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INTRODUCCION

La obtencién de un adecuado sellado marginal diente/restauracion, es una de las
condiciones mas relevantes para predecir éxito al reemplazar tejido dentario con un
material dental (Masih y cols. 2011). Las brechas en la interfaz material-dentina son
responsables de la sensibilidad post operatoria y caries secundarias que pueden llevar
al fracaso de una restauracién(Pashley y cols. 2002) (Mjor y Toffenetti 2000). Por afios se
ha estado en busqueda de un material que enfrente el desafio de reemplazar dentina,
logrando a su vez un buen sellado marginal, por lo que se han desarrollado diferentes
tipos y estrategias, por ejemplo: los cementos de vidrio ionédmero y su unién quimica con
el tejido dentario , los sistema adhesivos de las resinas compuestas que forman una capa
hibrida con tejidos dentarios (Camilleri 2013) (Raju y cols. 2014) (Auschill y cols. 2009).
Sin embargo, ninguno de estos materiales permite obtener un sellado adecuado en
situaciones donde no es posible controlar la humedad.

Dentro de las propiedades de los materiales la bioactividad permite generar una
respuesta bioldgica especifica en la interfase del material, formando una union entre el
tejido y el material de restauracién (Cao y Hench 1996). Algunos materiales bioactivos
permiten el depdsito de apatita en su superficie cuando estdn en contacto con fluidos
fisiol6gicos. De esta manera se espera que estos depdsitos minerales puedan contribuir a
reducir la filtracion llenando los espacios entre material/dentina, al estar expuestos a
fluido dentinario en los tubulos (Han y Okiji 2013). Dicha cualidad hace suponer que un
material que desarrolle este tipo de respuesta generara una uniébn mas intima en la

interface diente/restauracion.

Recientemente, se ha introducido un nuevo tipo de material para reemplazar tejido
dentario perdido, los silicatos de calcio. Este tipo de materiales en un comienzo se
recomendd solo para aplicaciones endodonticas como el cemento de Portland o MTA
(Mineral Trioxide Aggregate) debido a sus excelentes propiedades bioactivas, pero bajas
propiedades mecanicas (Kaup y cols. 2015). Sin embargo, en el 2011, aparece

Biodentine™ (Septodont), el cual posee propiedades mecanicas mejoradas y se indica
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para restaurar de manera temporal y permanente la dentina (Septodont ;Septodont.).
Este es un cemento en base a silicato de calcio, el cual posee propiedades mecanicas
mejoradas debido a la eliminacion del aluminio en la estructura del cemento y la
incorporacion de un relleno de carbonato de calcio. Este material corresponde a un
compuesto inorganico, no metalico de presentacion comercial en capsulas y ampollas
(Septodont). El polvo, contenido en la capsula, esta compuesto principalmente por silicato
tricalcico, carbonato de calcio y diéxido de zirconio. Mientras que el liquido, contenido en
la ampolla, de base acuosa contiene cloruro de calcio como acelerador y un agente

reductor de agua (Bachoo y cols. 2013).

Dentro de las indicaciones de uso del material, se describe su uso en recubrimiento
pulpar, reparacion de perforaciones en canal radicular, material de relleno endoddntico y
como base en sustitucion de la dentina (Priyalakshmi y Manish 2014). En estas
situaciones el material estara en contacto directo con tejido pulpar/periodontal y/o dentina
profunda, por lo tanto, se aplicara en condiciones de un sustrato humedo. Se ha
estudiado la interfase que genera con dentina, este tipo de cementos poseen un pH
fuertemente alcalino lo que produce un efecto de desnaturalizacion, esto permite formar
una zona de infiltracibn mineral por un proceso de difusibn de carbonatos desde el
cemento de silicato a la dentina.(Atmeh y cols. 2012). Esta capa se forma en un grosor
considerable y es rica en Si y Ca (Bachoo y cols. 2013). Se ha evidenciado la formacion
de prolongaciones minerales intratubulares compuestas frecuentemente por Ca, P y Si,
sugiriendo una precipitacion intratubular en dentina (Han y Okiji 2013). Sin embargo, al
evaluar la capacidad de esta interfase para impedir la microfiltracion se observan
resultados diversos.. Si bien no existe diferencia significativa en la integridad marginal y
microfiltracion entre Biodentine comparandolo con cementos de ionomero modificado con
resina, se cree que la formacion de cristales de apatita en la interfase podria contribuir a

un mejor sellado marginal en la restauracion con Biodentine (Koubi y cols. 2012).

Por otro lado, el vidrio bioactivo (VB), es un material conocido por su alta capacidad
de producir una capa de hidroxiapatita carbonatada en su superficie cuando esta en

contacto con fluidos fisioloégicos (Hench 1988). Este material se ha utilizado en



aplicaciones relativas a la odontologia con anterioridad, como por ejemplo, Se ha
incorporado a pastas dentales para disminuir la sensibilidad dental (Wang y cols. 2011).
Ademas, existe un estudio en donde se ha evaluado su uso como material restaurador, y
aplicado directamente en la forma de polvo (Gjorgievska y cols. 2013). Los resultados de
este estudio, muestran que el VB en contacto con dentina forma una capa de
intercambio ionico en la interfase; sin embargo, las particulas de VB utilizadas eran de
tamafio micrométrico, lo que impidi6 su completa adaptacion a la superficie de la
dentina, por lo que el trabajo sugiere el uso particulas de menor tamafio en futuros

estudios.

En la actualidad, existe la posibilidad de sintetizar particulas de VB en tamafios
nanomeétricos y se ha observado que al incorporarse dentro de diversas matrices, mejora
su bioactividad significativamente (Hong y cols. 2009;Valenzuela y cols. 2012). Las
particulas de tamafio nanométrico tienden a presentar mayor bioactividad que su
contraparte micrométrica, debido a su mayor area superficial o de contacto. El presente
proyecto busca mejorar la bioactividad del cemento Biodentine, a través de la
incorporacion de nanoparticulas de VB. Se evalu6 su bioactividad por si sélo y al estar

en contacto con dentina.

MARCO TEORICO



1. Estrategias para remplazar tejido dentinario

Dentro de la investigacion en materiales dentales, por afios se ha estado en busqueda de
un sustituto de dentina que reemplace este tejido cuando ha sido dafiado, siendo la forma de

union un elemento critico para lograr un buen sellado marginal en la evaluacion clinica.

Entre los materiales y estrategias utilizadas hoy en odontologia se encuentran los
sistemas adhesivos, donde la unién con la superficie dental es a través de micro retenciones.
Para esto se utiliza acido ortofosforico sobre la superficie del diente, en dentina el grabado
acido expone una red microporosa de colageno, dénde el adhesivo penetra en los tubulos
dentinarios expuestos formando tags de resina los cuales generan una zona denominada
capa hibrida entre el material y restauracion (Van Meerbeek y cols. 2003) Ferrari y Davidson
1996)(Nakabayashi y cols. 1991). Sin embargo, las resinas contienen moléculas hidrofobicas
que son sensibles a la humedad y contaminacion de los fluidos orales durante el
procedimiento de restauracién lo que puede comprometer la adhesién a la estructura
dentinaria (Silverstone y cols. 1985) impidiendo de esta manera lograr un sellado marginal
estable en el tiempo.

Los cementos de vidrio ionémero se han utilizado para reemplazar tejido dentinario
como base cavitaria y restauraciones temporales y permanentes (Croll y Nicholson 2002). La
union quimica que genera con la superficie dentinaria es por la combinacién de acidos
policarboxilicos con hidroxiapatita (Wiegand y cols. 2007). Se ha descrito que estos cementos
liberan iones fluoruro que por si solos, los que tienen la propiedad de ser cariostaticos. Una
liberacién sostenida de iones fluoruro en la interfase diente/restauracién ayuda a prevenir la
microfiltracién y por ende las caries secundarias (Brook y Hatton 1998). Sin embargo, la saliva

puede afectar la calidad de union del ionomero con la dentina (Yiu y cols. 2004).

Los cementos de silicato de calcio dentro de la odontologia restauradora se han utilizado
como base cavitaria o liner, produciendo una respuesta pulpar (Parirokh y Torabinejad
2010;Parirokh y Torabinejad 2010), ya que se ha visto que en contacto con tejido pulpar

4



estimula la formacion de un puente dentinario (Nowicka y cols. 2013). En estudios se ha
observado que estos cementos pueden generar una union intima con dentina formando una
zona infiltracion mineral donde se ha evidenciado formacion de tags minerales y una capa de
difusién de calcio y silicio desde el material hacia dentina (Han y OKkiji (2011);Han y OKkiji
2013). El primer material de este tipo fue el Mineral Trioxide Aggregate (MTA) quepresenta una
ventaja en su uso como relleno endodontico principalmente por sus propiedades bioactivas y
biocompatibilidad (Han y Okiji 2013). Existen otras marcas en el mercado como MTA Angelus
(Angelus Solucb6es Odontoldgicas, Brazil) y Endo CPM Sealer (Egeo, Argentina) que poseen
las mismas propiedades (Parirokh y Torabinejad 2010). Actualmente se ha introducido al
mercado en el afio 2011 Biodentine™ que tendria mejores propiedades mecanicas para el
reemplazo de dentina tanto como relleno endoddntico y como material de obturacion
(Septodont.).

2. Biodentine™
Cemento en base a silicato tricalcico, producido por Septodont.
2.1 Composicion

Este cemento es un compuesto inorganico no metélico. Su presentacion comercial
es una capsula que contiene el polvo y ampolla que contiene el liquido. El polvo consta
principalmente de silicato tricalcico, carbonato de calcio y diéxido de zirconio. El liquido
combina cloruro de calcio, agua y un agente reductor de agua (Tabla 1) (Bachoo y cols.
2013).

Tabla 1. Composiciéon Biodentine™ (Bachoo y cols. 2013)



Polvo

Silicato Tricélcico Principal estructura del material
Silicato Di-Calcico Estructura secundaria del material
Carbonato y Oxido de Calcio Relleno

Oxido ferroso Color

Oxido de Zirconio Radio opacificador

Liquido
Cloruro célcico Acelerador
Polimero Hidrosoluble Agente reductor de agua

Se

propone que la disminucion de tiempo de fraguado del material (12 minutos) en comparacion

a cementos de silicato de calcio como MTA es debido al menor tamafio de las particulas de
polvo, ya que permite una mayor area de reaccion. También el cloruro de calcio contenido en
el liquido funciona como acelerador de la reaccion (Kogan y cols. 2006;Wiltbank y cols.
2007). Para mejorar las propiedades mecanicas, se incluye carbonato de calcio al polvo y se
eliminan impurezas en su fabricacion (Septodont.). El polimero hidrosoluble contenido en el
liguido puede permitir lograr una mejor densidad de polvo, ya que con una menor cantidad
de agua se logra una consistencia adecuada para un manejo mas facil del material en su
aplicaciéon (Septodont). Su radiopacidad esta dada por €l oxido de zirconio, se ha usado en
otros materiales para este efecto, siendo posible su observacién en radiografias (Tanomaru-
Filho y cols. 2007).

2.2 Reaccién de fraguado



La reaccion del polvo con el liquido produce un fraguado del cemento y su posterior
endurecimiento. La hidratacion del silicato tricalcico permite la formacion de un gel de silicato
de calcio hidratado (CSH) e hidroxido de calcio. Esto se consigue a través de la disolucion del
silicato tricélcico y la precipitacion de silicato de calcio hidratado. La capa de CSH se obtiene
posterior a la nucleacién y crecimiento sobre la superficie de silicato tricalcico llenando
gradualmente los espacios entre los granos de silicato tricalcico que no han reaccionado. La
cristalizacion del gel CSH sucede a través de una continua hidratacion formandose también
cristales de carbonato de calcio (CaCO3) en estos espacios. Estos cristales lentamente van
llenando los espacios en un periodo de dos semanas aproximadamente (Bachoo y cols. 2013);
sin embargo, existe un estudio que sugiere que la completa hidratacion de este cemento
podria continuar por meses persistiendo un intercambio i6nico, disminuyendo la porosidad y

aumentando sus propiedades mecéanicas (Villat y cols. 2010).
La reaccion de hidratacion esta resumida en la siguiente formula:

2(3Ca0'SiO,) + 6H,0 — 3Ca02Si0,3H,0 + 3Ca(OH),

2.3 Propiedades bioactivas

La bioactividad de un material esta definida por su capacidad para producir una respuesta
biolégica (Hench 1988). Dentro de la interpretacion contemporanea de la bioactividad aplicada
al area de reconstruccion de tejidos, se define como material bioactivo el cual produce una
respuesta biolégica especifica en la interfaz del material, lo que conlleva la formacién de una
union intima entre el tejido y el material (Rahaman y cols. 2011). Una caracteristica particular
en este tipo de materiales es que se produce una modificacion de su superficie, se forma una
capa de apatita carbonatada tiempo después de su contacto con el tejido, que a su vez va

aumentando con el tiempo (Niu y cols. 2014).

El comportamiento bioactivo se puede demostrar por la mineralizacion in vitro, donde es
posible evaluar la bioactividad de un material por su capacidad de generar hidroxiapatita en su

superficie cuando es sumergido en fluido corporal simulado (SBF) (Kokubo y Takadama
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2006)(Kokubo y cols. 1990). Biodentine™ en estudios in vitro ha demostrado su capacidad
para inducir la formacion de depésitos de calcio y fosforo sobre la superficie del material
cuando esta en contacto con fluidos (Han y Okiji 2013). Se ha observado en estudios ex vivo
que poco tiempo después de su aplicacion como material de recubrimiento pulpar directo
genera focos de mineralizacion, e induce la diferenciacién celular odontoblastica en tejido
pulpar (Laurent y cols. 2012)(Zanini y cols. 2012). Al evaluar su interface con dentina, se ha
observado la formacion de prolongaciones minerales en los tubulos dentinarios, formando
una zona de infiltracion mineral, lo que se ha propuesto que ocurre por su alto pH alcalino,
que produciria un grabado caustico inicial, seguido por infiltraciéon mineral (Camilleri 2013) lo
que permitiria obtener un buen sellado marginal de la restauraciébn en condiciones de
humedad tanto de la dentina como del medio (Jefferies y cols. 2015). Actualmente, no se ha
evidenciado que Biodentine™ genere hidroxiapatita en su superficie al ser sumergido en
SBF.

3. Vidrio Bioactivo

El vidrio bioactivo (VB) ha sido ampliamente investigado tanto en el area médica como
odontoldgica. Se ha evidenciado que tiene alta bioactividad por lo que ha sido utilizado para
reparacion y regeneracion 6sea (Jones 2013). Este material es reabsorbible y promueve la
formacién de tejido 6éseo uniéndose al tejido cuando es implantado en el cuerpo (Hench 2013).
Se ha comercializado bajo diferentes nombres y presentaciones siendo algunas de sus marcas
conocidas como Bioglass®, Biogran® (Biomet 3i), Novamine® y Perioglas® (Novabone).
(Jones 2013).

3.1 Composicion

VB es un vidrio silicado basado en la red tridimensional de SiO, amorfa, en la cual un
atomo de silicio (Si) esta coordinado con cuatro atomos de oxigeno (O), y ademas estan
8



presentes iones de fosfato y calcio (Brauer 2015). La composicion de BG 45S5 se puede

resumir en la siguiente férmula quimica (Hench 1988):

24.5Na,0; 24.5Ca0; 45.0Si0;; 6.0P,05 (% masa).

3.2 Bioactividad

En vidrios con altos niveles de bioactividad como BG 45S5 las primeras etapas de la

reaccion ocurren rdpidamente, completdndose a las 24 horas. En este proceso se liberan iones

solubles desde el vidrio hacia la interfase, formandose sobre la superficie del vidrio una doble

capa de silice hidratado e hidroxiapatita policristalina (HCA) (Clark y cols. 1976;00nishi y cols.

2000;Hench 2013). VB tiene carga superficial negativa en SBF, debido a deprotonacion de

grupos tipo -COOH u -OH a pH fisiolégico (Oliveira y cols. 2003). Esta carga negativa atrae

iones de calcio creando una capa rica en Ca” con potencial de superficie positivo, que atrae a

iones negativos en soluciones tipo fosfato, llevando a la deposicion de una capa pobre en

Ca2+. Este proceso se repite generando la capa de hidroxiapatita en la superficie del material
(Figura 1) (Kim y cols. 2005;Landi y cols. 2005).
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Figura 1. Formacion de hidroxiapatita sobre una superficie de vidrio bioactivo.




En el area de la odontologia, el VB se ha utilizado como injerto 6seo en cirugia bucal de
defectos 0seos menores, regeneracion de hueso alveolar, regeneracion ésea guiada, relleno
de alveolo post extraccion dentaria, relleno en exéresis de quistes y apicectomias, elevacion de
seno maxilar, aumento de cresta 0sea y tratamiento de perimplantitis. (Jones 2013). Este
material también se ha utilizado en pastas dentales para disminuir la sensibilidad (Wang y cols.
2011). En estos productos las particulas de VB 45S5 aparecen con el nombre de la tecnologia
Novamine®. Las particulas Novamin presentan un tamafio micrométrico de 18 um, y se ha
evidenciado que estas particulas se adhieren a la dentina formando HCA, obliterando el tubulo
dentinario produciendo alivio del dolor (Gillam y cols. 2002). Como material restaurador
pudiese ser beneficioso la formacion de una capa de apatita en la interfase con el tejido
dentario; y el uso de particulas de menor tamafio podria acelerar o hacer mas eficiente la

formacién de la nueva fase de hidroxiapatita.

4. Nanoparticulas

Actualmente, gracias a nuevas técnicas de sintesis que ofrece la nanotecnologia es
posible crear nanoparticulas para el uso y formacion de biomateriales. Esto se hace con el fin
de explotar fendmenos y propiedades tanto fisicas, quimicas como bioldgicas en escala
nanométrica. Al disminuir el tamafio de las particulas, aumenta el area superficial, la rugosidad
y energia superficial del material, aumentando la velocidad de disolucion de las particulas en
productos iénicos. Segun las propiedades de superficie de un material se facilita la adsorcion
especifica de proteinas y la bioactividad celular para regular el comportamiento celular
(Mendonca y cols. 2008).

Para poder producir nanoparticulas se recurre a la técnica Sol-gel donde las dispersiones de
particulas coloidales (1-100nm de diametro) en un medio liquido se conoce como “soles” y un
gel es una red rigida compuesta de poros interconectados y cadenas de polimeros. La
formacion de una red 3D interconectada que forma el gel se basa en una constante y

simultanea hidrolisis y policondensacion graficada en la figura 2.
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Figura 2. Hidrdlisis y condensacion en proceso técnica sol-gel

El envejecimiento del gel se produce al reducir la porosidad debido al constante proceso de
policondensacion y re precipitacion de la red. El gel obtenido se seca mediante la eliminacion
del liquido sometiéndolo a temperatura donde por consecuencia, se eliminan también los poros

formados por la red tridimensional aumentando la densidad de la red (Kaur y cols. 2015).

4.1 Nanopatrticulas de vidrio bioactivo

El nUmero de &tomos influye directamente en el area de superficie aumentando a medida
gue el tamafio de las particulas disminuye (Sun 1998), lo cual incrementa su area de reaccion.
Particulas de tamafio nanométrico forman cristales mas pequefios que se disuelven mas
rapido que cristales de mayor tamafio de la misma composicion quimica, gracias a la
exposicion de mayor area superficial al ambiente biolégico y a un mayor nimero de defectos
presentes en la trama cristalina (Daculsi y cols. 1989;Suvorova y cols. 1998). Las particulas VB
micrométricas se preparan a altas temperaturas (1300-1450 °C), lo que implica la obtencion de

una estructura altamente cristalina, la cual es considerada insoluble en medio fisiol6gico (Kim
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y cols. 2000). En contraste, se pueden obtener nanoparticulas de VB utilizando temperaturas
de procesamiento relativamente bajas, a partir del método de precipitacion sol-gel
anteriormente descrito (Sanosh y cols. 2009). Controlando el tamafio de las particulas a escala
nanométrica, aumenta el area de superficie de contacto por lo que aumenta la disolucion de
particulas y su bioactividad (Ajita y cols. 2015). De este modo la incorporacion de
nanoparticulas de vidrio bioactivo a la matriz del cemento Biodentine™, podria mejorar su
bioactividad, particularmente su capacidad de inducir la formacion de hidroxiapatita cristalina

tipo dentinaria.

En este estudio se incorporaran nanoparticulas de vidrio bioactivo en el cemento Biodentine™
y se evaluara la bioactividad del material resultante mediante ensayos in vitro y utilizando un

modelo ex vivo.

HIPOTESIS.

La incorporacion de nanoparticulas de vidrio bioactivo (nBG) en Biodentine (BD),
mejora su capacidad para inducir la formacion de hidroxiapatita in vitro y permite la

formacién de prolongaciones minerales intratubulares en modelo ex vivo.

OBJETIVO GENERAL.
Evaluar la bioactividad del cemento Biodentine modificado con nanoparticulas de

vidrio bioactivo analizando su capacidad para inducir la formacién de hidroxiapatita in vitro y

la formacion de prolongaciones minerales intratubulares en un modelo ex vivo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.
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Objetivo 1: Preparar y caracterizar estructuralmente el nanocompésito nBG/BD.

Objetivo 2: Evaluar la capacidad de formacion de apatita de hanocompaésito nBG/Bd in

vitro en fluido fisiolégico simulado.

Objetivo 3. Evaluar la capacidad de formar prolongaciones intratubulares de

nanocompaosito nBG/Bd utilizando un modelo ex vivo

METODOLOGIA.
Estudio Cualitativo descriptivo
Materiales

Se utiliz6 Biodentine (BD) de la compafia Septodont (Saint Maur de Fossés, France). Se
usaron nanoparticulas de nBG (40-70nm) previamente sintetizadas por el método sol-gel
con la composicion molar: 58Si0,:40Ca0:5P,0s. Se usé también como material de
referencia vidrio ionomero GC Fuji IX en cépsulas (GIC; GC Corporation, Tokyo, Japan)

para analisis de caracterizacion y bioactividad in vitro.

1. Preparacion de cemento nanocompdésito.

El nanocompasito fue preparado con un 1% en contenido de la nanopatrticula, debido que
resultados preliminares indicaron que con este contenido se logran una mayor actividad
(Corral 2015). Para este proposito se afiadieron 7 mg de nBG, previamente pesados en una
balanza de precision RADWAG WT2000, a una capsula de Biodentine (BD; Septodont, Saint
Maur de Fossés, France,), luego fue mezclado en el amalgamador por 30 segundos.
Posteriormente se abrio la capsula y se vertieron 5 gotas de liquido BD siendo mezclado
segun instrucciones del fabricante. Posteriormente se prepararon discos de 7 mm de

diametro y 2,5 mm de espesor (n=3; BD y nanocompasito nBG/BD) aplicando el material en
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moldes de silicona de las dimensiones indicadas. Los discos se mantuvieron en estufa a 37
°C, 100% de humedad por 24 horas.

2. Caracterizacion estructural del material nanocompaosito.
2.1 Analisis por difracciéon de rayos X (DRX)

La caracterizacion de la estructura de BD y nBG/BD fueron evaluadas mediante difraccion
de rayos — X (DRX) Difractémetro D 5000 X-Ray (Siemens, Karlsruhe, Germany) usando
radiacion CuKa dentro de un rango 26 de 5 - 40 ° a una velocidad de escaneo de 1,2 ° / min.

Este tipo de andlisis permite identificar la estructura cristalina de un material.

2.2 Analisis por Espectroscopia Infrarroja (Attenuated Total Reflectance with Fourier

Transform Infrared Spectroscopy analysis)

Para completar la caracterizacion de utilizd también espectroscopia infrarroja con
transformadas de Fourier de reflactancia atenuada total ATR-FTIR Cary 630 Agilent
Technologies FTIR-ATR (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, USA). Se consider6 un
rango de longitud onda de 400-1600 cm™ para el ATR-FTIR. La técnica de Espectroscopia
de Infrarrojo permite la identificacién de grupos funcionales en un compuesto. Las moléculas
al estar expuestas a radiacion infrarroja, absorben la radiacion produciendo una vibracion
intramolecular con una frecuencia igual a la de la radiacién absorbida pero aumentada en
intensidad lo que genera sefiales con frecuencias especificas que corresponden a la

vibracion de un enlace en particular (Coates 2000).

3. Ensayos de bioactividad in vitro
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Los materiales preparados en la forma de discos, fueron mantenidos en contenedores

individuales con 50 mL de solucién fisiolégica simulada (SBF). La solucién de SBF fue

preparada 24 horas antes de ser utilizada, de acuerdo a la siguiente composicion:

Tabla 2. Cantidades de reactivos a utilizar en la preparacion de SBF

Reactivo SBF parallL
Agua destilada 750 mL
NacCl 7,996 g
NaHCO; 0,350 g
KCL 0,224 g
KoHPO4 0,179¢
MgCl, x 6 H20 0,305 ¢
HCL1M 40 mL
CacCl, 0,278 g
NaxSO4 0,071 g
(CH,OH)3;CNHx(Buffer Tris) 6,057 G
HCL para ajustar a pH 7,4

Las muestras fueron incubadas por 3 y 7 dias en un bafio termostatizado a 37 °C con

agitacion constante. Posterior a esto fueron secadas en estufa a 37°C por 24 horas.
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3.1 Andlisis por difraccion de rayos X (DRX)

La identificacién de los depdsitos de hidroxiapatita que se formaron luego de su inmersién

en SBF se analiz6 con DRX.

3.2 Andlisis por Espectroscopia Infrarroja (Attenuated Total Reflectance with Fourier

Transform Infrared Spectroscopy analysis)

Los depdsitos de hidroxiapatita formados en SBF se caracterizaron mediante espectroscopia
ATR-FTIR

3.3 Microscopia electrénica de barrido y microandlisis elemental.

De acuerdo al andlisis de los resultados de ATR-FTIR y de XRD se eligié6 un tiempo de
inmersibn en SBF en el cual se observaron mayores diferencias entre Biodentine y
nanocomposito NBG/BD para su evaluaciébn con microscopia electronica y andlisis de la
composicién quimica mediante espectropia de dispersiébn de energia de rayos-X (EDX)
acoplada al microscopio. Los discos inmersos en SBF fueron deshidratados y montados en
aluminio y recubiertos con oro. Las muestras se examinaron usando un equipo Vega 3 SB
(Tescan, Kohoutovice, Czech Republic) miscroscopia electronica de barrido con energia

dispersiva y espectroscopia de rayos X, Vega 3 SB (Tescan, Kohoutovice, Czech Republic).

Las imagenes de la superficie del material fueron captadas a 1000x y 3500x y el EDX de

areas representativas de las muestras a 3500x.

4. Evaluacion de bioactividad de nanocompasito ex vivo.
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4.1 Recoleccion de dientes.

Se recolectaron terceros molares humanos y fueron utilizados los que cumplieron los
siguientes criterios de inclusion: Dientes libres de caries, restauraciones y fracturas con
indicacién de exodoncia. Para la autorizacién por parte del paciente se le informé verbal y
por escrito, mediante un consentimiento informado previamente aprobado por el comité de
ética de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Inmediatamente después de
la extraccion, los molares fueron almacenados y mantenidos en formalina tamponada al 10%

por 7 dias, posterior a lo cual se mantuvieron en suero fisioldgico.

4.2 Preparacion de las muestras.

Los dientes fueron inmersos en timol al 0.5% por 24 horas para desinfeccion.
Posteriormente, se procedio a limpiar restos de tejido periodontal mediante curetas (Gracey
n°® 11-12 y 13-14 American Eagle USA). Los molares fueron conservados en suero
fisiologico.

Las raices de los molares se incluyeron en bloques de acrilico de autocurado. Para esto, se
confeccionaron matrices plasticas de dimensiones 1.5 x 1.5 cm y 1 cm de profundidad. Se
aislaron los moldes con vaselina liquida y se rellenaron las matrices con acrilico autocurable
marca Marché. Luego, se posicionaron los dientes en el acrilico dejando la corona anatomica
fuera de la inmersion, se esperd la polimerizacién, se retiraron y fueron nuevamente

almacenados en suero fisiologico.

Para obtener discos de dentina media de 2 mm de grosor, se utilizé la cortadora Isomet
Buehler (Ler Lakebuff IL, USA 1000 a 700 rpm, 500 gr de presién). Para esto se calibro el
corte a una distancia de 2.3 mm respecto al primer corte (considerando el grosor del disco
de diamante de 0.3 mm). Los cortes fueron realizados paralelos a la cara oclusal y durante
todo el proceso de corte los discos estuvieron hidratados con agua corriente como
refrigeracion. Para la estandarizacion de barro dentinario se utilizé lija de 600 granulos por
cm?, sobre una superficie plana, bajo agua corriente por 60 segundos. En la cara del disco

en que se realiz6 la estandarizacion de barro dentinario, se realiz6 grabado acido con acido
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ortofosférico al 37% por 20 segundos y posterior lavado de la superficie con agua destilada
por el doble del tiempo. La superficie fue secada con aire de jeringa triple a distancia de

manera de obtener una superficie hUmeda, no resecada.
Luego los discos fueron divididos en dos grupos:

Grupo BD: Se aplico Biodentine en la superficie del disco siguiendo las instrucciones del

fabricante para su mezclado (explicadas a continuacion).

Grupo nanocompa@sito nBG/BD: Se aplico Biodentine con 1% en peso de nanoparticulas de

vidrio bioactivo en la superficie del disco.

Los discos de dentina modificados con los materiales fueron sometidos al ensayo de
bioactividad en SBF de acuerdo a los procedimientos antes descritos por 10 dias, posterior a
esto, las muestras fueron mantenidas a 100°C por 24 horas y luego fracturadas
perpendicular a la interfase. Posteriormente, se ubicaron en la superficie de portamuestras
de aluminio con la ayuda de una cinta conductora adhesiva de carbono. Las muestras fueron
metalizadas con Sputter Coater SCG 050 y visualizadas en microscopio electronico de
barrido Top-Con SM 300.

La formacion de las prolongaciones minerales en los tdbulos dentinarios fue analizada

mediante microscopia SEM-EDX. SBF
x 10 dias
Grabado Aplicacion /@\ Fractura SEM
acido BD/nBG e ,

12 w—p

) @ .
Disco de \ﬁg_)@ o m
dentina Grabado Aplicacion | A

acido BD =

Figura 3. Esquema preparacion de muestras ex vivo

RESULTADOS
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1. Caracterizacion de los materiales DRX.

El analisis con DRX de BD, nBG/BD y VI se muestran en la Figura 4, la presencia de
multiples peaks muestra que BD y nBG/BD presentan una estructura cristalina a diferencia de

VI al ser un material amorfo no muestra ningun peak definido.

En el difractograma de BD se observan peaks definidos para el silicato de calcio, carbonato de
calcio, hidréxido de calcio y 6xido de zirconio (Camilleri 2013). En el caso del nBG/BD existen
peaks similares para los mismos compuestos pero de menor definicion. En cuanto a FTIR los
andlisis se muestran en el rango del espectro de 1200-450 cm™ (Figura 5). Se puede
observar, tanto para BD como nBG/BD, la existencia de bandas alrededor de 900 y 500cm™
que se correlacionan a las vibraciones internas de la estructura de silicato de BD (Camilleri
2013). Se identifican bandas a los 700 y 1420 cm™ gue corresponden a enlaces de la

estructura del carbonato de calcio.

« Oxido de zirconio Zn0:
= Carbonato de Calcio CaCQO;

nBG/BD % Silicato de Calcio Ca:Si0s
s Hidréxido de Calcio Ca(OH):

Intensidad Relativa (u.a.)

Vi

WWW%

26 (°)
Figura 4. Difractograma de BD, nBG/BD y VI a tiempo 0 (to)
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Figura 5. Espectros FTIR de BD, nBG/BD y VI atiempo O (to)

2. Bioactividad de nanocompoasito.

En la Figura 6 y 7 se observa el difractograma del andlisis de las muestras sumergidas
en SBF por 3 y 7 dias. Se muestra una disminucion en la intensidad de los peaks en las
muestras de BD y de nBG/BD, sin embargo a los 7 dias para BD se observa un peak a los
25.9 correspondiente al plano 002 de la estructura cristalina de hidroxiapatita (Martinez y
Esparza 2008). En el caso de nBG/BD este peak de apatita se hace mas evidente a los 3 dias

de inmersion en SBF. Para VI no se observa la aparicion de nuevos peaks.
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En el andlisis de FTIR en la Figura 8 y 9, se detecta la formacion de apatita por los tipos
vibracionales de los grupos PO, lo que se ve reflejado en bandas caracteristicas alrededor de
560, 600 y 1040 cm™. Después de 3 dias de inmersi6n en SBF no existen cambios
significativos para BD, sin embargo, ya existen peaks definidos para nBG/BD entre 560 y 600
cm™. Después de 7 dias hay una desaparicion progresiva de los componentes de la matriz de
nBG/BD y BD junto con un aumento en la intensidad de las bandas de apatita alrededor de
560, 600 y 1040 cm™. (Martinez y Esparza 2008)

BD
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Q
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[

S
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C
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Wavenumber (cm™)

Figura 8. Espectros FTIR de BD, nBG/BD y VI a 3 dias de inmersion en SBF (t3)
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Figura 8. Espectros FTIR BD, nBG/BD y VI luego de 7 dias de inmersién en SBF (t;)

Para verificar la formacion de apatita sobre la superficie se utilizo SEM/EDX. Se
seleccioné para el andlisis la muestra de 3 dias de inmersién en SBF en base a los analisis de
DRX y FTIR donde se observdé mayor diferencia entre nBG/BD y BD. En la figura 10 se
observa los depdsitos formados sobre la superficie nBG/BD (fig. 10.c fig 10.d) y BD (fig. 10.a;
fig.10.b), los que presentan morfologia globulares. En el caso de nBG/BD la capa formada
sobre la superficie se observa mas compacta o densa, caracteristicas de apatita inducida a
partir de vidrio bioactivo. A diferencia en BD los depdésitos se encuentran distribuidos de forma
dispersa y con menor tamafio. El analisis de la superficie con EDX muestra que la composicion
de los depodsitos minerales son en su mayoria calcio y fésforo junto a otros elementos en
pequefas cantidades. La capa mineral formada en nBG/BD muestra una relacion molar
Ca/P=1,94 cercana al valor estequiométrico tedrico de la hidroxiapatita (Ca/P=1,67) en
comparacion con BD cuyo valor fue de Ca/P=2,39.
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Figura 10. Imagenes SEM de BD (ay b), nBG/BD (cyd) y VI (e y f) a 3 dias de inmersion en SBF. EDX de BD

(b.1), EDX nBG/BD (d.1) y EDX VI (f.1).

24



3. Formacion de prolongaciones intratubulares ex vivo.

En la figura 11 se observan imagenes SEM de los discos de dentina fracturados
expuestos a BD y nBG/BD. En el disco de dentina expuesto a BD (fig. 11a y 11c), en la
interfase con el material se observa la presencia de una fase mineral principalmente en la
interface expuesta al material. Para el disco expuesto a nBG/BD (fig. 11b y fig. 11d) se observa
una abundante formacion mineral tanto en la interfase como hacia el interior, con
prolongaciones minerales intratubulares bien definidas. En la figura 12 se muestra el analisis
EDX de las prolongaciones minerales donde se observa importantes contenidos de calcio,
fosforo y silice.

x3,000 Spm

25 Mar 2015 25 Mar 2015

Figura 11. Imégenes SEM BD (ay ¢) y nBG/BD (b y d) a aumento de 2000x y 3000x en modelos ex vivo después

de 10 dias de inmersién en SBF.
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Figura 12. Espectro EDX de tag mineral formado en muestra nBG/BD en modelo ex vivo luego de 10 dias de

inmersion en SBF
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DISCUSION

Al modificar BD con particulas de vidrio bioactivo, estas aceleran la formacion de
hidroxiapatita in vitro y al aplicar el nanocompadsito a un modelo ex vivo promueve la formacion

de tags intratubulares en dentina.

La caracterizacion del nanocompdésito se realizé en base al analisis de DRX y FTIR. DRX
permite el andlisis de materiales con estructura cristalina, esta técnica se basa en identificar el
patron de difraccibn de rayos X de cada fase cristalina caracterizado por un set de peaks
caracteristicos con un angulo e intensidad especificos (Guven y cols. 2014). En el caso de BD
al ser un cemento en base a silicato tricalcico, tiene una estructura cristalina definida que
determina un patron especifico en el analisis DRX en contraste a lo que sucede con VI que al
poseer estructura amorfa no evidencia ningin peak (Camilleri 2013). En el caso de nBG/BD en
contraste a BD existe una disminucion en la intensidad de los peaks, ya que el BG tiene una
estructura amorfa que no produce reflexion de los rayos X por lo que al agregar nanoparticulas
a BD modifica su composicion cristalina. En cuanto a FTIR nBG/BD exhibe un patron de
bandas similares a BD alrededor de 900 y 500cm™ gue se correlacionan a las vibraciones
internas de la estructura de silicato de BD (Camilleri 2013), lo que muestra que al agregar

nanoparticulas de vidrio bioactivo, no altera la composicion quimica BD.

En las pruebas de bioactividad, los analisis muestran que nBG/BD produce depdsitos de
apatita sobre su superficie mas rapido que BD. Mediante los analisis DRX y FTIR se observo
qgue el material nBG/BD forma hidroxipatita cristalina a los 3 dias de inmersion SBF, lo cual no
fue detectado para el cemento BD, ya que este material requirié 7 dias para forma una apatita
de similar cristalinidad. Al observar las imagenes SEM, la morfologia de los depdsitos
minerales formados en nBG/BD estd de acuerdo con la morfologia caracteristica reportada
para hidroxiapatita inducida por vidrio bioactivo (Brauer 2015). Adicionalmente, la capa mineral
formada en nBG/BD muestra una relacion molar Ca/P=1,95 mas cercana a la razon
estequiométrica de la hidroxiapatita cristalina Caio(PO4)s(OH), (1.67) (Martinez y Esparza

2008) que la observada en los depdsitos minerales formados por BD Ca/P=2,39. Tomando en
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consideracion el analisis estructural, quimico y de composicion, el nanocompadsito nBD/BD
posee mejoradas propiedades bioactivas en comparacion con BD, considerando que es

capaz de inducir en menor tiempo la formacion de apatita cristalina.

La mejorada bioactividad de nBG/BD se explica por la incorporacion de nanoparticulas de
vidrio bioactivo a la matriz de BD. Se ha demostrado que los productos de disolucion del VB en
el SBF generan un pH y composicion quimica en el medio propicio para la formacion de
hidroxiapatita (Jones 2013). Se provoca un rapido intercambio de Na" y/o Ca” con H" desde la
solucion creando enlaces de silanol (Si-OH) en la superficie del VB, el pH de la solucién
aumenta y se forman zonas ricas en Silice en relacion a la superficie del VB. El aumento del
pH permite el ataque de grupos OH™ a la red de silice propia de VB dejando Si-OH en la
interfase VB-SBF. Estos grupos se condensan en la superficie de VB, generando una capa rica
en silice. La migracién de Ca®* y PO,% desde la solucién hacia la superficie de silice forma una
capa amorfa de CaO-P,0s la cual, luego de la incorporacién de hidroxilos y carbonatos, se
cristaliza permitiendo la formacién de hidroxiapatita (Jones 2013). Las nanoparticulas de vidrio
bioactivo al ser sintetizadas a través de la técnica sol-gel, la red de silice de VB es modificada
por H*, reduciendo la conectividad, disminuyendo el tiempo de disolucion y bioactividad (Lin
2009). La red de silice es menos compacta por lo que la liberacion de grupos Si-OH es mas
rapida para la formacion de HCA. Al tener particulas de tamafio nanomeétrico, aumenta el area
de superficie de contacto, aumentando también la disoluciébn de particulas y la
biomineralizacion (Ajita y cols. 2015). Esto podria explicar que al ser las particulas de tamafio
nanométrico en la matriz de BD la reaccion de biomineralizacién es mas rapida al tener mayor
superficie de contacto con SBF y por las caracteristicas propias de las nanoparticulas al ser
sintetizadas por la técnica sol-gel.

Estudios previos muestran una zona de “infiltraciéon mineral” en la interfase de Biodentine
y dentina, la cual es rica en calcio, fosfato y silice, aumenta al pasar de los dias (Han y OKkiji
2011). Biodentine al estar en contacto con la superficie dentinaria forma precipitados
intratubulares en dentina ricos en fosfato, silice y calcio lo que genera la formacion de
estructuras similares a tags intratubulares(Han y OKkiji 2013). Estos tags se forman en

consecuencia de un efecto caustico alcalino de la hidratacién de los silicatos de calcio lo que
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degrada el componente colagenoso y facilita la formacion de una estructura porosa que facilita
la permeabilidad a altas concentraciones de Ca, OH y COg3 lo que conlleva la mineralizacion de
esta zona (Atmeh y cols. 2012). En el presente estudio se evidencia la formacion de una
amplia zona de infiltracion mineral en el caso del modelo ex vivo con BD, sin embargo, al
analizar nBG/BD se evidencia la formacién de tags intratubulares en dentina lo que no se
observa en el caso de BD. Al analizar la composicion del tag podemos encontrar
principalmente calcio y fosforo lo que coincide con los elementos estructurales de la

hidroxiapatita.

Una de las pruebas ampliamente utilizada para probar bioactividad de un material es
exponerlo a fluido fisiolégico simulado (SBF), el cual corresponde a una solucién con
concentraciones iénicas similares a las del plasma de la sangre humana. Para que un material
sea bioactivo, debe generar una respuesta, formando hidroxiapatita. Se propuso que la
formacioén in vivo de apatita puede ser reproducida en un medio acelular con concentraciones
de iones similares a las del plasma humano (Kokubo y cols. 1990). Luego se llegé a la
conclusion de que un requerimiento esencial para que un material se una a un tejido
mineralizado (diente o hueso) en un organismo Vvivo es que este forme apatita en la superficie y
que in vivo la formacion de apatita pueda ser reproducida en SBF (Kokubo y Takadama 2006).
El material a probar, al estar sumergido en este medio, genera un intercambio iénico
precipitando hidroxiapatita en su superficie. La bioactividad de un material se puede predecir
examinando la formacion de apatita en su superficie (Kokubo 1991), no solo cualitativamente
sino que cuantitativamente también. Este tipo de prueba contribuye directamente a la
diminucién de experimentacién con animales lo que aporta positivamente y facilita el desarrollo

e investigacion de los nuevos materiales bioactivos.

Por otro lado, el VI es un cemento en base a agua que se utiliza como material
restaurador. Su reaccion es de acido-base que involucra la formacién de sales polialquenoato
como resultado del ataque acido al relleno de vidrio fluoroaluminosilicato (Atmeh y cols. 2012).
Este material se caracteriza por una constante liberacion de iones fluoruro al medio incluso por
largos periodos de tiempo lo que se asocia a una disminucién de la solubilidad en la estructura

del diente, y una disrupcién de la actividad bacteriana (Croll y Nicholson 2002). Partiendo de la
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base que es un material que tiene una naturaleza acida, es considerado un cemento
“autograbante” y que en dentina humeda genera un intercambio idnico en la interfase. En esta
zona de intercambio mineral se forman enlaces entre los grupos carboxilo del &acido
polialquenoico y el calcio de la hidroxiapatita del diente, junto a una difusion de iones fluoruro
(Farmer y cols. 2014) generando zonas de mineralizacion en la dentina peritubular (Atmeh y
cols. 2012). VI no forma hidroxiapatita, esto se explica por su mecanismo de accion
previamente descrito, al no ser un material bioactivo, no reacciona con el medio, por lo que es
esperable que no induzca la formacion de hidroxiapatita. Distinto a lo que ocurre con BD y
nBG/BD gue generan una zona de infiltracion mineral por una reaccion de bioactividad con el
fluido dentinario formando tags minerales en la dentina intratubular y provocando una difusion

de calcio y silicio desde el material a la dentina.

BD al ser modificado con nanoparticulas de vidrio bioactivo demostré que no afecta su
composicion quimica inicial, sin embargo, al evaluar su bioactividad se evidencia que genera
hidroxiapatita en su superficie con mayor rapidez que BD, esto podria implicar que su uso
como protector pulpodentinario de manera directa o indirecta, generaria cambios en la dentina
en menor tiempo que BD convencional. La formacién de tags intratubulares que se adjudica a
nBG/BD podria contribuir de manera directa en el sellado marginal si se decide utilizar como
restauracion temporal o permanente, ya que genera un contacto intimo con la dentina incluso
en situaciones donde el control de humedad no es posible, otorgando mayor tiempo de vida util
a la restauracion, esto podria probarse en futuros estudios. Las nanoparticulas de vidrio
bioactivo por si solas, estimulan la diferenciacién odontogénica y por ende la formacion de
dentina, por lo que a futuro podria utilizarse como reparador dentino-pulpar (Wang y cols.
2014). El presente estudio entrega conocimiento preliminares y bésicos para el posterior
desarrollo de cementos nanocompdsitos basados en nBG, considerando sus mejoradas

propiedades bioactivas in vitro en comparacion al actual material comercial.
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CONCLUSIONES

La modificacion de Biodentine con nBG no modifica su estructura quimica, conservando

la estructura cristalina caracteristica del cemento comercial.

e La incorporacion de nanoparticulas de vidrio bioactivo a Biodentine mejora la
bioactividad del cemento, permitiendo la formacion de una capa de hidroxiapatita sobre

la superficie a menor tiempo de inmersion en SBF.

e nBG/BD forma tags intratubulares en dentina lo que podria mejorar el sellado marginal
en restauraciones temporales/permanentes y permitir la remineralizacion de dentina en

recubrimientos indirectos.

Los resultados de este estudio podrian ser la base de futuras modificaciones del material
BD para mejorar sus propiedades bioactivas y por ende su rendimiento clinico como
material restaurador temporal/permanente, recubrimiento pulpar directo/indirecto y como

relleno endoddntico.
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