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RESUMEN

Objetivo: Evaluar el efecto citotdxico del cemento autoacondicionante
SmartCem™?2 (Caulk Dentsply, Milford, DE, USA) sobre una linea de
células inmortalizadas MDPC-23 y tejido pulpar mediante el test de elucién
de extractos con barrera y cortes histoldgicos.

Método: In-vitro: 36 discos de dentina se colocaron en cdmaras pulpares
artificiales (CPA). Se formaron tres grupos de acuerdo al tratamiento
realizado: grupo control-1: sin tratamiento, grupo-2: Life® (Kerr Corp.
Orange, CA, USA) vy grupo-3: SmartCem™?2. Los extractos fueron
aplicados a la linea de celular MDPC-23. Después de 24 horas, se
determinaron los efectos citotdxicos con los tests: metabolismo celular
(MTT), actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) y evaluados con Microscopio
Electrénico de Barrido (MEB). Los datos de MTT se analizaron mediante
el estadistico ANOVA | via y Tukey y ALP con ANOVA | via. In-vivo: En
24 premolares de pacientes entre |12 y 25 afios que requerian exodoncias
con fines ortoddnticos, se prepararon cavidades profundas clase V. Se
tomaron impresiones, se elaboraron las incrustaciones y se cementaron
con SmartCem™?2. Se seleccionaron dos grupos experimentales con
base al tiempo de extraccién de los premolares: grupo-|: después de 7
dias y grupo-2: después de 30 dfas. A los grupos control 3 y 4 antes del
procedimiento se les aplico el protector pulpar Life® y se extrajeron los
dientes después de 7 y 30 dias. Los dientes extraidos fueron procesados
para valoracion histoldgica. Resultados: In-vitro: La comparaciéon de MTT
entre grupo-2 y grupo control mostrd diferencia significativa (p=0.001
Tukey); ALP no fue significativa. La comparacion entre grupo-3 y control
para MTT y ALP no fue significativa. La comparacién de MTT entre los
dos grupos experimentales fue significativa en el grupo-2 (p=0.002 Tukey);
ALP no fue significativa. In-vivo: A los 7 dias, cuatro muestras del grupo-1:
exhibieron inflamacién pulpar moderada y leve desorganizacién tisular. En el
grupo-3: dos muestras presentaron leve inflamacién y alteracién de la capa
odontoblastica. A los 30 dfas, cuatro muestras del grupo-2 exhibieron leve
inflamacién. Solo una muestra presentd respuesta inflamatoria moderada y
desorganizacién del tejido.

Conclusiones: A pesar de la baja citotoxicidad transdentinal del cemento
autoacondicionante SmartCem™?2, éste puede causar inflamacion crénica
persistente y desorganizacién del tejido pulpar superficial cuando es
aplicado en cavidades profundas.

PALABRAS CLAVES: Cemento autoacondicionante, Citotoxicidad, Tejido
pulpar, Cultivo celular, Barrera de dentina.
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ABSTRACT

Objectives: To evaluate the biocompatibility of a self-etch luting cement
applied in human teeth and its transdentinal cytotoxicity on odontoblast-
like cells.

Methods: In vitro: Thirty-six dentin discs placed in artificial pulp chambers
had their occlusal surfaces treated as follows: GI- control (no treatment);
G2- Life; and G3- SmartCem™?2. After 24 hours, the extracts (culture
medium + components of cements that diffused across dentin) were
collected and applied for 24h on MDPC-23 cells. Data from cell metabolism
(MTT assay) and alkaline phosphatase activity (ALP) were statistically
analyzed. In vivo: Deep classV cavities were prepared on the buccal surface
of 24 human premolars (n=6). Impressions were taken and inlays were
prepared and cemented with SmartCem™?2 resin-based cement (Caulk
Dentsply). In G| and G2, the teeth were extracted at 7 and 30 days after
the clinical procedures, respectively. In G3 and G4 (controls), the cavity
floor was lined with Life (Kerr Corp.) before cementation and the teeth
extracted at 7- and 30-day periods. Extracted teeth were processed for
histological assessment.

Results: In vitro: MTT assay showed that G| and G3 differed significantly
from G2 (p<0.05). However no statistical difference was observed between
Gl and G3 (p>0.05) in which the cells presented normal metabolism.
Concerning ALP activity no statistical difference occurred among all
groups. In vivo: At 7 days, 4 samples of Gl exhibited moderate pulp
inflammation and slight tissue disorganization. In G3, 2 samples presented
slight inflammation and odontoblast layer disruption. At 30 days, 4 samples
of G2 exhibited slight inflammation. Only | sample showed moderate
inflammatory response and tissue disorganization.

Conclusions: Despite the very low transdentinal cytotoxicity of the resin-
based luting cement SmartCem ™ ?2, this dental material may cause persistent
chronic inflammatory reaction and superficial pulp tissue disorganization
when applied in deep cavities prepared in human teeth.

KEY WORDS: Resin-based cement, Citotoxicity, Pulp tissue, Cell culture,
Dentine barrier.
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Efecto citotoxico de un cemento autoacondicionante sobre una linea de células similares a

odontoblastos mdpc-23 y sobre tejido pulpar.

INTRODUCCION

Actualmente, en el mercado existen diferentes tipos de agentes
cementantes, los cuales tienen como funcién aumentar el drea de
contacto entre el diente y la restauracion para permitir una buena
retencién, un sellado marginal, aumentar la resistencia y servir como
aislante térmico y quimico." Entre ellos se encuentran los cementos
autoacondicionantes, los cuales sustituyen el grabado 4cido, el lava-
do, posterior secado e imprimacién y disminuyen asf el riesgo de un
colapso de la malla coldgena desmineralizada, evitando la reduccién
del espacio interfibrilar y la difusidn de los mondmeros si se seca
excesivamente la dentina.?

La funcién primordial de los cementos autoacondicionantes es unir
la estructura dentaria al material restaurador mediante un proceso
adhesivo, por lo tanto las técnicas operativas y materiales utilizados
para reparar y restaurar la estructura del diente, plantean un desa-
flo adicional para la supervivencia de las células dentro de la pulpa
dental? Es claro que el tejido dentinal en su composicidn histoldgica
contiene tubulos dentinarios a través de los cuales la pulpa y los
tejidos mineralizados se comunican formando un complejo denti-
no pulpar. La dentina morfoldgicamente presenta tdbulos dentina-
les con sus prolongaciones odontobldsticas en su interior, los cuales
ocupan del 20 al 30 % de la dentina intacta, son ligeramente cénicos
con su mayor didmetro hacia la pulpa, adoptan una forma de S suave
desde la unién dentino esmdltica hasta la pulpa y son la ruta por
donde irritantes como bacterias y sustancias quimicas alcanzan al
tejido pulpar produciendo dafio®

Cabe recalcar que la permeabilidad de la dentina estd directamente
relacionada con la dimensidn y cantidad numérica de los tdbulos,
esto hace que aumente o disminuya la velocidad de transporte con
que un agente dafiino pueda realizar su efecto de acuerdo a la teo-
rfa de Branstrom. Estos al encontrarse expuestos permiten que el
liquido intratubular se mueva libremente a través de la dentina pro-
duciendo la suficiente fuerza para afectar los odontoblastos y sus
terminaciones nerviosas, por lo tanto la intensidad de la respuesta
del complejo dentino pulpar también depende del espesor de la
dentina remanente.’

Los intentos de predecir el estado patoldgico del tejido pulpar cuan-
do se utilizan materiales adhesivos y cementantes han sido inespe-
cfficos. El uso de los sistemas adhesivos se considera una técnica
confiable, aunque la reaccidn pulpar contra estos sistemas aplicados
a la dentina sigue siendo controversial dependiendo principalmente
de la profundidad de la preparacién.'® Para determinar dichos efec-
tos existen diferentes pruebas de biocompatibilidad que permiten
evaluar con gran exactitud las propiedades de los biomateriales, evi-
tando al médximo cualquier riesgo a la salud del paciente.

La respuesta bioldgica de los materiales dentales puede ser medida
de diferentes maneras, siendo las pruebas in vitro las mds importan-
tes. Actualmente se cuenta con cdmaras pulpares in vitro, donde se
utilizan discos de dentina, que permiten probar la capacidad de los
materiales para difundirse a través de los tdbulos dentinales, pu-
diendo llegar a causar efectos citotdxicos sobre cultivos celulares
que se colocan en los compartimentos interiores de la misma.'
La cdmara pulpar artificial (CPA) cuenta con un compartimento
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superior y otro inferior, el cual tiene unas perforaciones circulares
que permiten la libre difusion al medio de cultivo. Los discos de
dentina se posicionan entre dos anillos de silicona de 4.47mm de
didmetro interno y 1.78mm de grosor (Rodimar Rolamentos Ltda.
Araraquara, SPO, Brasil), los cuales proveen un sellado lateral entre
los compartimentos superior e inferior. Este modelo experimental
considerado un estudio de investigacién moderno, es lo que mds se
asemeja y se puede extrapolar a una condicién in vivo.'

Es importante escoger una linea celular apropiada para desarrollar
los estudios de citotoxicidad, ya que estas células deben adherirse
homogéneamente a los discos de dentina, imitando la capa odonto-
bléstica;® cabe aclarar que los odontoblastos son células especificas
de la pulpa que estdn organizados en una monocapa bajo la dentina,
siendo las primeras células en ser dafiadas por los componentes
citotdxicos que provienen de los materiales dentales que son difun-
didos a través del esmalte y los tdbulos dentinales.

Otra manera de evaluar la biocompatibilidad de un material es me-
diante pruebas in vivo, que se pueden realizar sobre tejido pulpar;
aqui los materiales odontoldgicos ejercerdn su accidn terapéutica
en condiciones similares a las del futuro uso clinico.”® En este tipo
de procedimientos se evalia la respuesta pulpar en cortes histold-
gicos de un diente que estuvo presente en boca durante un tiempo
determinado, y que fue sometido a su ambiente natural (humedad,
temperatura, fuerzas de masticacién, entre otras).

En la odontologfa restauradora, la citotoxicidad es uno de los prin-
cipales problemas que se presentan, debido al contacto fntimo del
material con el complejo dentino pulpar, por lo tanto es de vital
importancia conocer la biocompatibilidad de ellos para evitar efec-
tos nocivos a nivel local y sistémico. El riesgo de toxicidad pulpar
depende de la capacidad de los componentes de cada material de
difundirse a través de la dentina y alcanzar la pulpa, por tal moti-
vo, diversos autores,'®?' han realizado investigaciones in vitro e in
vivo para determinar y evaluar los efectos que éstos tienen sobre el
complejo dentino pulpar.

Estudios in vivo han evaluado la biocompatibilidad y respuesta pulpar
de varios cementos resionosos aplicados en cavidades profundas,
concluyendo que las técnicas de cementacién utilizando diferentes
cementos pueden causar dafios especificos en pulpa con respuestas
inflamatorias leves no significativas.

Estudios in vitro utilizando cultivos celulares similares a odontoblas-
tos han ganado importancia debido a que los odontoblastos se or-
ganizan en una monocapa y son las primeras células que interactdan
con cualquier sustancia capaz de difundirse a través de la dentina y
llegar a la pulpa, por lo tanto para desarrollar estos estudios y eva-
luar la citotoxicidad in vitro utilizan cdmaras pulpares con barreras
de dentina, demostrando ser Utiles para probar la capacidad de los
materiales de difundirse a través de los tibulos dentinales pudiendo
ocasionar efectos citotdxicos.

El propdsito de este estudio fue evaluar el efecto citotdxico de un
cemento autoacondicionante sobre una linea de células inmortaliza-
das MDPC-23 y sobre tejido pulpar mediante el test de elucion de
extractos con barrera y cortes histoldgicos.
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MATERIALESY METODOS

Para el estudio in vitro se obtuvieron 36 discos de dentina de ter-
ceros molares sanos, extraidos y recolectados de diferentes clinicas,
los cuales fueron donados por los cirujanos maxilofaciales. Inme-
diatamente después de la extraccién de cada molar se eliminaron
los restos orgdnicos y se sumergieron en una solucion de glutaral-
dehido al 2.5% a temperatura ambiente. Se posiciond vy fijé cada
diente en el equipo Isomet 1000 (Buehler Ltda, lllinois, EUA) con
un disco diamantado (I1-4254, 4”x 0,012"/ serié |5LC, Diamond
Wafering blade, Buehler; Ltda, lllinois, EUA). Se realizaron cortes se-
cuenciales obteniéndose de un molar 3 discos, eligiendo asf los que
solo presentaron dentina. Se midié el espesor de cada disco con
un calibrador digital (model 500-144B, Mitutoyo Sul América Ltda.,
SP Brasil), y se pulié cada lado con lija himeda de grano 400 y 600
(T469-SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiai, SE Brasil),
hasta obtener un disco de 0.4 mm de espesor:

Se aplicé solucién dcida etilen diamino tetraacético (EDTA) de 0.5N
sobre cada superficie del disco por 60 segundos vy se ubicd en la ca-
mara pulpar artificial acrilica (CPAA desarrollada por Thomas Hanks
y David Pashley) para evaluar la permeabilidad dentinal (desarro-
llado por UNESP Araraquara, Sdo Paulo, Brasil). La medicion de
permeabilidad de la dentina se realizé con un sistema de agua a alta
presién, se introdujo una burbuja de aire en la canula y se mididé la
distancia que ésta recorre en un tiempo determinado por segundos.
Una vez evaluada la permeabilidad, se escogieron 36 de los discos
que tenfan una permeabilidad similar. Se ubicé cada disco en una
CPA (UNESP — Univ. Estadual Paulista, Araraquara, Sdo Paulo, Bra-
sil). La cdmara pulpar artificial (CPA) cuenta con un compartimento
superior y otro inferior, el cual tiene unas perforaciones circulares
que permiten la libre difusion al medio de cultivo y el contacto con
las células. Cada disco de dentina se posiciond entre dos anillos
de silicona de 4.47mm de didmetro interno y .78mm de grosor
(Rodimar Rolamentos Ltda. Araraquara, SPO, Brasil), empacaron en
bolsas de esterilizar; se marcaron y fueron esterilizados con dxido
de etileno.

NO
Chllrer ESPECIMENES

PERIODOS

Las células inmortalizadas similares a odontoblastos MDPC-23 fue-
ron retiradas del reservorio criogénico (Bio Cane |, Barnstead /
Thermolyne — Dubuque, IA, EUA), donde permanecian congeladas,
ubicandolas en una botella esterilizada para cultivo celular de 25cm?2
de base, se adiciond el medio de cultivo Dulbecco’s modified Eagle's
medium (DMEM, Sigma — Aldrich Missouri, EUA) suplementado con
10% de suero fetal bovino (SFB) . Se realizaron pasajes celulares (3
x 104 cel/cm?2) durante 3 dias hasta conseguir las células suficientes
para desarrollar el estudio. Con los discos de dentina esterilizados
se colocaron en la CPA vy se ubicaron boca abajo dentro de una
placa de 24 pozos, se adiciond 2ml del DMEM en cada pozo. Se
formaron tres grupos de acuerdo al tratamiento realizado: grupo
control-1: sin tratamiento, grupo-2: Life® (Kerr Corp. Orange, CA,
USA) v grupo-3: SmartCem™?2. Los extractos fueron aplicados a la
linea de celular MDPC-23. Después de 24 horas, se determinaron
los efectos citotdxicos con los tests: metabolismo celular (MTT),
actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) y evaluados con Microscopio
Electrénico de Barrido (MEB). Los datos de MTT se analizaron me-
diante el estadistico ANOVA | via y Tukey y ALP con ANOVA | via.

Para el estudio in vivo se seleccionaron 24 premolares sanos de pa-
cientes entre |12 y 25 afios que requerfan exodoncias con fines or-
toddnticos. Se tomaron radiografias periapicales iniciales descartan-
do posibles caries interproximales o signos de patologfa periapical.

Se prepararon cavidades profundas clase V tomando impresiones
parciales para cada preparacién, para el vaciado de la impresién se
utilizé yeso de fraguado rdpido Mounting Stone (Whip Mix Cor-
poration); se elaboraron las incrustaciones en polividrio Gradia®
(GC American Inc.) y se cementaron con SmartCem™?2 (Dentsply
Caulk). . Se seleccionaron dos grupos experimentales con base al
tiempo de extraccidn de los premolares: grupo-|: después de 7 dias
y grupo-2: después de 30 dfas. A los grupos control 3 y 4 antes del
procedimiento se les aplico el protector pulpar Life® y se extraje-
ron los dientes después de 7 y 30 dfas. Los dientes extraidos fueron
procesados para valoracion histoldgica. (Tabla 1).

PROCEDIMIENTO

I EXPERIMENTAL 6

3 CONTROL 6

Tabla |: Diagrama de distribucién de grupos
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Todas las secciones fueron evaluadas aleatoriamente observando
caracteristicas histoldgicas de acuerdo a criterios definidos segin la
tabla 2. La respuesta pulpar fue evaluada bajo el microscopio de luz
(Carl Zeiss 62774, Oberkdchen, West Germany).

También se evalud el espesor de dentina remanente (RDT), el cual
es determinado por la distancia entre el piso de la cavidad y la cdma-
ra pulpar, éste fue medido para cada diente usando un microscopio
de luz (Carl Zeiss) conectado a una video cdmara (Samsung Digital
Camera — SSC/131, Samsung Electronics Co. Ltd, Korea). (Fig. I).

Para comparar los valores de espesor remanente de dentina entre el
grupo control y el experimental de acuerdo al tiempo de extraccién
se aplicd la prueba de Shapiro Wilk que determiné que las variables
presentaban distribucién normal, la prueba F para comparar las va-
rianzas entre grupos diferentes y la prueba T para varianzas iguales
para comparar los promedios de dos variables con la misma va-
rianza. Para comparar los valores de espesor remanente de dentina
intragrupos se aplicé la prueba de Shapiro Wilk que determiné que
las variables presentaban distribucién normal v la prueba T pareada
para comparar los promedios de la misma variable en dos tiempos.

Figura 1- Se observa un corte histoldgico de una preparacién clase V
para evaluar la proximidad a la cdmara pulpar (RDT = espesor rema-
nente de dentina, CF = piso de la cavidad y PT = tejido pulpar).

EVENTOS HISTOPATOLOGICOSY PUNTAJE

EVENTO PUNTAJE

HISTOPATOLO-GICO

Ninguna o pocas
células inflamatorias se
presentaron en el
area pulpar que
corresponde a la
pared axial, caracteristica
de un tejido normal.

Poca infiltracion de
células inflamatorias
con polimorfo nucleares
(PMN) o leucocitos
mono nucleares (MNL).

Severa infiltracion de células
inflamatorias que involucran
la pulpa coronal o un
absceso caracteristico

Moderada infiltracion de
células inflamatorias que
involucran la pulpa coronal.

Respuesta
Inflamatoria

Desorganizacion de la
capa odontoblastica pero
la pulpa central es normal

Desorganizacion
total de la morfologia del
tejido pulpar.

Organizacion tisular Tejido normal Necrosis pulpar

Formacion de

dentina reaccionaria

Presencia de
bacterias

Moderado tejido duro
depositado bajo la
pared axial

oco tejido duro depositado

Ausencia . .
bajo la pared axial

Presencia de bacterias a
lo largo de las paredes
laterales y axial de
la cavidad.

Presencia de bacterias a
lo largo de las paredes
laterales de la cavidad.

Ausencia

Tabla 2: Evento histopatolodgico y puntaje.
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Bastante tejido duro
depositado bajo la

pared axial

Presencia de bacterias a lo
largo de las paredes de la
cavidad y dentro de los
tubulos dentinales.
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RESULTADOS

Para el estudio in vitro en la prueba del metabolismo celular (MTT)
los resultados mostraron que el extracto de Life® presentd una
citotoxicidad del 23.4% y el SmartCem™?2 del 6.4% para las células
similares a odontoblastos MDPC-23. Al comparar Life® con el gru-
po control y SmartCem™?2, se encontrd que éste fue significativa-
mente mas citotdxico (p<0.05). Al comparar el grupo control con
SmartCem™?2 no se encontrd diferencia significativa (p>0.05). Para
la prueba de ALE el extracto de SmartCem™?2 disminuyo el 26% de
la actividad de la fosfatasa alcalina y el Life® el 28.7%. Al comparar
los grupos no se presenté diferencia significativa (p>0.05), sin em-

bargo se observd una ligera disminucidn para los dos grupos experi-
mentales. Al realizar la microscopia electrdnica de barrido (MEB) en
el grupo control se observé células MDPC-23 adheridas al sustrato
de vidrio. Estas células mostraron citoplasmas amplios, que cubren
toda la superficie del sustrato, morfologfa normal y exhibieron va-
rios procesos citoplasmdticos que se originan de su membrana. (Fig.
2A y B). En el grupo de Life®, se observé células con alteraciones
morfoldgicas; se redondearon y perdieron las prolongaciones cito-
plasmdticas. Ademds se observaron zonas amplias libres de células.
(Fig. 3A 'y B). En el grupo Smartcem™?2 se observé baja disminucion
del nimero de células. Sin embargo, no se observd alteracion de la
morfologia celular. (Fig. 4A y B)

Figura 2- Andlisis de la morfologia celular. (A) grupo control, magnificacion 500x. (B) magnificacién 1000x. Las flechas muestran células en proceso
de mitosis, por lo cual presentan forma redondeadas.

amplias libres de células.

DY B.COM

Figura 3- Andlisis de la morfologia celular. (A) grupo Life®, magnificacion 500x. (B) magnificacién 1000x. Se observaron zonas
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Figura 4- Andlisis de la morfologia celular. (A) grupo Smartcem™ 2 magnificacion 500x. (B) magnificacién |000x. No se observa alteracion

de la morfologia celular.

Durante el estudio in vivo, los pacientes no reportaron sintomas o
dolor: La evaluacion radiogréfica de todos los dientes no reportaron
signos de patologfa periapical antes del procedimiento clinico. Las
radiografias tomadas inmediatamente antes de la extraccién (7 - 30
dfas) no mostraron ninglin cambio en el drea periapical del diente
restaurado. Los porcentajes observados para cada criterio de acuer-
do a los grupos y a los perfodos estan en la tabla 3. Los valores del
espesor remanente de dentina al igual que el periodo al cual los
dientes fueron extraidos se presentan en la tabla 4. Los valores del
espesor remanente de dentina al comparar el grupo control con el
experimental de acuerdo al tiempo de extraccién no mostraron una
diferencia significativa, al igual que cuando se compararon los grupos
controles y experimentales.

El Grupo | SmartCem™ 2 - 7 dfas cuatro muestras evidenciaron
respuesta inflamatoria moderada asociada con leve desorganiza-
cion tisular. La capa de odontoblastos relacionada con el piso de
la cavidad fue interrumpida y un ndmero de odontoblastos fueron
aspirados dentro de los tdbulos dentinales. (Fig. 5). En este corto pe-
riodo de evaluacién (7 dias), no se evidenciaron bacterias en todas
las secciones coloreadas con Brown & Brenn. La falta de aposicidn
de dentina terciaria fue un hallazgo histolégico comun para todas
las muestras evaluadas. El promedio del RDT para este grupo fue
431 um.

EVENTO
HISTOPATOLO-GICO

GRUPOS

RESPUESTA CELULAR
INFLAMATORIA

N |

Life®+SmartCem™?2.

(6]

7 DIAS

30 DIAS
TOTAL

(= W

—

0
3

ORGANIZACION _ _

TIZULAR Life®+SmartCem™?2.

= N

PRESENCIA DE

DENTINA

Life®+SmartCem™?2.

o

o

FORMACION DE
DENTINATERCIARIA | ic 046martCem™?.
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Tabla 3: NUimero de dientes por cada puntaje de acuerdo con los grupos y periodos.
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GRUPO ESPECIMENES

SmartCem™?2.

RDT POR PERIODO

7 DIAS 30 DIAS

PROMEDIO

Life®

PROMEDIO

Tabla 4: Espesor del remanente de dentina.

El grupo 2 SmartCem™?2 — 30 dias cuatro muestras exhibieron una
leve respuesta pulpar inflamatoria. En éstas se redujo el nimero de
odontoblastos subyacentes al tejido dentinario relacionado con el
piso de la cavidad. En esta drea superficial de la pulpa se observaron
vasos sanguineos pequefios y pocas células inflamatorias mononu-
cleares. No se evidencio bacterias en las paredes de la cavidad de
estas 4 muestras. Sin embargo hay una discreta aposicion de dentina
reaccionaria en el drea pulpar relacionada con el piso de la cavidad.
(Fig. 6). En este periodo de evaluacién (30 dias), no se observd mi-
crofiltracion en ninguna de las muestras. La aposicién de dentina ter-
ciaria, se caracterizd por una discreta presencia de matriz de dentina
reaccionaria tubular en el drea relacionada con el piso de la cavidad,
presente solo en una muestra. El promedio del RDT en este grupo
experimental fue de 402um.

El grupo 3 Life® + SmartCem™?2 — 7,2 muestras evidenciaron una
leve ruptura de la capa de odontoblastos relacionado con el piso
de la cavidad, también un nimero de células inflamatorias mononu-
cleares y pequefios vasos sanguineos (Fig. 7). Sin embargo, el tejido
pulpar mostrd caracteristicas histoldgicas normales. El promedio de
RDT para este grupo fue de 436um.

En el grupo 4 Life® + SmartCem™?2 - 30 ninguna muestra de este
grupo experimental evaluado a los 30 dfas presentd inflamacion ni
desorganizacién del tejido. En solo una muestra se evidencié bac-
terias en las paredes laterales de la cavidad. Sin embargo como en
todas las otras muestras de este grupo la capa de odontoblastos
relacionada al piso de la cavidad fue continua con el espacio pulpar
circundante. Se preservaron las zonas ricas y libres de células. (Fig.
8A and B). El promedio del RDT para estas muestras fue de 459um.
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SmartCem™ 2 - 7 dias: magnificacion 400x.Se ob-

Figura 5- Grupo |
servé el detalle del drea pulpar relacionada con el piso de la cavidad
(H/E - RDT = 367 um) en la cual hay ruptura de la capa de odonto-
blastos (estrella), aspiracién odontobldstica (flechas), y congestidn severa
de pequefios vasos sanguineos alrededor de las células inflamatorias
mononucleares. (D=dentina — P=pulpa).
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Figura 6- Grupo 2 SmartCem™ 2 — 30 dias: magnificacion 250x. Se  Figura 7- Grupo 3 Life®+SmartCem™?2 - 7 dias: magnificacién 400x.

observé respuesta inflamatoria pulpar leve, la capa de odontoblastos es  Se observé que el tejido pulpar subyacente al piso de la cavidad mostré

continua pero el nimero de células es reducido (flechas RDT = 407um  leve disrupcion de la capa de odontoblastos (flechas - RDT= 381 um

— HI/E). Se observaron un nimero de vasos sanguineos entre pocas — H/E). Se observé una discreta desorganizacion del tejido pulpar ad-

células inflamatorias mononucleares. yacente en el cual las células inflamatorias mononucleares estdn entre
vasos sanguineos dilatados y congestionados (flechas).

Figura 8 - Grupo 4 Life® 250x. (A) se observé que el tejido pulpar relacio-
nado con el piso de la cavidad, evidencié caracteristicas histolégicas normales. Se observé la capa de odontoblastos homogénea y continua al igual
que la zona libre de células (flecha vertical) y la zona rica en células (flecha oblicua). (B) detalle de la (A) se observé que la parte central del tejido
pulpar presentd caracteristicas histolégicas normales. (Tincién Tricromica de Masson).
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DISCUSION

Los cementos autoacondicionantes y sus componentes tales como
mondmeros, acido fosfdrico y solventes, usados como medio ce-
mentante para restauraciones indirectas, pueden a través del fluido
dentinal difundirse durante los procedimientos clinicos y causar dafio
pulpar en mayor o menor grado, dependiendo de la permeabilidad
de la dentina, que a su vez es dependiente de la edad del paciente
y a las agresiones a que haya sido sometido el complejo dentino
pulpar'* Los estudios in vitro han sido recomendados para evaluar la
citotoxicidad de los materiales restauradores, usando lineas celulares
como modelos experimentales, como la implementacién de células
diana, que estén disponibles para dichos propdsitos.'

Al comparar los resultados se observé una menor citotoxicidad del
SmartCem™?2(Dentsply Caulk), debido probablemente a que el
extracto del cemento autoacondicionante se obtuvo utilizando una
barrera de dentina, lo que hace que lleguen menos productos cito-
téxicos y que haya poca lixiviacion de los componentes liberados
del material dentro del medio, como lo refiere el estudio de Poskus
y colaboradores en el 2009.2' y Darmian y colaboradores en 2007.%

Posiblemente, los mondmeros de resina Bis-GMA y UDMA, pre-
sentes en la composicion del SmartCem™ 2 tuvieron poca difusién
a través de los tdbulos dentinales por su mayor peso molecular,
la diferencias en la composicién quimica y/o la presencia de flui-
do intratubular® Esto es acorde con el estudio de Ratanasathien
y colaboradores,®® donde demostraron que los diferentes tipos de
mondmeros presentes en los agentes de adhesién a la dentina pue-
den interactuar vy alterar la citotoxicidad in vitro; estas interacciones
al igual que el tiempo de exposicién pueden hacer que los agentes
adhesivos sean mds o menos téxicos?® La baja citotoxicidad evi-
denciada para el SmartCem™?2, donde se seleccionaron discos de
dentina con una permeabilidad similar es acorde con el estudio de
Bouilleguiet y colaboradores,”” donde se evidencié que a pesar de
la baja permeabilidad de los discos, todos los adhesivos estudiados
evidenciaron supresion de la actividad de la enzima deshidrogenasa
succinica, por la liberacién de los componentes.

La alta citotoxicidad presentada por el Life®, posiblemente fue oca-
sionada por la liberacién del los iones hidroxilo y el dcido salicili-
o, los cuales hacen parte de los componentes de éste, lo cual es
acorde con los estudios de Murray® y De Mendonga,® quienes
confirman que la reaccidn quimica del agente es la responsable de
los altos niveles de citotoxicidad. La ligera disminucién de la acti-
vidad de la fosfatasa alcalina para el Life® y el SmartCem™ 2, se
debe posiblemente a la iniciacidn de un proceso inflamatorio donde
hay activacién de los macrdfagos, que secretan citoquinas como la
interleukina | y el factor de necrosis tumoral retrasando el proceso
de reparacién y disminuyendo la actividad de la enzima, como es re-
ferido en el estudio de Dammaschke y colaboradores en el 2010.%

Estos hallazgos fueron confirmados con lo observado en el MEB,
donde el grupo Life® presenté una disminucidn significativa en el
ndmero de células, asi como alteracion en la morfologfa celular. Para
SmartCem™?2 solo se observd una disminucion pequefa de la can-
tidad de células y la morfologfa celular fue similar a la del grupo
control.

B.COM

Para el estudio in vivo se utilizé el Life® como grupo control positivo
por presentar mecanismos de accidn y respuestas conocidas sobre
los tejidos del complejo dentino pulpar, tales como sus propiedades
antibacterianas, su alta alcalinidad, la estimulacidn de la actividad de
la fosfatasa alcalina y la formacién de tejido mineralizado, de acuerdo
a diferentes estudios.'®?"* En el grupo | (SmartCem™?2 - 7 dias) se
observaron 4 muestras con una respuesta inflamatoria moderada
asociada con leve desorganizacion tisular, mientras que en el gru-
po 3 (Life® + SmartCem™ 2 — 7 dfas), se observaron 2 muestras
con una leve respuesta inflamatoria y desorganizacion tisular, debido
probablemente a que el Life® actué como una barrera y como re-
fuerzo del espesor de dentina ante el efecto citotéxico del cemento
autoacondicionante.® En el grupo 2 (SmartCem™ 2 — 30 dias) se
observaron 4 muestras con una leve respuesta pulpar inflamatoria
mientras en el grupo 4 (Life® + SmartCem™ 2 — 30 dfas) no se
observd respuesta inflamatoria a excepcién de | muestra donde
hubo presencia de bacterias, probablemente debido a la microfil-
tracidon marginal durante el periodo de tiempo que durd el diente
en cavidad oral. De igual forma, el tiempo trascurrido permitié que
todos los mecanismos de defensa fueran activados ante la aplicacion
de los materiales dentales entre estos dos grupos.*

La respuesta inflamatoria del complejo dentino pulpar ante el ce-
mento autoacondicionante pasé de ser moderada a leve en el pe-
riodo estudiado (7 - 30 dfas), lo cual sugiere que este material puede
causar una inflamacién crénica persistente, ya que se supone que
en este periodo de tiempo deberfa haber una resolucién de dicha
inflamacion, esto se debe posiblemente a que se mantiene el esti-
mulo irritante,** v que inicialmente los componentes liberados son
abundantes y gradualmente van disminuyendo a medida que pasa
el tiempo.?’

La distancia entre el fondo de la cavidad vy la pulpa es referido como
el espesor de remanente de dentina (RDT) y se le ha atribuido
como factor importante que influencia la respuesta de la pulpa ante
procedimientos restaurativos. El valor promedio de RDT encontra-
do en este estudio in vivo fue de 432um lo que explicaria la res-
puesta inflamatoria, acorde a lo reportado por Koliniotou-Koumpia
en 2007 y colaboradores,® quien refiere que un espesor menor o
igual a 500 pm produce un efecto adverso sobre el tejido pulpar

También se encontrd, que no existid aposicion de dentina para 5
muestras, lo cual sugiere que hay una relacion inversa entre el RDT
y la aposicion de dentina terciaria. La presencia de dentina terciaria
es una indicacién de que ha habido un grado de irritacién que es ca-
paz de producir tanto sintesis como aposicién de esta; o de la total
inhibicién cuando hay una severa inflamacion.® La poca presencia o
ausencia de aposicién de dentina reparativa a los 30 dfas en los dos
materiales dentales estudiados ademds sugiere que ha habido: una
leve agresién hacia los tejidos dentales durante el procedimiento
clinico, una leve inflamacién y/o que el espesor de dentina rema-
nente fue lo suficiente como defensa para no producirse ninguna
estimulacion.

Se concluye que el cemento autoacondicionante SmartCem™?2
presentd un buen desempefio clinico para ser utilizado como mate-
rial cementante, debido a la ausencia de sintomas clinicos referidos
por el paciente. Adicionalmente la observacién histoldgica confirmd
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la poca o ninguna presencia de dentina terciaria y la disminucion de
la inflamacidn a través del periodo estudiado que segin Mjory co-
laboradores,® el hecho de que haya una inflamacién persistente, no
es sinénimo de una destruccién pulpar; siempre y cuando se tengan
en cuenta el RDT, la permeabilidad de los tdbulos dentinarios, el bajo
grado de citotoxicidad de los componentes y la composicién de los
materiales a utilizar.

Por Ultimo, la investigacién in vivo hace una invitacién a que haya
un adecuado y cuidadoso manejo de las diferentes técnicas res-
taurativas en los procedimientos clinicos, para que prevalezca y se
resalte la importancia de la preservacién de la estructura dental y
asf, disminuir el elevado nimero de dientes vitales que requieren el
tratamiento endoddntico.
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