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1. LISTA DE ABREVIATURAS

ADN: Acido desoxiribonucleico

AIF: Factores inductores de apoptosis

APC: Aloficocianina

AU: Ambar Universal

BisGMA: Bisfenol glicidil metacrilato

CCCP: Carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona

DRA4: Receptor de muerte 4

FADD: Dominio de muerte asociado a Fas

FasL: Ligando de &cido graso sintetasa

FasR: Receptor de muerte de superficie celular Fas
HEMA: 2-Hidroxietilmetacrilato

IAP: Inhibidores de proteinas apoptoticas

IP: yoduro de propidio

10-MDP: 10-metacriloiloxidecil dihidrogenio fosfato
MPa: Megapascales

MTT: Bromuro de (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio
PB: Prime and Bond Universal

PENTA: Ester-fosfonato-penta-acrilato.

PVDF: Membrana de fluoruro de polivinilideno

ROS: Especies reactivas de oxigeno

SB: Single Bond Universal

TNF: Factor de Necrosis tumoral

TRADD: Dominio de muerte asociado a receptor TNF
TRAIL: Ligando inductor de apoptosis relacionado con TNF
TEGMA: Dimetacrilato de trietilenglicol

UDMA: Dimetacrilato de uretano

Z-VAD-FMK: Fluorometil cetona N-benciloxicarbonil-Val-Ala-Asp



2. RESUMEN

Se distinguen clasicamente dos tipos de muerte celular, desde una perspectiva
morfoldgica, biolégica y biomolecular: apoptosis y necrosis. La apoptosis se puede
definir como un proceso coordinado, dependiente de energia, que involucra la
activacion de un grupo de proteasas denominadas caspasas y una compleja
cascada de eventos que unen el estimulo inicial con la desaparicion definitiva de la
célula. Po otro lado, la necrosis es un proceso desordenado e independiente de
energia, que presenta cambios irreversibles en el nucleo celular (cariolisis) y

pérdida de la estructura citoplasmética.

Se ha descrito que los adhesivos dentales generan citotoxicidad y que ésta se
atribuiria a mondmeros residuales no incorporados en la red de polimero que
podrian difundir a través de los tubulos dentinarios y llegar al tejido pulpar
causando dafio y activando vias directamente relacionadas con el control de la
muerte celular. Si bien, el tipo de muerte que generan los adhesivos dentales ha
sido muy estudiada en adhesivos de lavado y grabado y autograbantes, la
informacion disponible en la literatura es escasa con respecto a la
citocompatibilidad de los adhesivos universales, los cuales tienen en su matriz

monoémeros diferentes a los otros sistemas adhesivos.

Para comprender los mecanismos que generan citotoxicidad causado por
adhesivos dentales universales se evaluaron tres sistemas adhesivos: Ambar
Universal, Single Bond Universal y Prime and Bond Universal a una concentracion
de 0.1% v/v en la linea celular Saos-2. Se evaluaron tres marcadores de apoptosis
después de 2-4-6 h de incubacién con los adhesivos: deteccion de fosfatidilserina
e yoduro de propidio mediante citometria de flujo, deteccion de caspasa 3 activada
por inmunoblot y evaluacion de la morfologia nuclear mediante microscopia de
fluorescencia. La citotoxicidad de los adhesivos se determiné después de 24 h de
incubacion por ensayo MTT, en ausencia o presencia del inhibidor de apoptosis Z-
VAD-FMK. Se observG un mayor porcentaje de células en apoptosis temprana
mediante citometria de flujo con el adhesivo Single Bond Universal, mientras que
los adhesivos Ambar Universal y Prime and Bond Universal mostraron un aumento

significativo de la muerte por necrosis. Solo el adhesivo Single Bond Universal
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mostré un aumento significativo de caspasa 3 activada en comparacion con el
control. La evaluacion de imagenes de inmunofluorescencia mostré nucleos
celulares compatibles con apoptosis para el adhesivo Single Bond Universal,
mientras que los adhesivos Ambar Universal y Prime and Bond Universal
presentaron nudcleos de tipo necrético. La prueba de MTT indicé que los tres
adhesivos redujeron significativamente la viabilidad celular: Single Bond Universal
(47,9%), Ambar Universal y Prime and Bond Universal (0%); el inhibidor de
apoptosis Z-VAD-PMK combinado con el adhesivo Single Bond Universal aumento

significativamente la viabilidad de un 47,9 % a 79,8%.

Conocer los mecanismos moleculares relacionados con la muerte celular inducida
por adhesivos dentales abre paso a proponer futuras estrategias farmacolégicas que

contrarresten tales efectos nocivos.

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los adhesivos dentales son materiales que se utilizan en la clinica odontologica
con el objetivo de adherir materiales de obturacion a las preparaciones cavitarias,
y ademas lograr restauraciones de mayor duracién, menor filtracion marginal,
mayor conservacion del tejido sano, obliteracion de la estructura tubular dentinaria
y disminucion de la sensibilidad post operatoria. Han sido utilizados a diario en la
consulta dental y con los aflos numerosos fabricantes han simplificado los pasos
en su aplicacion y maximizado sus indicaciones. Una de las novedades mas
recientes ha sido la introduccion de adhesivos universales en la practica clinica.
Estos nuevos productos se conocen como "multimodo” o adhesivos "multiuso”
porque pueden ser utilizados como adhesivos autograbables, de grabado y
lavado, o como adhesivos autograbables sobre dentina con grabado selectivo en
esmalte. Esta diversidad de aplicaciones ha masificado su uso en la practica
dental. En estos nuevos sistemas universales se han agregado nuevos
componentes que proporcionan estas indicaciones y aplicaciones mas amplias,

pero la informacion disponible en la literatura es escasa con respecto a su
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citocompatibilidad. Ademas un parametro importante que se debe considerar es
gue los pocos estudios in vitro que existen en cuanto a citotoxicidad y mecanismos
de muerte celular que generan los adhesivos universales se han realizado en
lineas celulares que no derivan de tejidos humanos, lo cual no aproxima sus
resultados a las condiciones clinicas. Para conocer mejor los mecanismos que
generan citotoxicidad causado por este tipo de adhesivos, es fundamental
determinar qué tipo de muerte producen y por ello, esta tesis se enfocd en la
evaluacion de marcadores de apoptosis en la linea celular de osteosarcoma Saos-
2 de origen humano, ya que los osteoblastos se encuentran en los tejidos
periapicales y representa un buen modelo para la evaluacion de mecanismos de

muerte celular.

4. MARCO TEORICO

4.1 Mecanismos de muerte celular: Generalidades

Se distinguen clasicamente dos tipos de muerte celular, desde una perspectiva
morfolégica, biolégica y biomolecular: apoptosis y necrosis. La apoptosis se puede
definir como un proceso coordinado, dependiente de energia, que involucra la
activacion de un grupo de proteasas denominadas caspasas y una compleja
cascada de eventos que unen el estimulo inicial con la desaparicion definitiva de la
célula (Elmore, 2007). La apoptosis, como un proceso activo, se estimula por
sefiales de desarrollo o factores ambientales; se caracteriza por cambios en la
morfologia celular que incluyen condensacion de cromatina, fragmentacion
nuclear, redondeo y contraccion celular, y formacion de cuerpos apoptoticos. (El-
kholany y cols., 2012). Se ha reportado que el tiempo que le toma a una célula en
llevar a cabo este proceso depende del tipo celular y las caracteristicas de

activacion, pero en promedio es de 2 a 3 horas (Elmore, 2007).
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El segundo tipo de muerte celular es la necrosis, un proceso desordenado e
independiente de energia, que presenta cambios irreversibles en el ndcleo celular
(caridlisis) y pérdida de la estructura citoplasmatica. Ademas hay una clara
disfuncion en las mitocondrias y aumento en el volumen celular, desencadenando
citolisis y liberando el material citoplasmatico hacia el exterior de la célula. Por
este motivo, la necrosis generalmente induce fenotipos inflamatorios y mucho

dafio circundante en los tejidos afectados (Martinez, 2009).

La muerte celular inducida por apoptosis 0 necrosis en un determinado tipo celular
se puede caracterizar de acuerdo a cambios celulares en su estructura
(fragmentacion nuclear, contraccion celular, etc.), o por aumento de los niveles o

activacion de marcadores moleculares especificos.

4.2 Mecanismos celulares y moleculares de la apoptosis.

Se describen dos tipos principales de via de iniciacion apoptética: extrinseca e
intrinseca (Figura 1). Elmore (2007) reporta adicionalmente la via mediada por el
sistema Perforina / Granzima, que se presenta en linfocitos T citotoxicos. La via
de sefalizacion extrinseca que inicia apoptosis se denomind asi ya que involucra
interacciones mediadas por receptores transmembrana; se ha descrito que esta
via es iniciada por unién de: 1) TNF (Factor de Necrosis tumoral) a TNF receptor;
2) el TRAIL (en inglés: TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand) a los receptores
DR4 (en inglés: Death Receptor-4) y DR5 o 3) FasL (en inglés: Fatty acid
synthetase Ligand) al receptor FasR. Estas asociaciones reclutan moléculas
adaptadoras como FADD (del inglés: Fas-Associated Death Domain) o TRADD
(del inglés: TNF Receptor-Associated Death Domain), las cuales activan caspasas
iniciadoras 8 y 10 y finalmente se da la activacién de caspasas ejecutoras 3,6y 7,

culminando en un fenotipo celular apoptoético (Martinez, 2009).
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Figura 1. Representacién esquematica de vias de sefializacion celular extrinseca e
intrinseca (Sarvothaman y cols., 2015).

En la cascada de sefalizacion intrinseca se ha reportado una serie de estimulos
intracelulares, especificamente en la mitocondria, que causan cambios
estructurales en la membrana mitocondrial, por apertura de poros de transicion y
alteracion del potencial transmembrana, lo que conlleva a una liberacién hacia el
citosol de sustancias pro-apoptoticas que en estado normal permanecen dentro
del espacio intermembranal (Elmore, 2007). Estos componentes liberados
corresponden a citocromo c, proteinas Smac/Diablo y HtrA2/Omi. La liberacion de
citocromo c activa la proteina Apaf-1 y la procaspasa-9, estableciendo un complejo
proteico denominado “apoptosoma”, que activa la caspasa-3, iniciando la via
efectora de apoptosis. Las proteinas Smac/Diablo y HtrA2/Omi promueven
apoptosis por inhibicion de IAP (inhibidores de proteinas apoptoticas) como clAP1,
clAP2 y XIAP. También se liberarian desde la mitocondria factores inductores de
apoptosis (AIF), endonucelasa G y DNasa activada por caspasas (CAD). Estos
ultimos se liberan hacia el citosol, entran en el ndcleo y fragmentan el ADN
(Elmore, 2007). La degradacién de ADN por endonucleasas dependientes de Ca?*
y Mg? generan fragmentos de 180 a 200 pares de bases; este patrén de

fragmentos es altamente especifico, y es un factor muy claro que diferencia

12



operacionalmente este tipo de muerte celular programada con la necrosis, la cual
no presenta patron de degradacion ni especificidad en los tamafios de los
fragmentos (Elmore, 2007)

Las proteinas reguladoras de los cambios estructurales en la membrana
mitocondrial son de la familia Bcl-2, cuya funcién puede ser apoptética o anti-
apoptotica, quienes a su vez son controladas por la proteina supresora de tumores
p53. Las proteinas anti-apoptéticas incluyen Bcl-2, Bcl-x, Bcl-XL, Bcl-XS, Bcl-w,
BAG. Algunas de las proteinas pro-apoptoéticas incluyen Bcl-10, Bax, Bak, Bid,
Bad, Bim, Bik, y BIk. Estas proteinas pueden ser detectadas como un referente de
gran confianza de la activacion del proceso apoptotico (Elmore, 2007).

La translocacion de fosfatidilserina desde la cara interna a la cara externa de la
membrana plasmatica es caracteristica en células apoptoticas. Esto permite el
reconocimiento de estos cuerpos apoptéticos por células fagociticas que secretan
citoquinas e inhiben la inflamacion. Este fenébmeno es un biomarcador efectivo

para la deteccidn de una célula apoptoética (Martinez, 2009).

4.3 Sistemas adhesivos dentales

Los sistemas adhesivos dentales son materiales que se utilizan en la clinica
odontoldgica con el objetivo de lograr restauraciones de mayor duracion, menor
filtracion marginal, mayor conservacion del tejido sano, obliteracion de la
estructura tubular dentinaria y disminucion de la sensibilidad postoperatoria
(Mantelline y cols., 2003).

El desarrollo de los sistemas adhesivos ha generado sucesivamente varias
generaciones de ellos con el objetivo de ir superando sus distintas limitaciones. La
primera generacion de adhesivos no poseia adhesion quimica a la dentina y su
fuerza de union era muy baja (1-3 megapascales, MPa), dando muy pobres
resultados clinicos (Sofan y cols., 2017). Los sistemas adhesivos dentales
pertenecientes a la segunda generacion llegaron a alcanzar los 4-5 MPa.
Aparecen posteriormente los sistemas adhesivos dentales de tercera generacion
los cuales destacan por la incorporacion de monomeros hidréfilos, principalmente

el 2-Hidroxietiimetacrilato (HEMA); esto permiti6 mejorar los niveles de adhesion
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hasta llegar a los 10 MPa. Los sistemas adhesivos de cuarta generacion aparecen
en 1990 con la incorporacion novedosa de una sustancia promotora de la
adhesion llamada “primers”. Los materiales de cuarta generacion fueron los
primeros en lograr la eliminacion completa de la capa residual o barro dentinario
(smear layer), y todavia se les considera como la técnica de referencia (gold
standard) en adhesivos. La resistencia de enlace para estos adhesivos es del
rango de 20 MPa (Sofan y cols., 2017). A mediados de los noventa, se incorpora
la idea del grabado total y aparecen los adhesivos de quinta generacion que
conllevan el acondicionamiento acido no solo de esmalte sino también de la
dentina llegando a lograr una adhesion del orden de los 25- 30 MPa. Con
posterioridad se han desarrollado sistemas adhesivos dentales de sexta y séptima
generacion gue tienden a simplificar su instrumentacion (Sofan y cols., 2017).

Otro método de clasificacion de los sistemas adhesivos actuales es segun la
estrategia de union, encontrando adhesivos de grabado y lavado, y adhesivos de
autograbado (Van Meerbeek vy cols., 2003). Los adhesivos de autograbado son
clasificados basado en el nUmero de pasos de su aplicacién clinica en: adhesivos

de un paso o de dos pasos (Giannini y cols., 2015).

Una de las novedades mas recientes fue la introduccién de adhesivos universales,
que se han utilizado desde 2011 en la practica clinica. Estos nuevos productos se
conocen como "multimodo™ o "multiuso” porque pueden ser utilizados como
adhesivos autograbables, de grabado y lavado, o como adhesivos autograbables
sobre dentina y de grabado-lavado sobre esmalte, técnica comiunmente referida

como "grabado selectivo del esmalte” (Perdigao y Swift 2015).

La formulacion quimica de los sistemas adhesivos generalmente comprende
monomeros con grupos hidrofilicos e hidrofébicos tales como: bisfenol glicidil
metacrilato(BisGMA), hidroxietilemetacrilato (HEMA), dimetacrilato de trietilenglicol
(TEGDMA) o dimetacrilato de uretano (UDMA), ademas de iniciadores,
estabilizantes, solventes y rellenos inorganicos. A pesar de las similitudes entre
adhesivos, la composicion de un adhesivo universal difiere de otros sistemas por
la incorporacion de monomeros de fosfato que se unen ionicamente al calcio

encontrado en la hidroxiapatita. Por ejemplo, el 10-metacriloiloxidecil fosfato
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dihidrogenado (10-MDP) es un monomero hidrofilico con propiedades de grabado
suave que permite utilizar un adhesivo universal con cualquier técnica de grabado,
Ademas, algunos adhesivos universales pueden contener silano en su
formulacion, para eliminar la silanizacion cuando se utiliza con coronas ceramicas
(Sofan y cols., 2017).

4.4 Sistemas adhesivos dentales y citotoxicidad

Muchos de los materiales dentales usados a diario en la consulta dental pueden
generar citotoxicidad, tales como: resinas adhesivas, aleaciones metalicas, entre
otros. Por ejemplo, se han evaluado 4 aleaciones metalicas en la linea celular
L929, encontrando que 3 de los materiales metalicos investigados mostraron

propiedades citotoxicas (Pan y cols., 2017).

A pesar de todas las ventajas que han proporcionado los adhesivos dentales,
diversos autores han demostrado que sus componentes pueden ser citotdxicos. La
citotoxicidad de los adhesivos dentales se atribuye a componentes de su
formulacion, que corresponden a mondémeros residuales no incorporados en la red
de polimero que podrian difundir a través de los tabulos dentinarios y llegar al
tejido pulpar causando dafio. Se ha evaluado la citotoxicidad de constituyentes de
adhesivos dentales en fibroblastos de ratones después de 24 y 72 h de
exposicién, obteniendo el siguiente ranking de toxicidad: Bis-GMA> UDMA>
TEGDMA> HEMA (Ratanasathien y cols., 1995). Este resultado de clasificacion
citotoxica de mondémeros dentales también se ha registrado en lineas celulares
humanas tipo osteoblastos: MG-63, Saos-2 y hFOBs (Kraus y cols., 2017). El
monomero BisGMA disminuye la viabilidad celular, de manera dosis y tiempo
dependiente en cultivos de fibroblastos humanos (Cohn y cols., 2005).
Concentraciones minimamente téxicas de 10-MDP promueven una respuesta
inflamatoria y suprimen la diferenciacibn odontoblastica de células pulpares
dentales humanas (Kim y cols., 2015). También se ha evaluado la citotoxicidad de
diversos sistemas de adhesivos en la linea celular de fibroblastos de raton L929,

encontrando que todos presentan toxicidad pero en distinto grado, atribuyéndolo a
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los diferentes tipos de mondémeros que presentan (Cortés y cols., 2017; Gurpinar y
cols., 2006). En sistemas de grabado y lavado, autograbantes y universales, se ha
demostrado que reducen significativamente el metabolismo celular de la linea
celular de fibroblastos de raton L929, independientemente del tiempo de
polimerizacion, el periodo de almacenamiento y el sistema adhesivo (Elias y cols.,
2015.). En otro trabajo, se evaluaron diversos sistemas adhesivos (grabado y
lavado, autograbante y universal), encontrando que todos reducen la viabilidad
celular en la linea celular de fibroblastos 3T3 y que los adhesivos universales no
presentan una mayor citotoxicidad comparado con los otros sistemas (Pupo y
cols., 2017).

Recientemente se demostré6 que dos adhesivos universales: Ambar Universal y
Prime and Bond Universal, evaluados a distintas concentraciones (1, 0.1 y 0.01 %
v/v) durante 24 h, presentan citotoxicidad en células tipo-osteoblasto Saos-2
obteniendo viabilidades menores al 40% con la concentracién 0.1 v/v y cercanas a

0% con la concentracion 1 v/v (Gutiérrez y cols., 2019).

La muerte celular causada por los sistemas adhesivos estaria directamente
relacionada con el tipo y la cantidad de monomero liberado. Los mondémeros
residuales libres son capaces de cambiar el microambiente celular por estrés
oxidativo, ya que son capaces de inducir la formacion de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y reducir la cantidad de antioxidantes como el glutatiébn, que
conduce a un desequilibrio oxidativo; por lo tanto, un aumento en los niveles de
ROS actuaria como una sefial para la activacion de vias directamente

relacionadas con el control de la muerte celular (Elias y cols., 2015).

4.5 Sistemas adhesivos y Apoptosis

En numerosos estudios se ha descrito que los mondmeros ejercen citotoxicidad a
través de una via principal: la apoptosis. EI monédmero HEMA genera estrés
oxidativo al aumentar la formacion de ROS, dafio a nivel del ADN y finalmente
muerte via apoptosis (Gallorini y cols., 2014). La apoptosis inducida por
monomeros es una respuesta celular a niveles de ROS que exceden la capacidad
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de las células para mantener la homeostasis redox y compuestos como el
TEGDMA y HEMA son citotoxicos (via apoptosis), inducen efectos genotoxicos y
retrasan el ciclo celular (Krifka y cols., 2012). Tres tipos de adhesivos dentales de
autograbado generan distintas tasas de apoptosis en una linea celular de
odontoblastos de ratén (El-kholany y cols., 2012). En un trabajo realizado con
células pulpares de ratdn, se concluy6 que el adhesivo utilizado induce apoptosis y
no necrosis; y la mayoria de las células que no eran apoptéticas presentaron
detencion del ciclo celular (Mantelline y cols., 2003). Se han evaluado los efectos
citotoxicos de adhesivos de autograbado de un solo paso, encontrando que todos
los adhesivos reducen la viabilidad en cultivos de odontoblastos de ratdn,
preferentemente por apoptosis (Lee y cols., 2016).

Para conocer mejor los mecanismos que generan citotoxicidad causado por los
adhesivos universales es fundamental determinar qué tipo de muerte producen.
Se sabe que el tipo y cantidad de monémeros que poseen en su composicion esta
relacionado con la citotoxicidad, pero la informacién es escasa con respecto a
adhesivos universales. En virtud de esto, el presente trabajo buscé evaluar 3
adhesivos universales que comparten en su formulacién el compuesto 10-MDP,
pero difieren en los otros mondmeros que los componen. Los adhesivos elegidos
fueron: Ambar Universal (FGM), el cual contiene 10-MDP, UDMA, HEMA; Single
Bond Universal (3M ESPE) posee 10-MDP, HEMA, Bis-GMA y Prime and Bond
Universal (Dentsply Sirona) tiene 10-MDP y PENTA. Se evaluaron diferentes
marcadores de apoptosis buscando conocer los mecanismos relacionados con la

muerte celular inducida por estos adhesivos.
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5. HIPOTESIS.

Los adhesivos dentales universales Ambar Universal, Single Bond
Universal y Prime and Bond Universal promueven muerte celular de células Saos-

2 via apoptosis.

6. OBJETIVO GENERAL.

Determinar si los adhesivos dentales universales Ambar Universal, Single Bond
Universal y Prime and Bond Universal inducen la muerte de células Saos-2 por

apoptosis.

7. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

7.1.- Determinar si los adhesivos dentales universales Ambar Universal, Single
Bond Universal y Prime and Bond Universal inducen marcadores de apoptosis

en células Saos-2.

Actividades:
- Determinar la exposicion de fosfatidilserina por citometria de flujo.
- Evaluar los niveles de Caspasa 3 activada por inmunoblot.
- Analizar la condensacion de cromatina y fragmentacién nuclear por

microscopia de fluorescencia.

7.2.-Determinar si la muerte de células Saos-2 inducida por adhesivos dentales
universales Ambar Universal, Single Bond Universal y Prime and Bond Universal

ocurre por apoptosis

- Comparar la citotoxicidad de los adhesivos dentales universales (ensayos
MTT) en células Saos-2 en presencia 0 ausencia del inhibidor

farmacoldgico de apoptosis Z-VAD-FMK.
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8. METODOLOGIA.

8.1.- Tipo de estudio

Estudio experimental in vitro

8.2.- Materiales y métodos

a) Cultivo celular

La linea celular tipo-osteoblasto Saos-2 (ATCC® HTB-85™), se cultivd en el
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; Thermo Fisher Scientific, Dreieich,
Germany) suplementado con suero fetal bovino 10% (FBS; Thermo Fisher
Scientific) y una soluciéon de penicilina-estreptomicina al 1% (Thermo Fisher
Scientific), a 37° C en una atmadsfera humidificada con 5% de CO;, en 95% de aire.
El medio se cambié cada 2-3 dias. Después de alcanzar la confluencia, las células
se lavaron con solucion salina tamponada con fosfato (PBS: NaCl 150 mM; KCL
2,7 mM; Na;HPO, 10 mM; KH,PO, 1,8 mM; pH 7.2) y se separaron de los
recipientes de cultivo mediante un breve tratamiento con tripsina al 0,05% durante
5 min (Gutiérrez y cols., 2019). Las células fueron contadas en cémara de
Neubauer por exclusion de azul de tripan, y re-sembradas en el nimero adecuado

para cada experimento.

b) Adhesivos

Se evaluaron 3 sistemas adhesivos universales: Ambar Universal (AU), Single
Bond Universal (SB) y Prime and Bond Universal (PB) cuyas composicién se
muestra en la Tabla 1. Cada material testeado fue diluido en agua destilada
autoclavada y luego agregado directamente al medio de cultivo celular llegando a
una dilucion final de 0.1 % v/v. Esta concentracion ha demostrado ser citotoxica en

la linea celular Saos-2 (Gutiérrez y cols., 2019).
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Nombre comercial Fabricante Ingrediente Activo Otros ingredientes
Ambar Universal FGM 10-MDP, mondémeros Relleno inorganico
metacrilatos (UDMA, (nanoparticulas de
HEMA) fotoiniciadores, co- | silica) y solvente
iniciadores, estabilizantes. | (etanol).
Single Bond 3M 10-MDP, HEMA, Bis-GMA, | Relleno inorganico
Universal Decametileno dimetacrilato, | (silica tratada con
1,10-Decanodiol fosfato silano), solvente
metacrilato, Copolimero de | (etanol), agua
acrilico y &cido itacénico,
Caforquinona, N-
Dimetilbenzocaina
Prime and Bond Dentsply 10-MDP, PENTA, Acido Isopropanol Agua,
Universal _ fosférico modificado con | Iniciadores,
Sirona acrilato de resina, Estabilizante
Acrilato multifuncionales,
Acrilato bifuncionales,
Acrilatos acidicos.

Tabla 1. Adhesivos dentales universales.
Descripcién de los adhesivos universales utilizados en este estudio. Se detalla fabricante y su
composicién.

c) Estimulacion celular

Las células se incubaron con los diferentes adhesivos universales por distintos
tiempos (2h-4h-6h) para evaluar marcadores moleculares de apoptosis y por 24 h
para evaluar citotoxicidad. Como control negativo se utilizé sélo medio de cultivo y
como control positivo de apoptosis se usé carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona
(CCCP). Se realizé una curva de concentracion CCCP/viabilidad para determinar
la concentracion a usar en los ensayos (Figura 2), se optd por la concentracion
300 pM, que reducia en un 80% la viabilidad celular. Para los ensayos de
inhibicion de apoptosis, se utilizd el inhibidor general de caspasas Fluorometil
cetona N-benciloxicarbonil-Val-Ala-Asp (Z-VAD-FMK) a una concentracion de 100
UM. Esta concentracion ha sido utilizada en células Saos-2 en trabajos previos
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para inhibir apoptosis (Hunter y cols., 2001; Pucci y cols., 1999). El inhibidor de
caspasas fue aplicado 4 h antes de la estimulacion celular con los adhesivos,
como lo realizado en el trabajo de Zeng y cols., 2013.

100 A
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40 A
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Viabilidad celular (%)

NG o &
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Figura 2. Efecto citotéxico de CCCP en células Saos-2; curva concentracion-respuesta.
Células Saos-2 se incubaron durante 24 h con diferentes concentraciones de CCCP. Se utiliz6 el
método MTT para registrar la viabilidad celular. Los resultados se expresan respecto de células
tratadas solo con medio de cultivo (n=1).

d) Deteccion de la exposicién de fosfatidilserina por tincién con anexina V

Se sembraron 500.000 células por pocillo en placas de 35 mm, se dejaron por 24
h para su adherencia y crecimiento. Posteriormente, las células se incubaron por
2-6 h en presencia o ausencia de los diferentes adhesivos universales. Una vez
terminado el experimento se descarto el medio de cultivo. Se agregdé 1 mL de PBS
2% FBS. Se rasparon los pocillos y los extractos recolectados se centrifugaron a
2138 g durante 5 min. Se descarto el sobrenadante y se resuspendieron en buffer
de uniéon a anexina V (Hepes 10 mM, NaCl 140 mM, CaCl, 2,5 mM, pH = 7,4) a
una concentracién de 1x10° células x ml™. Las células fueron marcadas con los

siguientes fluorocromos para determinar cambios asociados a la apoptosis: yoduro
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de propidio, IP (10 ug x ml?, Sigma-Aldrich) para evaluar la integridad de la
membrana plasmaética y anexina V-APC (1 ug x ml™, Molecular Probes-Invitrogen)
para la evaluacion de la exposicion de fosfatidilserina.

Se agregaron 5 pL del kit Anexina V-APC y 1 uL de yoduro de propidio a 100 pL
de suspension y se incubd a temperatura ambiente por 30 min en oscuridad.
Luego se agregaron 400 pL de buffer de union. Posteriormente se centrifugaron a
2138 g por 5 min, se descarto sobrenadante y se resuspendieron en 200 pL de
buffer FACS (PBS, 5 % v/v BSA, EDTA 2 mM, NaN3 2 mM), se transfirieron a
tubos de citometria y se leyeron dentro de los 30 min siguientes. Las muestras se
analizaron en un citbmetro FACS Calibur BD (USA) y se registraron 10.000
eventos para cada una de ellas, como lo sugiere el protocolo de Crowley y cols.,
2016. Los resultados se analizaron con el software FlowJo version 7.6.1. Se
consideraron células vivas aquellas negativas para la tincién con IP y Anexina V;
células en apoptosis temprana las positivas para Anexina V y negativas para IP;
células en apoptosis tardia aquellas positivas para Anexina V e IP; células

necroticas aquellas negativas para Anexina V pero positivas para IP (Figura 3).
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Figura 3. Diagrama de citometria de flujo.

Representacion simultanea de dos parametros medibles a través de citometria de flujo Eje X
representa el valor de la sefial de Anexina V; eje Y representa el valor de la sefial de yoduro de
propidio (IP).
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e) Deteccion de activacion de Caspasa 3

Se sembraron 200.000 células por pocillo en placas de 35 mm. Se estimularon en
ausencia o presencia de diferentes adhesivos universales por distintos tiempos (2-
4-6h) 6 con CCCP 300 uM. Una vez terminado el experimento, las células fueron
lavadas 3 veces con PBS y posteriormente homogenizadas con tampén de lisis
RIPA (Tris 50 mM, NaCl 150 mM, desoxicolato de sodio 0,25 %, NP-40 1%, SDS
0,1%, EDTA 1mM, EGTA 1mM, pH 7,4) suplementado con inhibidores de
proteasas (PMSF 1mM, AEBSF, Aprotinina, Bestatina, E-64, Leupeptina y
Pepstatina). Los extractos recolectados se sonicaron por 3 min, se incubaron por
30 min en hielo, y luego se centrifugaron a 14254 g por 10 min a 4°C en una
Microcentrifuga Hettich Mikro 200. La concentracibn de proteina de los
sobrenadantes se determiné con Coomassie PlusTM Protein Assay (Thermo
Fisher) usando albumina bovina como estandar. Se utilizaron 50 pug de proteinas
de cada lisado y se resuspendieron en buffer de carga (Glicerol 40%, [3-
mercaptoetanol, SDS 10%, Tris, Azul Bromofenol, pH 6.8). Se resolvieron por
electroforesis desnaturante en geles de poliacrilamida al 12% a 90 V por dos 2 h.
Las proteinas fueron luego transferidas a membranas de PVDF (Di-fluoruro de
polivinilideno) a 30 mA durante toda la noche. Las membranas se bloquearon con
leche descremada al 5% por 1 h, posteriormente fueron incubadas en la presencia
del anticuerpo primario Anti-Caspasa 3 activada (#9661, Cell Signaling) durante
toda la noche a 4°C. Después de ser lavadas 3 veces con tampoén TTBS (TBS
20X, Tween 20) por 10 min, se incubaron con el anticuerpo secundario anti-lgG de
conejo acoplado a peroxidasa de rabano, 1h a temperatura ambiente, y se lavaron
3 veces con tampén TTBS por 10 min. La visualizacibn de la marca
qguimioluminiscente se realizo con el kit Rapid StepTM ECL Reagent (Calbiochem)
en el equipo Amersham Imager 600 RGB (GE Healthcare Life Sciences). La
intensidad de las bandas se determind por densitometria con el programa Image J
version 2.0.0 (National Institute of Health, NIH, EE.UU). La deteccién de la

proteina Tubulina se us6é como control de carga de los geles.
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f) Microscopia de Fluorescencia.

Se sembraron 20.000 células en cubreobjetos de vidrio (12 mm). Se estimularon
en ausencia o presencia de los diferentes adhesivos universales por distintos
tiempos (2-4-6h). Una vez terminada la estimulacion se descarté el medio de
cultivo y se realizaron dos lavados suaves con 500 pL de PBS por 2 min. Se fijaron
con 500 pL de paraformaldehido al 4% v/iv en PBS durante 30 min.
Posteriormente, las muestras se lavaron con PBS. Se agregaron 500 pL de Glicina
100 mM y se incubaron durante 5-10 min a temperatura ambiente. Se lavé con
500 puL de PBS dos veces por 2 min. Posteriormente se permeabilizaron las
células con 300 pL de PBS-Triton X100 0.1% por 10 min a temperatura ambiente y
se lavd con 500 pL de PBS dos veces por 2 min. Se incub6 con una solucion de
Hoechst 33342 (ThermoFischer, EEUU) 10 pg/mL en PBS, en oscuridad por 30
min. Luego las células se lavaron nuevamente con 500 pL de PBS dos veces por 2
min y el montaje se realizdé con el reactivo anti-fading Dako (Dako, Dinamarca).
Las imagenes fueron obtenidas con el microscopio de epifluorescencia Nikon TiE
(objetivos de 40X y 60X) y se analizaron con el software Image J version 2.0.0
(National Institute of Health, NIH, EE.UU). Se utiliz6 el protocolo de Crowley y

cols., (2018) para la categorizaciéon de los nucleos.

g) Ensayo de citotoxicidad

El ensayo se realizé en una placa de 96 pocillos en triplicado. Se sembraron
10.000 ceélulas por pocillo en un volumen final de 100 pL. Después de 24 h las
células fueron tratadas en presencia o ausencia de los distintos adhesivos. Se
utilizé Z-VAD-FMK como bloqueador general del proceso de apoptosis (4 h antes
y durante los adhesivos). Se incubd a 37°C en una atmdsfera humidificada con 5%
de CO; en 95% de aire. Se repitid el experimento por al menos 3 veces. Se
determind la viabilidad celular con el kit Vybrant® MTT Cell Proliferation Assay

(Thermo Fisher Scientific). Después de la estimulacion por 24 h, el medio de
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cultivo fue removido y reemplazado con 100 uL de medio de cultivo fresco. Se
agrego a cada pocillo 10 pL de la solucién stock MTT 12 mM (preparada acorde a
las instrucciones del fabricante) y se incubd a 37°C por 2 h. Después de esto, se
agregaron 100 pL de la solucion SDS-HCI (HCL 0.01M) a cada pocillo. La placa
fue incubada a 37 °C por 4 h en una atmosfera humidificada con 5% de CO; en
95% de aire. La deteccion de la marca colorimétrica se realiz6 en un lector de

absorbancia de microplacas iMark™

(BioRad), a 490 nm, con correccion a 670
nm. La viabilidad celular fue calculada y normalizada de acuerdo al promedio del

grupo control negativo (s6lo medio de cultivo, 100% viabilidad).

h) Andlisis estadistico

Los resultados fueron presentados como promedio + error estandar del promedio
del nimero de experimentos independientes indicados (n) o como ejemplo
representativo de experimentos realizados de forma independiente. Las
comparaciones entre los grupos se realizaron mediante el test Mann Whitney, para
datos en que se comparé una Unica condicibn contra un control. Para
comparaciones multiples, se utilizo el test de Kruskall Wallis seguido de la prueba
post-hoc de Tukey Un valor p<0,05 fue considerado como limite de significancia.
Se utilizé el programa GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego CA,
USA) para los analisis.
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9. RESULTADOS.

9.1 Marcadores de apoptosis en células Saos-2 inducidos por adhesivos

dentales universales

Para determinar si los adhesivos universales testeados inducen la expresion de
marcadores de apoptosis se evalud: 1. Expresion de fosfatidilserina como un
marcador en la superficie externa de la membrana plasmatica (técnica
cuantitativa); 2. Deteccion de cantidades relativas de Caspasa 3 escindida como
marcador temprano de  apoptosis (semi-cuantitativo) y 3. Analisis de la
condensacion de cromatina y fragmentacion nuclear como indicador de estados

tardios de apoptosis (método cualitativo).

En la Figura 4 (A), se puede observar que los adhesivos AU y PB presentaron una
preferencia por muerte via necrosis, se muestra que las poblaciones celulares se
concentran en los cuadrantes superior izquierdo, no pasando en gran medida por
los cuadrantes derechos en los cuales se detecta fosfatidilserina. Por otro lado,
para el adhesivo SB, observamos una tendencia a la muerte via apoptosis
temprana a las 6 h, donde se presentan mas células en los cuadrantes derechos.

Los porcentajes de células vivas, en apoptosis temprana, en apoptosis tardia y en
necrosis, obtenidas con la citometria de flujo son mostrados en la Figura 4 (B). La
tasa de apoptosis tardia fue significativamente diferente para el adhesivo SB a las
2h y para el adhesivo PB a las 2 y 6 h comparadas con el control, siendo menores
que éste ultimo. En cuanto a necrosis, el adhesivo AU mostr6 un aumento

significativo de esta via tanto a las 2 y 6 h, comparada con el control.
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Figura 4. Induccién de apoptosis y necrosis en células Saos-2 por adhesivos universales.
Células Saos-2 fueron tratadas con 3 adhesivos universales diferentes a una concentracién de 0.1 % v/v por 2 y 6h. Fueron marcadas con yoduro de
propidio y Anexina V y analizadas por tincién dual mediante citometria de flujo. (A). Imadgenes representativas de citometria de flujo para los adhesivos
AU, SByPB alas 2y 6h. (B). El porcentaje de células vivas, necréticas, en apoptosis temprana y tardia fueron calculados y analizados, Los datos estan
expresados como porcentaje del total de células evaluadas. Se muestra el promedio + error estandar (n=3). El andlisis de los resultados se llevé a cabo
a test de Kruskall Wallis seguido de la prueba post-hoc de Tukey. *, p< 0.05; **, p< 0.01; ***, p<0.001 comparado con control a las 6 h.
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Para la deteccibn de Caspasa 3 escindida se realizaron inmunoblots. Los
resultados obtenidos se resumen en la Figura 5. La activacion de Caspasa 3
coincide con una reduccion en la intensidad de las bandas de pro-caspasa (35
KDa) en paralelo con el aumento de las bandas correspondientes a los fragmentos
activos (17 KDa). En la figura 5 (B) se observa que la presencia del inductor de
apoptosis CCCP aumentd tres veces la aparicion del fragmento procesado de
Caspasa 3. También observamos que para el control (medio de cultivo) la
activacion de Caspasa fue muy baja. De todos los adhesivos evaluados SB a las

4h genera un aumento significativo de Caspasa 3 escindida.
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Figura 5. Deteccion relativa de Caspasa 3 escindida en células Saos-2 tratadas con CCCP y
tres adhesivos universales.

(A). Inmunoblot representativo de la activacion de Caspasa 3 inducida por adhesivos universales y
CCCP a las 2, 4 y 6h. (B). Grafico representativo de la cuantificacion relativa de Caspasa 3
activada. Cada muestra se normaliz6 respecto a Tubulina. Los datos se muestran como promedio
+ error estandar (n=3). El analisis de los resultados se llevd a cabo a través del test Mann Whitney.
* p< 0.05; **, p< 0.01 con respecto al control.
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Las imagenes de inmunofluorescencia son mostradas en la Figura 6. En el grupo
control, las células Saos-2 exhiben nucleos redondeados y tefiidos uniformemente,
y un gran numero celular. Por otro lado, las células en el adhesivo AU y PB
pasada las 4 h muestran nucleos de menor tamafio con bordes menos definidos
(flechas blancas) compatibles con nucleos necréticos y ademas se aprecia un
menor numero celular,. En las células tratadas con el adhesivo SB se observa que
a las 4 h estd comenzando el proceso de fragmentacion nuclear, y a las 6 h se
observa la presencia de cuerpos apoptéticos (flechas rojas) tefiidos mas

intensamente debido a la condensacion del ADN.

Control

Figura 6. Nucleos celulares de células Saos-2 cultivadas con diferentes adhesivos
universales a 2,4y 6 h.

Se utilizé la tincibn Hoechst 33342 (azul) para marcar los ndcleos celulares. Flechas blancas
sefialan nucleos irregulares y flechas rojas indican cuerpos apoptoticas. La barra de escala
corresponde a 50 ym. Las imagenes fueron adquiridas en un microscopio de epifluorescencia Ti-E
Nikon (60X) y procesados usando el software ImageJ.
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9.2 Ensayo de viabilidad en células Saos-2 en presencia del inhibidor

farmacologico de apoptosis Z-VAD-FMK.

En la figura 7 se muestran los resultados obtenidos con el ensayo MTT. Se puede
apreciar que los tres adhesivos reducen la viabilidad celular de forma significativa:
SB (47,9%), AU y PB (0%); el adhesivo SB resultd ser el menos agresivo de los 3
evaluados. Al utilizar el inhibidor de caspasas Z-VAD-PMK combinado con los
distintos adhesivos, solo en el adhesivo SB se observo un aumento significativo en
la viabilidad (79,8%), similar al resultado obtenido para el control. Los adhesivos
AU y PB no presentaron un aumento significativo en la viabilidad con el inhibidor

de apoptosis.
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Figura 7: Viabilidad celular de células Saos-2 cultivadas con tres adhesivos universales y
con el inhibidor de apoptosis Z-VAD-FMK

Resultados de ensayo MTT de células Saos-2 cultivadas en presencia de tres adhesivos
universales y combinados con el inhibidor de apoptosis Z-VAD-FMK (Inh) durante 24 h. Los datos
se muestran como promedio + error estandar (n=6). El andlisis de los resultados se llevo a cabo a
través del test de Kruskall Wallis seguido de la prueba post-hoc de Tukey. Letras diferentes
representan diferencias significativas. *, p< 0.05; **, p< 0.01 con respecto al control.
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10. DISCUSION

En este estudio se evaluo el efecto de tres adhesivos universales: AU, SBy PB
sobre la via de muerte celular que provocan en células Saos-2. Se eligieron tres
marcadores que se inducen durante la Apoptosis, algunos se expresan al inicio del
proceso de apoptosis y otros en su etapa tardia.
La expresion de marcadores en la superficie externa de la membrana plasmatica
es un hecho caracteristico en células apoptoéticas. Se ha observado una
translocacion de fosfatidilserina desde la cara interna de la membrana hacia la
externa gracias a la accion de proteinas de membrana translocasas, ofreciendo un
mecanismo de reconocimiento para las células fagociticas, éste fenédmeno es un
biomarcador efectivo para la deteccibn de una célula apoptética en etapa
temprana (Elmore, 2007; Martinez, 2009). Se ha evidenciado que la combinacion
de Anexina V y el marcador catidnico yoduro de propidio es un método cualitativo
gue puede garantizar la diferenciacion de células vivas, células en apoptosis
temprana, tardia y células necréticas. Muchos trabajos que han evaluado
adhesivos dentales y/o sus componentes han utilizado esta técnica (Chang y cols.,
2010; Elias y cols., 2015; Mantellini y cols., 2003; Li y cols., 2012; Lee y cols.,
2016; Tuncer y cols., 2012).
En los resultados obtenidos en este estudio para la citometria de flujo, podemos
observar primero, la temporalidad del fenébmeno de muerte celular alas 2y 6 h,
donde se aprecia que para el adhesivo AU hay diferencias significativas en cuanto
al porcentaje de necrosis comparado con el control tanto a las 2 como 6 h. Los
resultados para el adhesivo PB aunque no son significativos también muestran
una tendencia a muerte via necrosis, ademas éste adhesivo obtuvo los menores
porcentajes para apoptosis temprana y tardia en ambas horas. Ambos adhesivos
fueron capaces de causar un dafio irreversible en la membrana citoplasmatica de
las células Saos-2, ya que el yoduro de propidio es un marcador nuclear que
penetra exclusivamente en células que tienen una membrana celular dafada. Al
observar la temporalidad en los graficos de puntos se muestra que la deteccion de
fosfatidilserina es baja para ambos adhesivos (cuadrante inferior derecho),
sugiriendo que en estos adhesivos no hay un marcado paso por apoptosis. Con
respecto al adhesivo SB, se obtuvo un porcentaje de células necréticas similares a
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las del control. Se observo un porcentaje mayor de deteccion de fosfatidilserina en
apoptosis temprana para este adhesivo, mostrando mas bien una tendencia a la
via apoptotica. Por otro lado, cabe mencionar que el porcentaje de células vivas
para los adhesivos SB y PB pareciera no ser diferente al grupo control, aunque
muestran una tendencia a disminuir. No obstante, esto puede deberse a que el
namero de mediciones es bajo (s6lo 3 n de cada condicién) lo que dificulta la
interpretacion de los resultados, o una mayor variabilidad entre un experimento y
otro para estas células. Crowley y cols., 2016 sugieren seguir el ensayo de
citometria hasta su finalizacion, aumentando el nimero de mediciones en el
tiempo hasta que todas las células queden positivas para IP o midiendo otras
caracteristicas de muerte celular, como la activacion de caspasa 3, fragmentacion
del ADN, etc. Es probable, que realizando este tipo de ensayo hasta las 24 h se
pueda observar una marcada disminucién en la viabilidad como lo obtenido en los

resultados de los ensayos MTT.

Una de las caracteristicas distintivas del proceso apoptético, es la activacion de
enzimas proteoliticas caspasas. La familia de las caspasas humanas se divide en
tres grupos: Grupo | comprende las caspasas inflamatorias -1, -4, y -5; Grupo Il
estd formado por caspasas efectoras de la apoptosis -3, -6, y -7, que son
clasicamente descritas como las “ejecutoras de la apoptosis”; finalmente, el Grupo
lll incluye las caspasas iniciadoras -8, -9, y -10 (Julien y Wells, 2017; Elmore,
2007). La proteasa Caspasa-3 es una de las claves en la ejecucion de apoptosis,
es el componente comun de las dos cascadas o vias principales de induccion de
este mecanismo de muerte; ademas esta involucrada en el clivaje proteolitico de
proteinas clave como la Poli ADP-Ribosa (PARP), que en dUltima instancia
determina la fragmentacion del ADN y la muerte apoptoética (Nufiez y cols., 1998).
Algunos trabajos que han evaluado el tipo de muerte generado por adhesivos
dentales utilizan la deteccién de Caspasa 3 escindida como un marcador eficiente
de apoptosis (Mantellini y cols., 2003; Li y cols., 2012). Los hallazgos de este
trabajo mostraron que en todas las condiciones experimentales se observo
activacion de Caspasa 3, pero fue en el adhesivo SB donde se presentd un
incremento significativo, corroborando los resultados de la citometria de flujo que
indican que para este adhesivo existe una tendencia a muerte celular programada
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(apoptosis). Si bien en los adhesivos AU y PB también se encontro activacion de
Caspasa 3 faltarian a futuro aumentar el tamafio muestral para poder sacar

conclusiones.

La observacién de caracteristicas morfolégicas es otro parametro clave que puede
revelar la presencia de células apoptéticas segun criterios morfolégicos generales
y diferenciarlas de las células necroticas (Martinez, 2009). Las caracteristicas que
deben estar presentes en la observacién deben ser, segun Elmore (2007): 1)
nacleo electrodenso; 2) fragmentacion nuclear; 3) membrana celular intacta; 4)
desorganizacion de organelos citoplasmaticos; 5) vacuolas claramente alargadas;
y 6) protuberancias irregulares (en inglés: blebs) en la superficie celular. En este
trabajo se analiz6 la morfologia nuclear por microscopia de fluorescencia,
visualizando primero una reduccién en el nimero celular para todos los adhesivos;
segundo, ndcleos con caracteristicas necroticas tales como bordes del ndcleo
celular claramente menos definidos y ADN menos condensado (Crowley y
cols.,2018) para los adhesivos AU y PB; tercero, en el adhesivo SB a las 4 h se
observo fragmentacion nuclear, proceso que ocurre antes de la formacion de
cuerpos apoptoticos, caracteristico de la apoptosis tardia, y que vemos en este
mismo adhesivo pero a las 6 h. Este resultado nos sugiere dos vias de muerte
diferente para los adhesivos estudiados, pero deben complementarse con los
otros marcadores evaluados en este trabajo, debido a que es un método
cualitativo y subjetivo a las capacidades del investigador en cuanto a observacion

y deteccidn.

El ensayo MTT consiste en una prueba de biosintesis enzimatica, que ha
demostrado ser de gran confiabilidad para evaluar la actividad enzimatica a nivel
mitocondrial. En ésta prueba, la deshidrogenasa mitocondrial, oxida la molécula
amarilla de MTT, generando una coloracion azul (formazan); esto constituye un
indicador de la integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es
interpretada como una medida de viabilidad celular (Maya y cols., 2010). Este
método ha sido usado en estudios previos para testear la citotoxicidad de
adhesivos dentales y sus componentes, porque es simple, rapido y reproducible

(Cortes y cols., 2017; Catunda y cols., 2017; Cohn-Inostroza y cols., 2015; Elias y
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cols., 2015; Gutiérrez y cols., 2019; Kim vy cols., 2015; Kraus y cols., 2017; Lee y
cols., 2016; Pupo y cols., 2017; Ratanasathien y cols., 1995). En este trabajo se
utiliz6 el ensayo MTT para evaluar la citotoxicidad de los tres adhesivos
universales de manera independiente y con el inhibidor de caspasas Z-VAD-PMK.
Todos los adhesivos evaluados redujeron la viabilidad en mas de un 30%, lo que
de acuerdo a la norma internacional 1SO 10993-5 (ISO 10993. 2009) es
considerado como un efecto citotoxico. El adhesivo SB mostro la viabilidad mas
alta de los tres evaluados (47,9 %), mientras que los adhesivos AU y PB la
redujeron a cero. El resultado para el adhesivo SB fue consistente con el
encontrado por Elias y cols., (2015), en el cual este adhesivo causé una reduccién
en la viabilidad entre 49 a 53 % en la linea celular de fibroblastos L929. Sin
embargo, en otro estudio, usando la linea celular de fibroblastos 3T3 los sistemas
adhesivos SB y AU fueron mejor tolerados, obteniendo 97,4 y 96 % de viabilidad
respectivamente (Pupo y cols., 2017). Estas diferencias pueden atribuirse a las
concentraciones en que se utilizaron los adhesivos (distintas a las usadas en este
trabajo) y ademas a que diferentes lineas celulares pueden mostrar variabilidad en
sus respuestas citotoxicas (Cao y cols., 2005; Goldberg, 2008). Ademas de
estimar la citotoxicidad de los adhesivos, se evaluaron junto al inhibidor de
caspasas Z-VAD-FMK. Este inhibidor es un péptido sintético permeable que se
une irreversiblemente al sitio catalitico de las proteasas caspasas e inhibe la
induccion de apoptosis (Van Noorden, 2001). Sin embargo, no inhibe todas las
caspasas en la misma medida, Rodriguez-Enfedaque y cols., (2012) informaron
que Z-VAD-FMK inhibe las caspasas efectoras (3, 6 y 7), pero no inhibe la
caspasa-9 iniciadora. Para este estudio se observo un aumento significativo en la
viabilidad para el adhesivo SB al utilizar el inhibidor de caspasas, indicandonos
que la via de muerte principal seria apoptosis para este sistema; mientras que en

los adhesivos AU y PB no hubo variacion en los porcentajes de viabilidad.

El dafio celular observado no se limito a la reduccion de la actividad mitocondrial,
segun lo evaluado con ensayos MTT. Tanto la citometria de flujo como la
deteccién de Caspasa 3 activada y la observacion de la morfologia nuclear por
inmunofluorescencia revelan la capacidad de los sistemas adhesivos evaluados
para dafar las células, alterar la morfologia y reducir el nimero de células. Todos
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los marcadores evaluados indican una compatibilidad con la muerte celular por
apoptosis para el adhesivo SB, mientras que para AU y PB se observan signos
indicadores de necrosis. En numerosos estudios se ha descrito que los adhesivos
dentales ejercen citotoxicidad a través de una via principal: la apoptosis (Gallorini
y cols., 2014; Krifka y cols., 2012; El-kholany y cols., 2012; Mantelline y cols.,
2003; Lee y cols., 2016). Sin embargo, en este estudio se plantean dos vias de
muerte diferentes dependiendo del adhesivo evaluado. Para el caso de AU y PB,
los cuales mostraron ser los mas citotoxicos comparados con el control,
generarian muerte via necrosis. Esto podria ser explicado por los monémeros
presentes en su composicion. Muchos estudios han evaluado la citotoxicidad de
mondémeros como HEMA, BisGMA, TEGMA, UDMA; indicando que estos
compuestos son capaces de inducir la formacién de ROS y reducir la cantidad de
antioxidantes como el glutation, que conduce a un desequilibrio oxidativo y
finalmente la muerte celular (Schweikl y cols., 2006; Kraus y col., 2017; Krifka y
col., 2013; Gallorini y cols., 2014; Ratanasathien y cols., 1995). Los tres adhesivos
evaluados en este estudio contienen 10-MDP en su matriz; se ha reportado que
éste monémero a bajas concentraciones genera toxicidad, promueva respuestas
inflamatorias y suprime la diferenciacion odontoblastica en células pulpares
dentales humanas, resultados comparable al monémero TEGMA (Kim y cols.,
2015). Aunque los mecanismos que generan su citotoxicidad no han sido
aclarados, se ha sugerido que el 10-MDP tiene un alto potencial para causar dafio
en la membrana celular debido a su fuerte interaccion con la capa de fosfolipidos
(Fujisawa y cols., 1990). Los adhesivos evaluados comparten en su formulacion el
compuesto 10-MDP, pero difieren en los otros monémeros presentes en su
composicién: AU tiene UDMA y HEMA; PB tiene PENTA. El monémero UDMA
induce cambios celulares a bajas concentraciones produciendo fenotipos
patolégicos y muerte celular (Wisniewska y cols., 2011). La variacion en las
proporciones de monémeros en los sistemas adhesivos es probablemente otro
factor relacionado con los diferentes efectos citotoxicos de estos materiales (Chen
y cols., 2003). Por otro lado, el adhesivo SB presenta en su composicion HEMA y
BisGMA. En numerosos trabajos se ha descrito el efecto citotoxico y la induccion

de apoptosis que generan estos compuestos (Chang y cols., 2010; Lee y cols.,
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2012; Elias y cols., 2015; Szep y cols., 2002). HEMA, considerado el menos
toxico, puede suprimir el crecimiento de muchos tipos celulares, inducir retrasos
en la progresion del ciclo celular, incrementar los niveles de ROS y también activar
apoptosis (Krifka y cols., 2012; Kierklo y cols., 2012). De forma similar Bis-GMA,
considerado el mas toxico, altera el ciclo celular, eleva el estrés oxidativo e induce
apoptosis de manera dosis dependiente (Elias y cols., 2015; Chang y cols., 2010).
Los diferentes mondémeros presentes en un adhesivo pueden interactuar y alterar
su citotoxicidad, esas interacciones pueden causar que sean mas 0 menos toxicas
gue la suma de las toxicidades individuales (Ratanasathien y col., 1995). En este
trabajo, el adhesivo SB fue el menos toxico de los 3 evaluados, la combinacion de
10-MDP, HEMA y BisGMA presentes en su formulacion, fue menos toxica que las
otras combinaciones de mondémeros y llevo a una muerte preferentemente

apoptaotica.

Los adhesivos dentales son materiales que se utilizan en la clinica odontolégica a
diario. Por esto, surge la necesidad de estudiar detalladamente los mecanismos
gue generan su citotoxicidad. En este trabajo se seleccionaron marcadores que
permitieron proponer dos tipos de muerte celular diferentes inducidos por tres
adhesivos universales. Pero cabe sefalar que sus efectos dafiinos dependen tanto
del tipo celular como de la concentracion del adhesivo que alcancen en las células
(ya sea por la cantidad de monémeros residuales o por la tasa de difusion hacia
los tubulos dentinarios). Con estos factores en mente, el uso de lineas celulares
clinicamente mas relevantes (células pulpares dentales), deberia ser el siguiente
paso hacia la confirmacion de los mecanismos que generan citotoxicidad en estos
materiales y asi finalmente buscar estrategias farmacolégicas que los

contrarresten y aumenten su bioseguridad.
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11. CONCLUSIONES

A través del presente trabajo se pudo demostrar que los adhesivos universales
Ambar Universal, Single Bond Universal y Prime and Bond Universal inducen
citotoxicidad en células Saos-2, siendo el adhesivo Single Bond el menos agresivo
a la concentracion estudiada. La deteccibon de marcadores de apoptosis
(activacion de caspasa 3, exposicion de fosfatidilserina y morfologia nuclear) y
ensayos de MTT sugieren que el adhesivo Single Bond Universal genera
principalmente muerte por apoptosis. Los adhesivos Ambar Universal y Prime and
Bond Universal muestran una tendencia a muerte celular por necrosis.
Comprender los tipos de mecanismos que generan citotoxicidad por adhesivos
dentales universales es fundamental para la seleccién de estrategias que permitan
proteger el complejo pulpo-dentinario y para la eleccion de adhesivos mas inocuos

0 Menos agresivos.
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