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RESUMEN

El uso de nanoparticulas en materiales odontologicos es un tema actual para la investigacion el
cudl busca aumentar las propiedades del material sin ejercer efectos celulares perjudiciales,
especificamente en la liberacion de fluor se meciona que no interfire en las ppm ejercidas
hacia el 6rgano dental; Por lo que el objetivo del presente estudio es medir la liberacion de
fluoruro en cementos de iondomero de vidrio reforzados con nanoparticulas de TiO,. Los
materiales utilizados en este estudio fueron cuatro cementos de ionomero de vidrio: Fuji IX
extra, Ketac molar, Ionofill molar y Fuji IX. Las muestras consistieron en bloques con un
ancho de 5 mm y un espesor de 1 mm. La liberacion de fluoruro se determind por periodos de
1,2,6,10,31, 90, 180, 240 y 300 dias. Los hallazgos de la presente investigacion sugieren que
el grupo experimental obtuvo una mayor y mas constante liberacion de fluoruro. En los dias
30y 179, las muestras se recargaron con 1 ml de gel de fluoruro de sodio al 2%. Después de la
recarga, dos grupos esperimentales mostraron resultados estadisticamente significativos. Los
resultados indicaron que la incorporacion de NPs de TiO, podria mejorar la liberacion de

fluoruro en los cementos de ionémeros de vidrio.

ABSTRACT

The use of nanoparticles in dental materials is a current topic for research. The objective of the
present study is to measure the release of fluoride in glass ionomer cement reinforced with
TiO, NPs. The materials used in this study were four diferent glass ionomer cements: Fuji IX
extra, Ketac molar, Ionofill molar, and Fuji IX. The samples consisted in blocks with 5-mm
width and 1-mm thickness. The fluoride release was determined for periods of 1, 2, 6,10,31,
90, 180, 240, and 300 days. The findings of present investigation suggest that experimental
group obtained a highest and more constant fluoride released. In days 30 and 179, the samples
were recharged with 1 ml of 2% sodium fluoride gel. After the recharge, two esperimental
groups showed estatisticaly significative results. The results sugested that the incorporation of

2 . . . . .
TiO” NPs could improve increased fluoride release in glass ionomers cements.



INTRODUCCION

México presenta indices muy altos de caries dental, en pacientes infantiles la patologia se
presenta como caries de la infancia temprana, para la cudl el tratamiento de eleccion es la
técnica restaurativa atraumatica (TRA), la cual consiste en la remocion de caries instrumentos
no rotatorios, sin infiltracion de anestésico local, ni la preparacion de una cavidad, de esta
manera el paciente no se sometera a un tratamiento prolongado, manteniendo su adecuada
actividad conductual, obturando dicho 6rgano dentario con un cemento de ionémero de vidrio
restaurativo, para aislar la zona pulpar de los fluidos bucales, dicho material ha sufrido
considerables modificaciones en su composiciéon, con la finalidad de obtener mejores

propiedades fisicas, y potencializando sus usos como material restaurador.

Las nanoparticulas han sido propuestas como relleno de refuerzo a los ionémeros, mejorando
de manera significativa su resistencia, contando con excelente efecto antibacterial sin interferir
con la liberacion de fluor y muestra nulos efectos citotoxicos al utilizarce a una concentracion

precisa.



1. Antecedentes:

CARIES DE LA INFANCIA TEMPRANA

En 1976 la Academia Americana de Odontologia Pediatrica, reconoce un tipo muy severo de
caries asociada al uso de biberon, las recomendaciones y politicas iniciales se limitaron a los
hébitos alimenticios, concluyendo que podria ser evitada si el alimento en biberdn se eliminara

. , . ~ . 1,2
junto con el seno materno, después del primer afio de vida.

Después de dos décadas se ha reportado que esta presentacion clinica, no estd
consistentemente asociada con las practicas de alimentaciéon mencionadas y que la caries es
una enfermedad infecciosa, por lo que la Academia Americana de Odontologia Pediatrica
adopta el término de Caries de la Infancia Temprana (CIT) para reflejar mejor su caracter

multifactorial.'”

La caries es una enfermedad comun, compleja y cronica resultado de un desequilibrio de
multiples factores de riesgo y factores protectores a través del tiempo. Fundamentalmente la
patologia se presenta como una bio-capa que induce la desmineralizacion acida del esmalte o
dentina mediada por la saliva, en la que bacterias acidiricas y acidogénicas contribuyen a la
patogénesis de la caries, siendo el microorganismo patognomoénico el S. Mutans. La
interaccion de dichos microorganismos cariogénicos y los carbohidratos fermentables
(sacarosa) inducen la desmineralizacion, la cual progresa a la pérdida de la estructura dental o

cavitacion. *

La CIT, ha sido definida como la presencia de uno o mas dientes cariados (no cavitados o
lesiones cavitadas), ausentes (debido a caries) o superficies dentales restauradas en cualquier
diente temporal o primario en un infante menor a 71 meses de edad. En nifios mayores de tres

~ . . . . . . . . 56
afios cualquier signo de superficie cariada reblandecida es indicativo de CIT severa. >



Transmision de la enfermedad

La caries es una infeccion transmisible, la cual el infante la adquiere de manera vertical
cuando los infantes adquieren microorganismos cariogénicos de la saliva de las madres, el
éxito de la transmision y la colonizacion resultante puede estar relacionado a varios factores
incluyendo la magnitud del indculo, frecuencia de pequefias dosis de inoculacién, y una

minima dosis infectante.

Los infantes de los cuales sus madres con altos niveles de S. mutans resultado de caries no
tratadas estan en alto riesgo de adquirir los microorganismos mas temprano. Mientras que la
transmision horizontal, se da en un grupo familiar o de la guarderia, en donde la transmision se

da por compartir saliva contaminada. ’

Caracteristicas clinicas

.7 ;. . ., . . e, . 8
Destruccion rapida y extensa, causando dolor pulpar, infeccion y complicaciones sistémicas.

Consecuencias

La falta de salud dental, afecta las funciones orales 0ptimas como el comer, hablar y la estética
o apariencia del paciente por lo que se ve comprometida su socializacion. Por lo que
adoptando adecuadas practicas de higiene en las primeras etapas de la vida, favorece a la

6ptima salud en la etapa adolescente. ®

Etiologia

La etiologia de la CIT es compleja y multifactorial, en la que podemos encontrar factores

. . , . o1, . 9
ambientales, conductuales, socioecondmicos y biologicos.

Tratamiento

Se divide en preventivo y restaurativo.

Dentro del tratamiento preventivo, se realiza el siguiente seguimiento: deteccion de placa
dentobacteriana, aplicaciones profesionales de fluoruro, barniz remineralizante, selladores de

fosas y fisuras asi como técnica de cepillado.

10



Restaurativamente el paciente recibe tratamiento segun la condiciéon pulpar que presente, en
patologias pulpares reversibles se restaura con resinas preventivas y resinas, mientras que en

L. . . . . i, 1,10
patologias irreversibles la restauracion implica tratamientos pulpares y estéticos.

En pacientes comprometidos con CIT, el tratamiento de eleccion es la técnica restaurativa
atraumatica (TRA), la cual consiste en la remocién de caries usando Unicamente instrumentos,
sin infiltracion de anestésico local, ni la preparacion de una cavidad, obteniendo un 44% de
efectividad, de esta manera el paciente no se someterd a un tratamiento prolongado,
manteniendo su adecuada actividad conductual, posteriormente se obturard con un cemento de

. , C1 . . . . 11-13
iondmero de vidrio restaurativo, para aislar la zona pulpar de los fluidos bucales.

IONOMEROS DE VIDRIO

Generalidades
En 1971, surgen los trabajos de los pioneros en la investigacion de los Iondmeros de vidrio
Wilson y Kent, los cuales se centraron en probar el material de restauracion con la propiedad

. 14
de liberar fluoruro.

Los iondémeros de vidrio, también llamados “cementos de vidrio polialquenoico”, son
biomateriales de restauracion con efecto anticariogénico, por una reaccion acido base ente el
ion fluor (fluoroaluminiosilicato), vidrio y 4cidos polialquenoicos. '*'>

Su pH oscila entre los 5-7 lo que fortalece el efecto antimicrobiano ya que neutraliza los
acidos bucales sin modificar sus propiedades mecanicas. °

El vidrio se presenta en forma de polvo y es capaz de liberar una gran cantidad de iones calcio,
fosfato, aluminio, y fluoruro, lo que le confiere la propiedad de disminuir la caries secundaria
en los margenes de las restauraciones. Los poliacidos, se presentan en forma de liquido,
formado por acido poliacrilico en solucion acuosa, acido tartarico, maléico, o fosforico.
Siendo el ultimo componente el agua, el cual tiene la funcidon de proporcionar el medio en que

. . . ey e 16,1
se realizan los intercambios i6nicos. '*!

11



Indicaciones odontopediatricas

o Base.

o Sellador de fosas y fisuras.
o Material de restauracion.

o Agente cementante. '°

.. . i 13
o Técnica restaurativa atraumatica.

Método de accion

Se describen dos mecanismos en la liberacion del fluoruro:
1. Mecanismo a corto tiempo, en la que hay una rapida disolucion de las particulas del i6n
fluor.

2. Liberacién gradual difundiendo la sustancia a través del material. '

Al entrar en contacto el material con los tejidos dentales, el fluoruro del iondmero de vidrio
lleva un intercambio i6nico con la hidroxiapatita del 6érgano dental, formando fluoroapatita, la

. . . , ;s 20
cual tiene una consistencia mas dura y menos soluble en los 4cidos.

Gradualmente al paso del tiempo el fluoruro liberado disminuye, la mayor cantidad de

21 . .
sin embargo, en diversos

liberacion de flaor se presenta durante las primeras 24 hrs,
estudios se menciona que los iones pueden recargarse en el material estando en el medio
bucal, por medio de las aplicaciones profesionales de fluoruro, pastas dentales, enjuagues, o

. 21
barnices.

Esta recarga contribuye a la habilidad del material para proveer una inhibicion efectiva a largo

19,22
L.

plazo de la desmineralizacion denta Reportes actuales mencionan que dicha recarga con

fluoruro de sodio a 200 ppm después de 60 dias en un Giomer, no muestra diferencias

21,23

significativas con respecto a no realizar recarga. Incluso se describe que aun las

presentaciones en capsulas no influyen en la liberacion del ion flaor. **

12



Propiedades

Los iondmeros de vidrio convencionales son ampliamente utilizados por su propiedad de
disminuir el riesgo de caries del paciente, reduciendo la desmineralizacién, aumentando la
remineralizacion interfiriendo con la formacion de la placa dental, inhibiendo el crecimiento y
metabolismo microbiano, ademds cuenta con propiedades como adhesion al esmalte y dentina,
lo que le confiere la ventaja de aislar el tejido pulpar de los microorganismos bucales, asi
como su excelente biocompatibilidad, tiempo de trabajo corto, baja sensibilidad al agua,

estética y adecuada resistencia flexural. '°

Desventajas

Los iondémeros de vidrio convencionales presentaban las siguientes desventajas como son:
. . . - 1
o Solubilidad y desintegracion en el medio bucal. '’

o Baja resistencia a las cargas oclusales. >

. .y , 24
o La liberacion de fluor desaparece a los 6 meses.

IONOMEROS DE VIDRIO RESTAURATIVOS DE ALTA VISCOSIDAD

Los iondémeros de vidrio han sufrido considerables modificaciones en su composicion, con la
finalidad de obtener mejores propiedades fisicas, y diversificar sus usos como material

’ < s 13,18
restaurador, asi como potencializar los usos actuales. ™

Los iondmeros de vidrio de alta viscosidad son los materiales resultantes de estas mejoras, el
desarrollo de esta nueva generacion de iondmeros tiene como objetivo mejorar las desventajas
que presentaban los iondmeros convencionales reforzandolos para crear una superficie mas

fuerte. %
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Componentes

Las investigaciones actuales se han enfocado a la mejora de los materiales por lo que se le han
afiadido una gran variedad de materiales a su relleno. Estos materiales incluyen aleaciones de
amalgama, polvos de acero inoxidable, fibras de carbon y aluminiosilicato, polvos con
hidroxiapatita y recientemente nanoparticulas de didxido de titanio (TiO,), nanotubos,

nanohidroxiapatita, nanofluoroapatita. *°

El hydroxiethyl-metacrilato (HEMA) o el bisphenolglycidyl-methacrylato (BIS-GMA) son
materiales que se afiadieron aumentando las propiedades de compresion, dureza, aumentando
el modulo de elasticidad, incremento en la resistencia a la solubilidad y la resistencia a la

adhesion bacteriana. 2’

La incorporacién de nano-cristales de apatita no solo acrecenta las propiedades mecanicas,
también mejora la liberacion de fluor y la bioactividad. Incrementando la cristalinidad de la
matriz, la apatita puede hacer el cemento quimicamente mas estable, insoluble y mejorar la
fuerza de adhesion con la estructura dental. Dicho en la liberacion de flaor puede reducir o

. . 28
detener la caries secundaria.

Iones metalicos y resinas: reforzando el polimero con estos materiales se contribuye a mejorar
: . ., . . 18

las propiedades fisicas, aumentando la fuerza de adhesion y la liberacion de fluoruro. ° Se

reporta ademas la incorporacion de clorhexidina liquida en una concentracion de 20 ppm, sin

L L2930
embargo disminuye la carga compresiva.

Nanoparticulas (NPs) adicionadas al ionémero de vidrio

El uso de las nanoparticulas es un area importante de investigaciéon en la odontologia, su
principal uso fue aumentar las propiedades mecénicas y el efecto antibacterial,
desencadenando la muerte bacteriana ya que las NPs alteran la adhesion del hidrogeno en el
proceso respiratorio y division celular, formando fisuras en la pared e incrementando su
permeabilidad. Por otra parte al incorporar nanoparticulas de zirconia y alimina, aumenta la
resistencia compresiva, sin embargo, no se han reportado los efectos citotoxicos y

. . 26
antibacteriales de estos dos elementos.
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El di6xido de titanio como un aditivo inorgénico tiene varias propiedades prometedoras como
su estabilidad quimica, es biocompatible y antibacterial. En cuanto a la biocompatibilidad del
elemento se reporta que las nanoparticulas inducen la autofagia ya que protege del estres
oxidativo en la proliferacion celular. >'** Sin embargo, las nanoparticulas penetran la mucosa
bucal después de 20 min de exposicion en el tejido expuesto, produciendo descamacion del
epitelio; sin embargo, a bajas concentraciones, mantiene la homeostasis en el balance de la

pared celular y la proliferacion celular. **°

Las propiedades antibacteriales del ion metalico dependen del tamafio de las nanoparticulas,
tamanos menores a 100 nm de didmetro, inhiben la respiracion celular dafiando la sintesis del
ADN, deteniendo el crecimiento de los S. Mutans. Las nanoparticulas de didéxido de titanio
especificamente muestran caracteristicas fotocataliticas, previniendo la acumulacién de
bacterias patogenas. >° Las nanoparticulas han sido propuestas como relleno de refuerzo a los
composites de las resinas dentales, no obstante también se ha reportado que su incorporacion a
los iondmeros en una proporcion de 3%, mejoran de manera significativa su resistencia a la

27 ademas estando las

fractura, la fuerza compresiva, la fuerza de flexion y su dureza,
nanoparticulas dispersas en la matriz, reducen la porosidad, aumenta la resistencia compresiva
y disminuyen las fracturas; *° aunado a ésto, los ionémeros de vidrio convencionales
suplementados con nanoparticulas de titanio, mostraron efecto antibacterial contra S. mutans,
sin interferencia con la liberacion de fluor. Sin embargo, la incorporacion al 7% de

’ s . . . , . ., 2
nanoparticulas de dioxido de titanio compromete las propiedades mecénicas y su adhesion. *’

15



2. Planteamiento del Problema:

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) identifica a la caries como una de las
enfermedades cronicas mas prominentes en el mundo afectando del 60-95%.> Con una
distribucién del 20% en nifios de 2 afios y del 53% a la edad de 4 afios.”” Cuando la caries
afecta infantes con edades alrededor de los 71 meses de edad, esta condicion se nombra como
Caries de la Infancia temprana (CIT), la cual puede desarrollarse tras la erupcion del primer
organo dental. No obstante si esta condicion se presenta en nifios de 3 a 5 afios con 6rganos
dentales cariados, perdidos u obturados se nombra como Caries de la infancia temprana

SEVEer a.5

Esta condicion afecta severamente la condicion general del paciente, influyendo en su calidad
de vida, en su apariencia fisica, en la fonética y dificultando la masticacién ocasionando mal
., . 5 . ., . .
nutricion en el paciente.” El tratamiento de eleccion en pacientes con CIT es el tratamiento
restaurativo atraumatico, siendo un tratamiento minimamente invasivo, el cual se obtura con
cementos de iondmero de vidrio,'' Sin embargo, la odontologia actual busca minimizar las
desventajas del material como son: solubilidad, desintegraciéon en el medio bucal, baja

. ) .t . . , 17,23
resistencia a las cargas oclusales, pérdida de liberacion de fluor a los 6 meses. > para

proporcionarle al paciente un material con mayor longevidad en la cavidad bucal,

incorporando elementos que mejoren el material.

Tal es el caso de la incorporacion de nanoparticulas de didxido de titanio, metal que presenta
. J ;. . oy eqe . . 136 .

propiedades como estabilidad quimica, biocompatibilidad y efecto antibacterial;™ sin

embargo, no estd documentado si éste elemento ocasiona variabilidad en el fluoruro de los

tonomeros de vidrio, afectando el funcionamiento del mismo.

Por lo que se plantea la siguiente pregunta de investigacion.

(La cantidad de fluor liberado por los iondmeros de vidrio restaurativos se afecta por la

incorporacion de NPs de TiO,?

16



3. Justificacion

La caries de la infancia temprana, es una condicidon patologica la cual afecta a la poblacion
mundial con edades hasta de 71 meses. En México, a pesar de las multiples campanas de salud
bucal que se realizan, las cifras siguen siendo muy altas, en el 2013 se reporta que el 90% de
la poblacion infantil presenta esta condicion, concentrandose la mayor cantidad en infantes

mayores a 3 afios con un 54%."

Clinicamente se presenta afectando los tejidos dentales con una répida destruccion, debido a
que el esmalte de los infantes es mas delgado, ocasionando patologias pulpares dolorosas que
afectaran la condicion general del paciente, ® dificultando en algunos casos el tiempo
operatorio del tratamiento y en otros el acceso a los sistemas de salud, por lo que ante un
tratamiento de técnica restaurativa atraumatica (TRA), la odontologia actual busca modificar
los componentes de los materiales en uso como lo es el ionémero de vidrio, con la finalidad de
proporcionar un material restaurador que aisle la cavidad remanente de la TRA del medio
bucal, proporcione un alto y constante flujo de fluoruro, al mismo tiempo de que sea un

. . . . .11
material con adecuada resistencia a las fuerzas de masticacion.

Por lo que se propone la incorporacion de nanoparticulas de didxido de titanio en iondmeros
restaurativos, usados en la técnica TRA, con la finalidad de lograr que la liberacion del ion
floor aumente, proporcionando un mejor efecto anticariogénico, ya que el metal presenta

. . . . . . 28
efecto antibacterial logrando reducir los microorganismos remanentes de la cavidad.

Los resultados obtenidos proporcionaran informacién para conocer si es benéfico el reforzar el

material restaurativo prolongando el tiempo de la liberacion del fluor.

17



4. Hipotesis:

Hipotesis de trabajo
La liberacion de fluor del cemento de iondmero de vidrio reforzado con NPs de TiO,, es

mayor que el liberado por el cemento de ionémero de vidrio convencional.

Hipotesis nula
La liberacion de fltor del cemento de ionémero de vidrio reforzado con NPs de TiO,, no es

mayor que el liberado por el cemento de ionémero de vidrio convencional.
Hipdtesis alterna

La liberacion de fluor del cemento de iondmero de vidrio reforzado con NPs de TiO,, es

menor en comparacion con el liberado por el cemento de ionémero de vidrio convencional.

18



5. Objetivos:

General
Determinar la cantidad de ppm liberadas del i6on fluor en iondémeros de vidrio para

restauracion, reforzado con NPs de TiOs.

Especificos
Fase I
* Establecer la liberacion de fluoruro de sodio, en iondmeros de vidrio restaurativo, antes
y después de ser recargados.
Fase II
* Evaluar la cantidad de ppm de fluoruro de sodio liberado en los ionémeros de vidrio
reforzados con NPs de TiO,.
Fase III
* Conocer los efectos citotoxicos de los cementos de ionémero de vidrio antes y después

de ser reforzados con NPs de TiO;

19



6. Material y Métodos:
6.1 Diseio de Estudio

Se planted un proyecto de investigacion experimental.
6.2 Muestra

La muestra se conformd por 4 marcas de ionomeros de vidrio restaurativos, divididos en los

siguientes grupos: GI: Ketac molar, GII: Fuji IX, GIII: Ionofil Molar, GIV: Equia Fill.

6.3 Procedimientos

Fase 1: Determinacion de la cantidad de liberacidon de 16n flGor en iondmeros de vidrio.

Preparacion de las muestras.

Los materiales se manipularon siguiendo las instrucciones del fabricante, obteniendo un total
de 40 muestras; las cuales se realizaron conformando 10 bloques en forma de cubo con Imm
por lado y de grosor, de cada ionémero de vidrio, los cuales se obtuvieron colocando el
material dentro de cavidades disefiadas con estas medidas en una matriz de teflon. Posterior a
su fraguado los bloques se removieron para realizar la medicion de la liberacion del ion fluor,
almacendndolas en frascos de plastico con 5Sml de agua deionizada, conservadas a 37° C

durante 60 dias, siendo evaluadas en los dias 1,2,6,10,31 y 60.

Para determinar la cantidad de fluor se utilizo el electrodo i6n selectivo para fluoruro de sodio
(modelo 1011 Hanna Instruments, EUA) y un potencidmetro (modelo 3222, Hanna
Instruments). Con una solucién amortiguadora para fuerza total idnica TISAB II (Total ionic
strength adjustment buffer) la cual mantuvo el pH estable previniendo que el i6n flaor formara

complejos con diferentes cationes.

Al evaluar cada espacio de tiempo, los bloques se retiraron de sus respectivos recipientes y
cada muestra se enjuagd con Iml de agua deionizada sobre el frasco que originalmente la
contenia, lo que di6 un total de 6 ml, los cuales se mezclaron con 6ml de soluciéon TISAB II,
ya que la solucion trabaja en proporcion 1:1, para posteriormente colocar la muestra en un

nuevo frasco de plastico con Sml de agua deionizada, y ser nuevamente almacenada.

20



Las lecturas se realizaron con el electrodo inmerso en la solucion donde previamente se
encontraba la muestra, con agitacion magnética durante 3 minutos. Los valores de las lecturas

. A 39
se expresaran en partes por millon.

Calibracion del Potenciometro

La solucion TISAB se utilizé para lograr la curva de calibracion junto con soluciones de
fluoruro en sus diferentes concentraciones (1,000 ppm, 100 ppm, 10 ppm, 2 ppm y 1 ppm),
con 6 ml de cada solucion de fluoruro y 6 ml de solucion TISAB II con el fin de calibrar el
potenciometro con la misma cantidad de solucion que fueron evaluadas las muestras; la
solucion se agité magnéticamente introduciendo 3 centimetros como minimos el electrodo,
teniendo cuidado de que no se formen burbujas, el dispositivo se calibr6 hasta que la lectura

del potencidometro alcanzd los 5 valores establecidos en partes por millén de fluoruro de sodio.

Recarga de ionomeros de vidrio

Al transcurrir los primeros 31 dias de monitoreo, las muestras fueron recargadas con 10 ml de
fluoruro de sodio al 2% (Borgata Specialities México,Mexico), colocando las muestras
durante 4 minutos dentro de un godete de plastico con el ingrediente activo, posteriormente se

. . . . . ; o 22
enjuagaron con agua deionizada por 1 minuto, valorando la liberacion por 2 dias mas.

Fase II. Incorporacién de NPs de TiO,.

Para esta fase se conformaron 10 muestras mas de cada iondmero de vidrio restaurativo,
(siguiendo las indicaciones antes descritas) a las cuales se les incorporaron las NPs de TiO,, en

2
Tal

su forma morfoldgica de Anatase, en una proporcion del 5%, con un tamafio de 10 nm,
momento de realizar la mezcla del polvo y el liquido, siguiendo las indicaciones del

fabricante. *°
Para determinar la presencia de las nanoparticulas en la matriz del cemento, las muestras se

observaron en Microscopio Electronico de Barrido (SEM S-4500, Hitachi, Tokio, Japan) a una

distancia de 8.7-9.7 mm, con un voltaje de 15kV y 10,000x.
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Posteriormente, se realiz6 la medicion de la cantidad de i6n fliior liberado, (antes y después de
ser recargado) siguiendo el procedimiento descrito para las muestras sin la agregacion de

nanoparticulas.

Fase 111. Establecimiento del cultivo celular

Se obtubieron células orales (fibroblastos gingivales humanos) por medio de biopsia del tejido
periodontal y gingival posterior a la exodoncia de un 6rgano dental indicado por razones
ortodonticas de un paciente de entre 12-15 afios de edad, con la firma previa del
consentimiento informado del padre o tutor y la autorizacion del comité de bioética de la
ENES-UNAM, Unidad Leo6n. El diente extraido y/o el tejido obtenido fue suspendido en
medio DMEM adicionado con suero fetal bovino (FBS) al 20% inactivado por calor, 100 U/ml
de penicilina G y 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina. Los tejidos fueron seccionados en
pequeiias porciones con una hoja de bisturi del #15 y colocados en platos de cultivo de 100
mm con medio DMEM suplementado con 10% de FBS e incubados a 37°C en una atmosfera

con el 5% de CO; durante dos semanas para su crecimiento exponencial.

El crecimiento celular se utilizé como cultivo primario con un nivel doble de poblacién (PDL,
del inglés population doubling level) cero. Los subcultivos celulares se realizaron cada semana
a una concentracion de 1:4 y el medio de cultivo fue remplazado. Los HGF y HPLF tienen un
tiempo de vida in vitro (nimero acumulado de PDL) de 47 PDL, sin importar el medio de
cultivo utilizado.

Las células fueron desprendidas del fondo del plato de cultivo con 0.25% de tripsina-0.025%
EDTA-2Na en PBS(-).**!:#

Evaluacion de la actividad citotoxica

Las células HGF (2x10* células/ml) se inocularon en platos de cultivo de 24 pocillos e
incubadas durante 48 horas para lograr una completa adherencia. El medio de cultivo se
remplazd por cultivo fresco por 30 min a 37°C en 5%CO, para estabilizar el pH y la
temperatura del medio de cultivo. Las muestras de cemento de iondémero de vidrio se
inocularon e incubaron durante 24 horas. El nimero de células viables se determin6 con el

método de MTT (Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol, Sigma-Aldrich,
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St. Louis, MO, EU). En resumen, el medio de cultivo se remplazd con reactivo MTT (0.2
mg/ml) e incub6 por 4 horas a 37°C. Después de remover el medio de cultivo, el formazan se
disolvio con DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EU) y la absorbancia se analiz6 a 540

nm, para determinar la actividad mitocondrial, con un lector de micro placa.***'**
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6.4 Variables de Estudio

Independientes:

e Marcas comerciales.

* Agregacion de NPs de TiO».

Dependientes:
* Cantidad de iones fluor liberada por los iondmeros de vidrio.

e (Citotoxicidad.
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6.5 Operacionalizacion de Variables

VARIABLE DEPENDIENTE
Variable Definiciéon Definicién operativa | Tipo de | Escala de | Analisis
conceptual variable medicion Estadisticos
Cantidad de | Concentracion de | Potencial eléctrico de | Cuantitativa | Razon Media
iones fluor iones flior | iones fluor Continua Desviacion
liberada por los | determinado por un Estandar
materiales electrodo selectivo
dentales para iones fluor y un
potencidémetro.
Medido en partes por
milloén (ppm)
Citotoxicidad Cualidad de ser 1) Presencia o Cualitativa Nominal Kruskal Wallis
toxico a las 2) ausencia de Nominal
células dafio mitocondrial
VARIABLES INDEPENDIENTES
Marcas Término que se le | Nombre que | Cualitativa Nominal Anova
comerciales asigna a un | distingue el producto Nominal
producto con el fin 1) Ionofill
de distinguirlo de Molar
los demaés 2) Ketac Molar
3) FujiIX
4) Equia Fill
Nanoparticulas | Particula Particulas de dioxido | Cualitativa Nominal Anova
de TiO, microscopica  con | de titanio. Nominal
didmetro menor a 1) Con NPs
100 nm TiO,
2) Sin NPs
TiO,
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6.6 Implicaciones Bioéticas
Siguiendo los lineamientos de la Ley General de Salud, este protocolo de investigacion se
considera dentro de la clasificacion “sin riesgo” para la salud ya que sera realizado
experimentalmente de manera in vitro. De igual manera ambientalmente los residuos
obtenidos del material restaurador y de las nanoparticulas por su tamafio y proporcion no se

consideran toxicas.*

6.7 Analisis Estadisticos
Los datos se plasmaron en un instrumento de recoleccion de datos (Anexo 2) y fueron
trasladados al programa estadistico SPSS (IBM Nueva York, EUA), evaluandolos con
estadistica descriptiva, paramétrica (Anova y T de Student) y no paramétrica de Kruskall
Wallis, previa valoracion de la variabilidad de los datos. Representdndolos, con tablas y

figuras.
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7.1.3 Resumen

Abstract

Background: The aim of this paper was to compare three conventional hand mixing

glass ionomer cements (GICs) and a new mechanical mixing glass ionomer cement.

Methods: Samples were measured on days 1, 2, 6, 10, 31, 90 and 180. After 32 and 181
days of monitoring, the samples were recharged by using 1ml of 2% sodium fluoride

gel.

Results: The fluoride released started with high concentration during the first day for all
GICs, with a value for GIII of 32.6ppm. From the 2nd day, a slow, steady decline, with
the exception of GII, which showed a marked decline to a value of 3.2ppm. ANOVA
test showed significant differences between the amounts of fluoride of the four materials
in the first 24 h. Student ¢ test was used to compare the fluoride release between the first
and second recharge in each one of the study groups. Statistically significant differences
were found when we compared the fluoride release in groups I (¢ =-16.95, P =.000) and

IV (t=-2.644, P =0.26).

Conclusions: A mechanical mixing was the material with the more constant fluoride
release and after recharge showed the highest fluoride release which make it an

important benefit for clinicians.

Keywords: fluoride release, glass ionomer cement, mechanical mixing.
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7.1.4 Apartados del articulo

INTRODUCTION

The mechanism of Glass Ionomer Cements (GICs), is an acid-base reaction between ion-
leachable fluoroaluminosilicate glasses and polyalkenoic acids ''#%°%°.

RESULTS

The pattern of fluoride released according to the time intervals is represented in Table 1 and
started with high concentration for the first day for all GICs, with a value for GIII of 32.6
ppm, which makes this material the one with the highest fluoride concentration, and for GIV,
it presented fluoride releases of 17.4 ppm, which makes it the GIC with the lowest fluoride
concentration; the groups GI and GII presented fluoride releases of 17.8 ppm and 30.0 ppm,
respectively.

From the 2nd day, a slow, steady decline in fluoride release began and continued, with the
exception of GII, which showed a marked decline to a value of 3.2 ppm. In Figure 1, the
amount of fluoride released for each GICs evaluated versus time is clearly shown.

However, GI showed a lower but more constant release pattern, starting with 17.8 ppm and
reaching up to 2.4 ppm until day 31. ANOVA test showed significant differences between the
amounts of fluoride of the four materials in the first 24 h (Table 2). However, the interaction
between time and material shows that the fluoride release is not constant with time for all
materials under study.

On day 32, when recharges began with a fluorinated gel for 4 min, it can be seen that the

recharge induced an increase in all GICs. In the same way, GI showed the highest fluoride

release in day 32 when recharge started with a value of 77 ppm after the recharge. In day 90,
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GI has released again the highest amount of fluoride with a value of 23.3 ppm. In day 180, a
second recharge was made, and the value for GI was 81 ppm. Figure 2 illustrates the fluoride
release of each sample after being recharged. Therefore, GI presented an improved and

sustained fluoride release during the study (Table 1).

Student 7 test was used to compare the fluoride release between the first and second recharge
in each one of the study groups. Statistically significant differences were found when we
compare the fluoride release in groups I (¢ = -16.95, p =.000) and IV (¢ = -2.644, p =0.26)

(Table 3).
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7.2.4 Resumen

Introduccion: El objetivo de este trabajo fue comparar la cantidad de ppm (partes por millon)
liberadas de i6n flior en iondémero de vidrio de mezclado mecanico, con y sin NPs, a
diferentes intervalos de tiempo.

Me¢étodos: Estudio experimental. Con 60 muestras divididas en dos grupos. Las muestras se
midieron los dias 1, 2, 6, 10, 30 y 90, después de 32 y 91 dias de monitoreo, las muestras se
recargaron usando 1 ml de gel de fluoruro de sodio al 2%. Las mediciones se realizaron con

electrodo 16n selectivo para fluoruro de sodio.
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Resultados: El fluoruro liberado comenzdé con alta concentracion durante el primer dia con un
valor para el grupo I de 17.8, sin embargo el grupo II al cual se le incorporan NPs de TiO,,
mostré un aumento en la liberacion del fluor con 21.9ppm. A partir del segundo dia se
presenta, un declive lento y constante, siendo el GII el que presenta un declive mas
homogéneo. Por medio de ¢ de student se compara la liberacion posterior a la recarga con
fluoruro en gel, la cual muestra una diferencia significativa siendo mayor la liberacion en el
GII para el dia 91 con 9ppm (+=76.36 p=.001)

Conclusiones: El Iondmero de vidrio de mezclado mecénico muestra una adecuada liberacion
de iones flior; sin embargo, al incorporarle NPs de TiO, dicha liberacion se presenta mas

constante y con mayor capacidad de recarga.

7.2.5 Apartados

INTRODUCCION
Con el actual desarrollo de la ciencia y la tecnologia, se presentan numerosos productos

12 tal es el caso de los

dentales que tienen como proposito sustituir los tejidos dentales,
ionémeros de vidrio, los cuales son ampliamente utilizados por su propiedad de disminuir el
riesgo de caries del paciente, reduciendo la desmineralizacion, aumentando la
remineralizacion, interfiriendo con la formacion de la placa dental, inhibiendo el crecimiento y
metabolismo microbiano, ademas cuenta con propiedades como adhesion al esmalte y dentina,
lo que le confiere la ventaja de aislar el tejido pulpar de los microorganismos bucales, asi

como su excelente biocompatibilidad, tiempo de trabajo corto, baja sensibilidad al agua,

S . . 3
estética y adecuada resistencia flexural.
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METODOLOGIA

Se plante6 un proyecto de investigacion experimental, en el cual la muestra estuvo
conformada por 2 grupos de 30 especimenes cada uno de iondémeros de vidrio de mezclado
mecanico de la marca comercial Fuji IX GP EXTRA (GC, Kyoto, Japan), que correspondian

al GI (grupo I) sin NPs y GII (grupo II) reforzados con NPs de TiO,

RESULTADOS
En la Figura 2 se muestra una micrografia obtenida por microscopia electronica de barrido,
correspondiente a ionémero de vidrio reforzado con NPs de TiO,, en la cudl se puede

visualizar la presencia de clusters de titanio.

Los intervalos de tiempo evaluados durante la liberacién del i6n fluor, se encuentran
representados en la Tabla [ y comienzan con una alta liberacién de iones en las primeras 24
horas, siendo més representativa para el GI, que corresponde a el iondmero de vidrio reforzado
con NPs de TiO, representando una diferencia estadisticamente significativa (/=68.93

p=.001).

En la segunda medicion realizada a las 48 horas mostr6 que la liberacion de iones disminuy6
notablemente en el GI, continuando a la baja hasta llegar a 2.4 ppm al cabo de los primeros 30
dias. No obstante, al dia 31 después de incorporarles el fluoruro de sodio en gel, la liberacion
de iones aumentd a 7.7 ppm mientras que la segunda recarga realizada el dia 90, aumentd

dicha liberacion en la cudl se detectaron 8.1 ppm.
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Sin embargo, el GII mostrd un patrén de liberacion mas constante comenzando con 21.9 ppm
durante las primeras 24 hrs. disminuyendo a 20.6 ppm después de 48 horas, y mostrando su

mayor declive al cabo del dia 30 cuando se registraron lecturas de 5.8 ppm Figura 3.

Durante las recargas este grupo se observo ampliamente favorecido, ya que la liberacion de
floor se incremento al llevar a cabo la primera recarga, mostrando valores de 11.9 ppm
mientras que después de realizar la segunda recarga la liberacion disminuy6 a valores de 9.0

ppm siendo una diferencia significativa con respecto al GI (t=76.36 p=.001). Figura 4
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7.3.3 Resumen

ABSTRACT

Currently several efforts have been made to improve the glass ionomers cements (GIC)
properties with nanotechnology. This study evaluated the fluoride release, recharge and
citotoxicity in GICs reinforced with titanium dioxide (TiO;) nanoparticles (NPs). Methods:
Four GICs were used for the control group (FUJI IX EXTRA, KETAC MOLAR, IONOFILL
MOLAR, FUJI IX) and for the experimental group were added TiO, NPs. The samples
consisted in blocks with 5-mm width and 1-mm thickness. The fluoride release was
determined for periods of 1, 2, 6,10,31, 90, 180, 240, and 300 days. In days 30 and 179, the

samples were recharged with 1 ml of 20 000 ppm sodium fluoride gel.
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The cell culture for evaluation of cytotoxic activity was carried out by indirectly method on
gingival fibroblast, determining the cell viability by the MTT method. Results: The findings of
present investigation suggest that experimental group obtained a highest and more constant
fluoride released. After the recharge, two experimental groups showed statistically
significative results. The gingival cells represents null cytotoxicity with a non-significant
difference between the groups. Conclusion: The incorporation of TiO, NPs could increase the
fluoride release in glass ionomers cements with non-cytotoxic effect on human gingival

fibroblasts.

Keywords: fluoride, glass ionomer cement, nanoparticles.

734 Apartados del articulo

INTRODUCTION

In recent years, the concept of minimal intervention (MI) has been promoted in the clinical
management of dental caries, the principle of this therapy is the remineralization for
noncavitated carious lesions'?. This method has proven to be an economical and an effective
alternative to control the development of caries, to achieve less discomfort and anxiety to
patients than the conventional rotatory instruments. Glass ionomer cements (GICs) have
become the most used material for the therapy of MI, they are able to release fluoride which
are taken up by the tooth structure>”. Fluoride stabilizes the mineral apatite and favors the
remineralization of enamel, which increases acid resistance of dental surface. This is the

reason why fluoride releasing materials can prevent tooth caries™ .
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9. Discusion general

La liberacion de fluoruro se considera una de las ventajas mas importantes de los cementos de
iondémero de vidrio. Algunos autores mencionan que esta liberacion de flior muestra un patrén

*14 Nigam et al* informaron

de liberacion réapida inicial, seguido de una marcada disminucion
que entre las liberaciones de fluoruro de diversos materiales dentales durante las primeras 24
horas, el cemento de iondomero de vidrio es el material que liberd la mayor cantidad de

fluoruro con 57.97 ppm.

Asimismo, este autor menciona que se produce una marcada disminucion después del primer
dia de evaluacion. En la investigacion actual, encontramos resultados similares, los cementos
de ionémero de vidrio convencionales y experimentales analizados en este estudio también
mostraron la mayor liberacion de fluoruro durante las primeras 24 horas, con una disminucion

subsiguiente y notable para el segundo dia del experimento.

En este estudio, el cemento de ionémero de vidrio que liber6 la mayor cantidad de fluoruro fue
G3c (Ionofill molar) con 32.80 ppm. Seguido por Glc (Fuji IX Extra) que liber6 17.80 ppm.
Algunos autores han evaluado este ultimo material e informaron valores mayores (33.9 ppm)

que los encontrados en nuestro estudio.

Asi mismo encontramos hallazgos similares para otros materiales como es el caso de G2c
(Ketac Molar) y G4c (Ionofill Molar) donde dicho estudio inform6 valores de 10.9 y 19.7

. 46
ppm, respectivamente.

Varios estudios se han centrado en evaluar el efecto de la nanotecnologia en las propiedades
mecénicas de los cementos de iondmero de vidrio. En investigaciones anteriores, las
nanoparticulas de TiO; se han utilizado en cementos de ionémero de vidrio para modificar las

propiedades de estos materiales, como la liberacion de fluoruro.
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Elsaka et al*’ evaluaron durante 1 mes la liberacion de fluoruro de los cementos de iondmero
de vidrio reforzados con nanoparticulas de TiO, en varias concentraciones (3%, 5% y 7%) y

declararon que no hay diferencias significativas cuando se incorporaron las nanoparticulas.

Sin embargo, en nuestro estudio, se encontraron diferencias estadisticamente significativas
hasta los 8 meses (p = 0,001). Estos resultados coinciden con los mencionados por los otros
autores que incorporaron nanoparticulas de TiO; a los cementos de iondémero de vidrio y
reportaron un aumento en el Cantidad de fluoruro liberado por los cementos de ionomero de

vidrio. *®

Algunos autores usaron el enjuague bucal durante 1 minuto a 300 ppm para recargar los

. . . , . .7 21
materiales dentales, y no informaron ningin cambio en la concentracion de fluoruro™,
mientras que otros autores almacenaron las muestras dentro de un enjuague bucal durante 20
dias en concentraciones de 450 y 900 ppm, que mostré un aumento en la concentracion de

. .y 49
fluoruro principalmente con una concentracién de 900 ppm.

En el presente estudio, la recarga se realizd sumergiendo las muestras en gel de fluoruro de
sodio al 2% durante 4 minutos en los dias 31 y 180. Se observd un aumento en la
concentracion de fluoruro en todos los cementos de ionomero de vidrio. El cemento Gl
mostré mejores resultados, siendo mas notable para el grupo con nanoparticulas de TiO,, con
un promedio de 7.7 ppm para el cemento de iondmero de vidrio convencional y 11.98 ppm

para el grupo experimental.
Esta propiedad de las NPs TiO, puede contribuir a mejorar la reaccion entre el fluoruro y la

superficie dental, haciendo que el mecanismo de liberacion de los cementos de iondmero de

vidrio sea mas efectivo y promueva el uso de la nanotecnologia.
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10. Conclusiones generales

La incorporacion de NP de TiO; al 3,2%, aumenta la liberacion de fluoruro en todos los

1ondmeros de vidrio evaluados en este estudio.

La mayor liberacion de fluoruro se observé en el cemento de iondémero de vidrio de mezclado

mecanico.
Las nanoparticulas de TiO, podrian ser una alternativa para mejorar las propiedades de los

cementos de iondmero de vidrio extendiendo el tiempo en la prevencion de caries, sin

ejercer potencial citotoxico.
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12. Anexos
Anexo 1. SOLICITUD DE PERMISO PARA USO DE LABORATORIO

Dr. en O. Rogelio Scougall Vilchis
Coordinador del Centro de Investigacion y

Estudios Avanzados en Odontologia

Por medio de la presente le mando un cordial saludo, ademés de solicitarle el uso del
Laboratorio del Centro de Investigacion para llevar a cabo el trabajo de campo del proyecto de
investigacion para Doctorado en Ciencias de la Salud, “EVALUACION DEL ION FLUOR
EN IONOMEROS DE VIDRIO REFORZADOS CON NANOPARTICULAS DE DIOXIDO
DE TITANIO”.

Sin mas por el momento le agradezco su atencion.

M.C.S. Adriana Alejandra Morales Valenzuela



Anexo 2. INSTRUMENTO DE EVALUACION

“Evaluacion del i6n fliior en ionémeros de vidrio reforzados con nanoparticulas de dioxido de
titanio”.

Evaluacion del i6n fltor antes de reforzar los iondOmeros de vidrio

ppm Ionofill Molar Ketac Molar Fuji IX Equia Fill

1

2

6

10

31

32

Evaluacion de la resistencia a la compresion antes de reforzar los ionémeros de vidrio

MPs Ionofill Molar Ketac Molar Fuji IX Equia Fill

Evaluacion del i6n fluor después de reforzar los iondmeros de vidrio

ppm Ionofill Molar Ketac Molar Fuji IX Equia Fill
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10

31

32

Evaluacuodn de la resistencia a la compresion después de reforzar los iondmeros de vidrio
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