humanos
utilizando criterios morfoldgicos y bioquimicos.

2. Materiales y métodos

Cultivo celulary tratamiento.

Fibroblastos gingivales humanos fueron
cultivados en un medio de cultivo DMEM rico
en glucosa (Sigma-Aldrich Ref. D5796)
suplementado con antibidticos-antimicéticos

(100 U/ml de penicilina G, 100 mg/ml de
estreptomicina y 0.25 mg/ml de anfotericina
B; Sigma-Aldrich Ref. A5955) y suero bovino
fetal (SBF) (Sigma-Aldrich Ref. F9665) al
10%. Las células luego fueron cultivadas en
placas de 24 pocillos a una concentraciéon de
20000 células/500 il de medio de cultivo
DMEM, con 10% SBF y antibidticos y se
incubaron a 37° Celsius con un 5% de di6éxido
de carbono durante 24 horas. Cumplido este
tiempo y obtenida la adhesion de las células a
la base de cada uno de los pocillos, fueron
lavados con PBS y recibieron 500 ul de medio
de cultivo DMEM (suplementado con
glutamina) sin rojo fenol y en ausencia de
antibidticos.

Los sistemas adhesivos Adper SE  Plus
(ADSE) (3M-ESPE, St Paul, MN, USA), Adper
Single Bond (SB) (BM-ESPE, St Paul, MN, USA
), One Coat (OC) (Coltene/Whaledent, Suiza)
se manipularon segun las indicaciones del
fabricante y se colocaron dosis de 10 ul sobre
insertos de membrana Transwell (Costar,
Corning Inc., Corning, NY, USA) y se
fotopolimerizaron con lampara Coltolux LED
(Coltéene/Whaledent, Suiza) durante 20
segundos después de cada aplicacion.

Para la realizacion de los ensayos
experimentales se procedi6 a la colocacion de
los insertos, con lo sistemas adhesivos ya
fotopolimerizados, en cada pocillo. Para que
los mismos tomaran contacto con los
fibroblastos en la base de los pocillos se
afiadi6 15001l de medio. Las células
sometidas a la acciébn de los distintos
sistemas adhesivos fueron analizadas a las
24 horas. Como control positivo (100%
citotéxico) se utilizé Control Tritén X al 2 %
(Sigma-Aldrich) (CT) y como control negativo
(no citotdxico) se utilizd6 medio de cultivo
DMEM (CM).

Estudio de la citotoxicidad mediante la
Cuantificacion de LDH libre.

Para determinar el porcentaje de
citotoxicidad mediante la liberacion de la
enzima citosoélica Lactato Deshidrogenasa
(LDH), utilizamos un Kit de la casa Roche Cat.
No. 1 644 793. Para ello tomamos 100 pul de
sobrenadante de cada grupo experimental y
le afiadimos 100 pul de la solucién Kit en una
placa de 96 pocillos. La medicién de la enzima
LDH liberada al medio, se realizd en un
aparato lector de placas ELX — 800 (Biotek,
Winooski, VT, USA)(6). Como controles
realizamos mediciones de liberacion de LDH,
de fibroblastos cultivados con medio de
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cultivo DMEM (CM) y de fibroblastos con
solucién de Tritén X-100 (2% en medio de
cultivo DMEM) (CT).

Analisis Morfolégico.

Con el objetivo de analizar las posibles
alteraciones morfolégicas de los fibroblastos
gingivales humanos tras la exposicion a los
diferentes sistemas adhesivos dentales las
células adheridas a la superficie de los
pocillos fueron observadas con un
microscopio optico de luz invertida Nikon
Japan Optifhot-2.

3. Resultados

Cuantificacion de LDH libre.

Los resultados obtenidos muestran a las 24
horas de exponer los fibroblastos gingivales
humanos a los distintos sistemas adhesivos
dentales, un aumento de la liberacién de LDH
de ADSE: 42,1%, SB: 46,5%, OC: 39,6% con
respecto a su control negativo (CM) (Figura 1).

% LBH

=a oc

Figura 1. Se expresa el porcentaje de liberaciéon de LDH
de fibroblastos gingivales humanos a las 24 horas de
expuestos a los sistemas adhesivos dentales, Adper SE
Plus (ADSE), Adper Single Bond (SB), One Coat (OC),
con respecto a su control negativo (CM) y positivo (CT).

Analisis morfologico.

Nuestros resultados permiten describir que
los fibroblastos gingivales humanos
pertenecientes al control negativo (CM) poseen
una morfologia ortotipica que se caracteriza
como finas prolongaciones alargadas y en
ocasiones ligeramente estrelladas (Figura 2a).
Sin embargo cuando estas células toman
contacto con los distintos sistemas adhesivos
dentales, se observa un menor numero de
células con respecto a su control negativo (CM)
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y alteraciones morfolégicas que muestran a
células con formas esféricas y con ruptura de
sus membranas celulares en todos los casos
evaluados (Figuras 2b, 2c, 2d) similar a lo que
ocurre con el control positivo (Figura 2e).

Figura 2. Se observa con microscopia 6ptica (10X) las
caracteristicas morfolégicas de los fibroblastos gingivales
humanos expuestos a los sistemas adhesivos dentales
Adper SE Plus (2.b), Adper Single Bond (2.c), One Coat
(2.d), durante 24 horas, y de los controles negativos (2.a)
y positivos (2.e).
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4. Discusion

Los resultados de nuestro trabajo han permitido
corroborar, en un modelo experimental “in vitro”
de fibroblastos gingivales humanos, que los
sistemas adhesivos dentales provocan
alteraciones morfolégicos y bioquimicas sobre
las mismas. Si bien los efectos citotéxicos “in
vitro” no son extrapolables a la clinica (7, 8),
Craig (9) informa que estos test iniciales son
recomendados por ANSI/ADA para evaluar los
efectos causados sobre los cultivos celulares por
biomateriales experimentales.

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
ellos los fibroblastos de raton 3T3 (3) las células
odontoblastoides MDPC-23 (7), los monocitos-
macrofagos humano THP-1 (4), las células de
pulpa humana (10) y los fibroblastos humanos
(11). En nuestro trabajo seleccionamos 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 (12) y Rodriguez et al. (6),
realizar determinaciones morfolégicas y
bioquimicas con un importante grado de
fiabilidad. Uno de los indicadores para evaluar
citotoxicidad de sistemas adhesivos dentales en
nuestro trabajo de investigacion ha sido la
liberacion de LDH en el medio de cultivo. La
Lactato Deshidrogenasa es una enzima
citoplasmatica estable que se almacena en
células viables. Un aumento en los niveles de
LDH en el medio de cultivo indica que la
estabilidad de las membranas se ha visto se ha
visto dafiada posiblemente por alteraciones
oxidativas (13). En nuestro trabajo observamos
que la liberacion de LDH a las 24 horas de
expuestos los fibroblastos gingivales humanos a
los distintos sistemas adhesivos dentales,
mostraron una liberacion de LDH entre el 39% y
el 46% con respecto a su control negativo (CM).
En este sentido, Rodriguez et al. (6) valoraron la
liberacion de LDH al medio de cultivo cuando
fibroblastos gingivales humanos eran sometidos
a la accion de HEMA y demostraron que existe
una liberacion progresiva de esta enzima que
estaria vinculada significativamente al
incremento en las concentraciones de HEMA.
Los autores mostraron que al utilizar una
concentracion de 10 ul de HEMA en las primeras
24 horas se observaba una liberacion de LDH
que no superaba el 10%. En nuestro trabajo, si
bien utilizamos la misma dosis, el mayor
porcentaje de liberacion de LDH a las 24 horas
se fundamenta en que los sistemas adhesivos
dentales estan constituidos por una
combinacion de mondémeros resinosos Yy

agentes acidos que hacen que estos materiales
posean un bajo pH. En este sentido Costa et al.
(7) en estudios “in vitro” de citotoxicidad de los
sistemas adhesivos dentales sobre células
odontoblastoides MDPC-23, mostraron como
estos materiales a las 2 horas generan mayores
niveles de citotoxicidad en estado fluido que
cuando estan polimerizados. Los autores
destacan que la responsabilidad de los efectos
citotoxicos tempranos se deben a los agentes
acidos incorporados en estos materiales y que
dicha acidez disminuye cuando estos productos
son polimerizados.

Cuando analizamos las alteraciones
morfolégicas mediante la microscopia Optica
observamos que en las células expuestas a los
distintos sistemas adhesivos dentales se
producian alteraciones que se caracterizaban
por una disminucién en el nimero como asi
también en sus formas ya que las mismas
tomaban formas esféricas. Por otra parte, Costa
et al.(7) describen mediante la microscopia
electrénica de barrido en células
odontoblastoides expuestas durante 2 horas a
distintos  sistemas adhesivos dentales, una
disminucién del nimero de células que quedan
adheridas al soporte y de alteraciones
morfolégicas que se caracterizan por mostrar
células con formas esféricas y con una pérdida
de las prolongaciones citoplasmaticas de las
mismas.

Los resultados de nuestro trabajo corroboran el
efecto citotoxico de los sistemas adhesivos
dentales, que es generado tanto por sus
componentes acidos y no acidos, y contribuyen
a seguir advirtiendo sobre las limitaciones
biolégicas que significa utilizar estos materiales
en zonas como la pulpa expuesta o en cavidades
profundas con alta permeabilidad. Ademas se
expone un modelo “in vitro” de valoracion de
viabilidad celular que profundiza en el
conocimiento de los mecanismos de accion de
estos biomateriales y contribuye al control de
calidad de los mismos.
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