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RESUMEN

PRUEBA DE CITOXICIDAD IN VITRO DEL DIAMINO FLUORURO DE PLATA

SOBIRE CULTIVOS DE CELULAS HeLa.

EI  Diamino fluoruro  de  plata  (DAFP)  es  una  soluci6n  t6pica  que  se   utiliza  en  odontologfa
al   38%,   su   manejo   se   ha   descrito   en   paises   como   Brasil,   Argentina   y   Jap6n.   Sus
indicaciones    son    basicamente    como    agente    anticariogenico    en    nifios    y    para    la
hipersensibilidad dental en adultos.
El propdsito de este estudio es el evaluar el comportamiento de toxicidad del DAFP sobre
c€lulas HeLa.
Se  sembraron  12000  c6lulas  por  pozo  en  cajas  de  cultivo  de  96  pozos,  se  incubaron  en
camara de C02 a  37°C  por 24  horas.  Posteriormente se colocaron las diluciones del  DAFP,
retirando  previamente  el   medio  de  cultivo,   las  diluciones   usadas  fueron   1:50,   1:100,
1:200,  1:400,  1:800  y  1:1600  preparadas  en  medio  de  cultivo  sin  suero  fetal  bovino.  El
tiempo de  exposici6n  fue de  1  minuto,  al  cabo del  cual  se  retir6  el  agente,  se  lavaron  las
c6lulas con  buffer de fosfato y se desprendieron  por tripsinizaci6n  para  realizar un  conteo
por medio del m6todo de exclusi6n con azul trypan usando una camara de Neubauer,  bajo
microscopio invertido.  El experimento se repiti6 tres veces cada  uno con 4 replicas de cada
condici6n.

Se encontr6 que las diluciones del  DAFP usadas por un tiempo de exposici6n  de  1  minuto,
provocaron   una   severa   dismupci6n   de   la   monocapa   celular,   causando   muerte   en   la
totalidad  de  las c6lulas  al  usar  las  diluciones  1:400  y  menores.  En  las  diluciones  1:800  y
1:1600 se encontraron  al  momento  del  conteo  c6lulas vitales,  pero en  baja  proporci6n.  El
an5lisis  estadfstico  (ANOVA  de  una  sola  via   y  un  test  de  comparaci6n  de  medias,  DMS)
mostr6 una diferencia entre los grupos con respecto al control con un valor de p<0,001.

El agente  probado prob6 tener un gran efecto de toxicidad  en su  aplicaci6n directa sobre
una linea celular de origen humano, en concentraciones hasta de  1000 veces menores y a
un  tiempo  menor  del  que  se  recomienda  para  su  uso  cli'nico,  asi  pues  el  resultado  del
presente  trabajo  debe  servir  para  alertar  sobre  el  uso  del  medicamento  en  cuesti6n  y
permitir lanzar nuevos estudios que complementen los que se han realizado en clinica.
PElidir>ras C!+ENesR. Citotoxicidad, Diamino Fluoruro de plata, cultivos
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ABSTRACT

In vitro citheg(ic!ty Of silver dianrhine fluoride over Helia cell cultures

Silver diammine fluoride  (DAFP)  is a  topical  solution  used  in  a  38%  dilution  in  dentistry
employed  in  countries  such  as  Brasil,  Argentina  and  Japan.  The  indications  for  use  are
basically as cariosutic in children and dental hipersensivity in aduits.

The piirpose of this study is to evaluate the toxicity of DAFP over HeLa cells.

12000 cells were cultured for every well in culture boxes of 96 wells, they were incubated
in a C02 chamber at 37° C for 24 hour.  Then  DAl=P dilutions Of   1:50,1:100,1:200,1:400,
1:800 and 1:1600 were poured in the wells previously retiring the culture media. The time
Of  contact  was  one  minute,  and  at  the  end  DAFP  was  withdrawn  and  the  cells  were
washed  in  a   phosphate  buffered  solution.  The  method  used  to  yield  the  cells  was
trypsinizing,after this they were counted uslng the exclusion method with trypan blue in a
counting  Neubauer camera  under an  inverted  microscope.The experiment was  repetead
three times, every one with four replicas Of every condition.

We found that the dilution of DAFP used for a exposition time of one minute,  provoques a
severe disruption Of the slngle cell  layer,causing the death of the totality of cells exposed
to  dilutions  Of  1:400  and  less.  Dilution  of  1:800  and  1:1600,  yielded  a  diminution  in  the
vital  cell  counts.  The statlcal  analysis  (one way AI\lovA  and  measurent comparation test
DMS), proved adiference between groups and controls of p<0,001.

The agent used dernostrated a great toxicity when applied directly over a human cell line,
even in concentrations 1000 less and in a fraction Of the time that those recommended for
clinical use; therefore the results Of this work should warn Of the use Of this medicament
and pemit that new studies complete those realized in practice.
Key W®rfe. Cjtotoxicity. Silver Dlamrwine fluoride, Cultures
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Ramiica Maria Claedfa,* Castellanos Jaime**

EI t"amino fluoruro de plata (DAFP) es una so]uci6n t6pte que se  utiliza en odontologfa al 38%, su mango se
ha  deschto  en  pai'ses  come  Brasll,  Angen6na  y  Jandn.   Sus  indlcac!ones  son  baskamerfee  como  agents
amucariogenlco en nlftce y para fa hipersensibilldad dental en eduftos.
El prepdsfb de este estudto es el evalLiar el comportamiento de toxicidad eel DAFP sabre celufas Held.
Se sernbraron 120cO celubs por pozo en ca]as de cuitivo de 96 pozos, se lncubaron en camera ae C02 a 37°C
Fx)r 24 horas. PosBeriormente se oofocaron fas diluciones del OAFP, reGrando predameme el medio de culde,
fas dlluciones  usadas fueron  1:50,  1:100,  1:200,  1:400,  1:BOO y  1:1600 preparada§ en  media de ouRAro  sin
suero fin txIvino, El tiempo de e)apslc]6n fue de 1 minute, ed cabo Gel cual se retif6 el agents, se bvaron fas
cflulas  con  buffer  de  fosfato  y  se  desprendieron  per tripsinizacich  para  reallzar  un  oautco  par  medlo  del
medo  de  e>edusi6n  con  azul  trypen  usando  uno  camara  de  Neubauer,   bajo  microgcop!o  inverife.   El
expedmento se repiti6 tres veces ceda uno con 4 repltos de cada condlci6n,

Se enconde que fas ditLlcioiies del DAFP usadas par un tiempo de exposlci6n de  1  minuto,  provocaron  uma
severe disrupci6n de la monocapa celufar, causando muerfe en fa totalided de las celulas al usar fas diluciones
1:400 y menores. En fas diluciones 1:800 y 1:1600 se encontraron al moments del conteo c6lulas vitate§, pero
en baja profx}rcldn. El anasis estadistico (ANOVA de una sola via  y un test de compaTack5n de medias, DMS)
mosde iina dfrocle entre tos gnipos con respecto al control con un vatr de p<0,001.

El agede probado probd tener un gran efecto de toxlcldad en su apllcact6n directs sotwe uma linea celular de
origen humane, en concentFaciones hasla de loco veces menores y a un tiempo menor del qiie se icomierda
para  su  uso  cLfnlco,  a§f  p`rs  el  resultato  del  presents  trabajo  debe  seMr  para  alertar  sabre  el  use  del
nrdfamento en ouesti6n y perndtir fanzar nueros esaidias que compchenten ds que se ham realizado en
clfnto.
Ptlalhas CAaNes3 antoxiddad, Dlamlro Fluoruro de pLBta, CtiltwesA-ct
Sjher diemmine fluoride (DAFP) is a topfal solution used jn a 38% dilution in dentirtyr employed ln countries
§iich as Brasil, Argentina and Japan. The indications for use are basically as cariostatlc ln chik]ren and dental
hlpersenstry ln aduts

The porpcee Of tliis stLidy is to evaluate tlie toxldty Of DAFP over Held cells.

12000 Cells vere cuitLlred for every well ln cuiture boxes Of 96 wells, they vrere incubated in a C02 chamber at
37° C for 24 hour.  1lren  DAFP dilutions of   1:50,1:loo,1:200,  1:400,  1:800  and  1:1600  were  poured  ln  the
wells previously fctring the culture media.  The time Of contact was one minLite,  and at the end  DAFP was
wthdrawn and the celts vrere washed lii a phosphate buffered solut]on. ITre method used to yield the Cells was
trypsinmng,after this they `^ee counted using the excluslon method wlth trypan blue ln a counting Neubeuer
camera under all inveted microscope.The experlment was repetead three times, every one with four replicas
of eery condition.

We found that the dilutlon Of DAFP used for a exgivon time Of one minute, proveques a severe disrLiption Of
the single cell Layer,causlng the death of the tDtalfty Of celia exposed to dllutlons Of 1:400 and less`  Diluton of
1:800  and  1:1600,  yielded  a  dimlnution  ln  the vital  cell  counts.  The  statical  amatysis  (one  uey ANOVA  and
mcas`irent comparation test DMS), proved ediference bch^reen groups and cofrois Of p<0,001.

The  agent  used  demosded  a  great  todefty  when  applied  dlrectry  over  a   liutnan  cell  line,  even   in
concenseons loco lees and ln a fracoon Of the time that thcee recommendecl for dintel use; therefore the
resutts of this walk should wan of the use of this medlcament and pemit that new studts complete those
rcalnd ln practlce.
Ksbi V4orod#. Cittwddty, Sllier DiarTrmine fluoride, aiifeires

*Esaidiante Odontologia Ped!atica U. EI Bosque
** beoerfe>Investigedor. u el Basque



INTRODUCCION

Desde  el  siglo  XIX  el  control  de  la  caries  ha
sido  una  de  las  mayores    metas  en  nuestra
profesi6n.     Diferentes     metodos     se     han
utilizado,  ya  sean  qui'mcos,   nutricjonales  o
mecanicos.  Pero  uno  de  los  materlales  mss
uti[izado ha sido el fltor.(1,2)

En  el  tratamiento  de  la  caries  el  fldor  se  ha
usado  en  forma    sistemica  y  topica.  Dentro
del  primer  grupo  se  utiliza  la  fluorizaci6n  del
agua,    la    sal,    leche    y    los    suplementos
fluorados.   Dentro   del   segundo   gmupo      se
utilizan  djferentes  tipos  de  productos  como
geles,       pastas       profilacticas,       denti'fricos,
enjuagues y bamices.(3)

Adem5s  del  fldor,  diferentes  agentes  se  han
estudiado,    entre   estos   se   encuentran   el
nitrate  de  plata.  trimetrofosfato,  difosfatos  y
el zinc.(4,5,6)
El  nitrato  de  plata    es  un  agents  que  se  ha
utilizado  desde  1891,  pero  solo  hasta  1969
Yamaga    desarrolla    el    fluoruro    de    plata
amoniacal  que  incorpora  la  acci6n  del  fldor y
no     contiene      el      ion      nitrato,      soluci6n
denominada    fluoruro   de    plata    amoniacal.
Yamaga    en    1970    desarrolla    el    diamino
fluoruro  de  plata.  Entre  sus  indicaciones  se
encuentra  como agents cariostitico en  niiios
y  para  tratamjento  de  la  hipersensibilidad  en
adultos.(7,8)

Aungue la hteratura sobre el tema es escasa;
diferentes estudios en el campo clinico se han
realizado    sobre    este    agente    en    Jap6n,
Argentina    y    Brasil;     pero    acerca    de    su
toxicidad  es  muy  poco  lo  que  se  encuentra;
en  Colombia    este  agente  no  se  encuentra
disponible   comercialmente.(8,9,10,11,12)

En  el   pai's  se   busca   iniciar  su   utjlizaci6n  a
nivel    masivo,    per   lo   tanto   es   de    gran
importaneia       el       realizar       estudios       de
hick:ompatibllidad;      buscando     evaluar     los
efectos biol6gicos de este material in vitro.

El  documento  41  de  la    ANSI/ADA  describe
diferentes       estados       de       pmuebas       de
bicx=ompatibilidad,  el  inidal,  secundario  y  los
test precll'nicos.  Entre  las  pruebas  iniciales  se

encuentran    los   test   de   citotoxjcidad   que
miden  el  efecto de  productos de de desecho
de  materiales dentales.  Estos  procedimientos
son   no   t6xicos,   esteriles,    reproducibles   ,
fapidos y no costosos.(13)

El   oErietivo   de   este   estudio   es    medir   la
toxicidad   in   vitro   del      d!amino  fluoruro  de
plata, sobre monocapas de celulas HeLa.

MATERIALEs y MEroiros
Proedim-unto

EI   experimento   se   inicio,       descongelando
c6lulas  HeLa  las  cuales    se  sembraron  en  2
botellas   de   25   cm2,   con       medio       mss
antibi6tico    y    suero    fatal    bovino    (DMEM
+AB+SFB)  al  10%,  a  los  dos  dfas  se  cambia
el medio  con SFB al 10%;  se observa que no
hay crcx:imiento  de  estas  c6lulas,  por  lo  cual
se deciden sembrar otras, observ5ndose a los
pcxros   di'as   que   su   crecimiento   es   lento;
aproxjmadamente 3 dl'as despuds se obsenfa
un  cambio de color en  el  media  y  se  decide
rcalizar la tripsinizaci6n (tripsina al 0.250/o)

Pmeba     de    tDxicidad     del     Djamino
Fluoruro de Plata

Se inician  las pruebas con el diamino fluoruro
de  plata  (DAFP),  inicialmente  las cajas de  96
pozos se djstribui'an de la siguiente forma:
En  las  columnas  1,2,3,  y  4  de  todas  las  filas
se  sembraron  12.000  celulas  por  cada  pozo.
En  la  columna  5  se colooo  solamente   DMEM
+   AB  +SFB  al   5%.   Los  pozos  de  la   fila  A
comespondl'an   al  control  sin  c6lulas     y  sin
DAFP:

Para  iniciar  se  sembraron  ouatro  pozes  con
12000  c6lufas,  en  cada  fife,    se  incuban  per
24 horas,  luego se retira el  medio y se aplica
100  ul  de diamirro fluoruro de  plata   durante
30 y  60  minutos,  sobre  las celulas y  tambien
en    la    columna    5(control).La    pmueba    de
toxicidad  se  realiza  con  el  Kit  de  Cytotex  96,
se  sigue  su  protooolo:   Despu6s  del  tiempo
indicado de exposici6n se toma  50 Lil de cada
pozo  y  se  coloca  en  el  ofro  extremo  de  la
caja,  a  cada  pozo  se  le  adicionaba  50  ul  de
meda  de  substrato,  Ia  caja  se  cubn'a  con
papel    aluminio    y    se    incuba    durante    30



minutes,  a  temperatLira  ambtente,  ]uego  se
agregaha 50 lil de sollfd6n de petada a coda
Fxrm,  Posterfroente se realizaba  fa  lechira,
en   el   [ectDr  de   EJisa.   Las  coneentraclones
inlclales qiie se u6IEzaron fueron:

1.   1:10  --0.38%
2.1: 20 ----- 0.19%
3.1:40-             0.09%
4.1:  80---i ----. =0.04%
5.   I: loo--O,02%
6.1: 320-ut.01 %
7.1:  640=== ------ i).005%
En    vista     de    que     era     lmposlble     leer
cerwhnrente las absorbanclas, se icaflza fa
eva]uack5n   per  conteo  dlrecto  usando  azul
Oypan.

Se      realfa   el   experlmento      con   ftyuates
diluclones y uempos de exposlel6n de 15 y 30
mlmitos, se obsema gran disrupd6n sobre la
lrorvea  con  codas  fas  dlluclones,   par  o
tanto se decide realbar diluelones mayores y
disml"tr el tlempo de xposidch.
Se usaron     diludones mayores de  DAPF de
1/sO    (0.07%),     I/loo     (a.03%),     1/200
(0.01%),    1/4cO    (0,009%),    1/800(0.004),
1/1600 (0.002%).  En  uma  cz]Sa de 96  pcaos,
se sembrartyi   24 pozos, 4 poses  en las sets
prlmeras  filas,   la  caya   se  Coo  lncubar  24
hces.  ILiego el  Diamino fluoruro de plafa  se
colacaba  sobre  fas  celufars  a  un  tempo  de
expeslcl6n de un mlmito, se fiEuraba de cada
pozo  y  se  desechaba,  ds  a5ILitas  de  cada
pozD  se  bvaban  3  veees  con  bLifer fosfato
7.4, aJ retlraho perfectamente se apicaba 40
lil de tipsina 0.25% hasta que se obseivara
par   iTilcrosoopfo   desprendlmlentp,       y   se
agregaba  40  pl  de  DMEM+  AB+SFB  5%  a
cede    pozo,    Postedormente    se    realfabe
coritco  de  cada  pose,  cori  azul  trypan.   El
experlmentD se repra6 tres veces.

REsuiTAEes
Aspecto    M®rto160leo   de    las   delulas
lleLa,

ife#sugg%##TseEL8LiTruf
cortcentrad6n  de  120cO  delLilas  per  pouo  se
observan a las 24 hofas con uno confluencia
ck* 90%,  En la  monocapa se obeema  mayor
densidad eelular rtada el cermo eel  pcao.  El

aspeco  molfo16giv     de  ts  cElufas   llela
mue5ba  ura  foma  dendrfuca  con  poles  de
creclm!ento dtoplasnfatto, que se proyectan
a  lee  espec!ce  lntmelulares.   Se  evidenda
ntideos    definldos    y    presencia    de    dos
twREos, predomma fa cromaena eitendida,
rchci6n de nddeo{toplasma de 1 a 3.(Figl).

Figura   I.  Aspecto  moifo16gioo  diufas  Hela
(x4):   prtominan   las   formas   dendriticas.
(flecha).  Presencia  de  c6lufas  ro  adheTldas.
(2 fledras)

ExpERIMEi\no  con DAFp

En   ds   ex|]erimentos   hek:tales      donde   se
apllcaba  el  DAFP     y  se  utll!zaba  el  kit  del
C)fro< 96, se encoth6 que las resultados ro
eran  coherentes en akyunos cases y en otos
se  obeervaben  cifias  par  enclma  del  valor
matmo de absorbefde.

Para   rcalfar   lag   diluclones   del   diamlrro
fluoruro de pfata se ullto inlelalmente DMEM
+  AB  +  SFB  5%,    y  se  obsenraba  en  los
vials       una    predpibcl6n       la   cual   Iba
dlsmlnu}rendo  al  d!smlnulr  la  coroented6n
del dfamiro fluoruro de plata.

Despues  de  rea»zar varies  eiq]erimentos  se
detrmlro    par    obsenod6n     dlrecta     y
rfurosoorfo que en  fas cdas    de  96  ponDs,
hatfa  preclprtaci6n  del  diamlno  frooruro  de
plafa.



Analhando cada  experimento   se  l[ego    a  La
colrdusi6n   de  que  el   diamino   fluoruro   de
data  Fxrdrfe estar reaccionando con  el  suero
ftel  bovlno  (SFB)  per  lo  tanto  se  decidi6
utilfar  Medto  (DMEM)  +  antibl6tico  (ab)  sin
SFB, para preparar las dlluclones del dfamino;
a  La  vez  se  realizaron  diferentes  tiempos  de
exposld6n  a  15  minutes,  30  minutes  y  60
minuttrs.
A pesar de esto despues de varias priiebas,
tanto al preparar  las dilueione5 y en las cajas
se continuaba  observindase  precipitaci6n,  lo
qLle  segufa   impidiendo  realizar        la   tectLira
espectofotom6trica.

El   experimento  se   decide   realizar  con   las
concentraciones  inid.ales  (a  15  y  30  min),  el
DAFP  es  colorado  durante  los  tlempos  de
expesid6n  elegides,  luego  se  retiraba  y  se
desechaba,   las   c6lulas   de   cada   pozo   se
lavaban  3  veees  con  buffer  fosfatD  7.4;   al
retirarlo se apllcaba 40  ill de tipsina  0.25%,
hasta   que   se   obsenrabe   per   mlcroscopid
desprendimiento  y   se   agregaba   40   lil   de
DMEM  + AB +  SFB al  5% a c@da pozo,  luego
se realiza contco en tei camara de Neubauer y
se detemlno la  viabjlidad  eaontrandose que
ro quedaban c6lulas vivas en  ninguna de las
diluciones   ,   a   los   diferenties   tempos   de
exposici6n utilizados.

Por lo cual  posteriorrnente,  en    una  caja  de
96 pozce   se sembraron 28 pores con  12.000
c6luLas cada  uno,  la caja se dqjo incubar par
24 horas;  luego   el  Diamino fluoruro de p4ata
a    diluciolies     de     1/50     (0.07%),     1/100
(0.03%),   1/200   (0.01%),   1/400   (0,009%),
1/800(0.004),  1/1600  (0.002%),  se  colocaba
sobre  fas  c6lulas  durante   un   mlnuto,   cada
concentrack5n  se  aplico  en  4  pozos  de cada
fife,  luego  se  retlraba  y  se  desechaba;   fas
cctufas de cada pore se favaban 3 veces con
buffer fosfato 7.4,  al  retirarlo  se aplicabe  40
LIl de tipsiria  0.25%  hasta  que se observara
per    mieroscoplo   desprendimiento,        y    se
agregaba  40  lil de  DMEM+  AB+SFB al  5%  a
cada  pozo  y  se  realizaba  el  conteo  de  cada
pozo    en     la    camara    de     Neubauer.     El
experimento  se  repiti6  tres  veoes,  en  cada
experimento se realizo 4 replicas,

Despuds de colocar un minute el DAFP dentro
del pQzo se observa un desprendimiento de la

monocape y   iin cambio de color de esta.  EI
aspecto  de  los  pozos varia  segdn  fa  diluei6n
utilizada, en fas diluciones rnerrores,  fa tinci6n
de  la  moncoapa  es  mayor.El  aspecto  de  la
moTmapa   celular   ifn   minute   despdes   de
haber apllcado  la  dlluclch  1/loo,  se  obsenG
en    la  flgura    2A.  La  figura  28.  muesha  el
conteo  celutar  con  azul  trypan  a  las  c€lu]as
HeLa a fas que se les aplico La diluci6n 1/100.

Se   evjdencia   que   el   ndmero   de   c6lufas
muertas      va      disminuyendo      a      medida
disminuye  la  conoentraci6n  del  DFAP,  tanto
que    a     partir    de    las    dilut:jones     1/400
(0.009%), se  presentan pocas ctlulas whos y
el ntimero de estas va aumentando a medida
aumenta  la  dilue!6n.  El  promedlo  de  c€Iulas
muertas es ate.

En fas dlluclones mayores aunque tambl6n se
observa un desprendimiento de la monocapa,
Ias  c€lulas  se  erunentran   nfas  integras.  Ia
Fisura  3A  muesba  las  delulas  HeLa  despu6s
de un  min`rfe de haber apllcado uma  dlluci6n
1/8cO. La figura 38. muestra el conteo celular
con azul trypan a las o6Iulas que se les aplico
fa dilucich  1/8oo.

Figura  2A.  Vlsta  de  las  c6luLas  Heb  dentro  del
perm  (xl0),   al   haber  aplieado  el   DAPF   per   un
mlnuto, en uma diluci6nl/100.Se obseno uma gran
dismupcl6n de la monocapa.



Figura 2B.Cbntco celufar en camara de Neubauer
bajo  microscopio  lnvertido, diluci6n  1/100.

Figura   3A.Vista   de  las  celulas  HeLa   dento  del
Dozo, al haber aplicado el DAPF per un  mlnuto, en
una      diluci6n   1/800.      El   deslntegrae6n   de   fa
moncoapa ro es tan severa como la observada en

Flgura    38.    Conteo    celular        en    mieroscopto
invercoo,   diluop6n   1/800.   El   ndmero  de  ctlulas
birefringentes aumenta.

En cada dllucich se obtuvo una cifra de c6IULa
muertas  y  vivas  (Flgura    4  y  5),  el  numero
total    se  promedio,  se  obtu\ro  fa  desviaci6n
standerd  y  error  de  le  media  ITabla  1)  Se
muestra   el   promedk]   de   delufas   vivas   y
muertas, y el error estindar de la media

Tabla  1. Resultado de los Conteos de Ctlulas
Posterior al Tratamiento con DFAP.

Figura      4   NurTro   c6lufas   muertas      con   fas
diferentes diluclones de diamiro fluoruro de plata.
Los  dates  representan  el  promedlo     ±  el  error
estandar de la media.

pRoiREt)io CELULAS `m/As cow LAs
DIFEREi\nEs DiLucioNEs EIAFp

; ,oouIcOcOi=5an:

HA/-/
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/
leo      1/ioo    1/zoo    1/4Do     ireoo  1/teDo

DILIJCIONES DAFP

Fisura  5  Ndmero  celu[a  vivas    con  las  diferentes
dilucienes de dfamino f[uoruro de plata.  Los dies
representan el promedio  ± el error estfndar de la
media.



Anal!sis eedlstico

En   vista   de   que   se   realizaron   diferentes
diluclenes    del    DAFP    se    decidk}    reallzar
anallsls    de    ANOvA    de    una    via;     para
detndriar                    si      hay      difeiienda
estadisticamente   slgniflcativa   entre   per   lo
iTre"rs des grufxrs.

Adidonalmente     se     realizo     un     test    de
comparacl6n   mdltiple   de   medias;   el   DMS
(dlferencfa   minima  signlflcatlva),   el  cual   se
ef"a  cuando  las  pruebas  de  t  mBlt!ples
cede una al nivel d,  solo si a  la  pnieba  F es
slgniflcaova  al  nhrd    a.esta  ten fa  el  fin  de
detinr eke que gnipos  existia  diferencia
sgivificativa.   Se   determlno   que   para   una
signiflcancla  de  0.05 con  50  g1  se encuentra
una      diferencia      significathfa      entre      la
concentraci6n 1/sO y 1/loo;  1/100 y 1/200; y
1/400   y   1/800;   ya   que   la   difebencla   de
med!as  ente  los  grupas  es  mayor  que  el
valor de DMS.

Dlscoslon

En  el  area  de  La  adontologfa  pedfattca  se
imeega permanentemente, uno de los fines
es   lograr   el   tratamiento   de   fas   leslones
cartosas sin elimliiar la totalidad de fa dentima
afectada,     promowiendo     actividades     que
dism!riuyan   los   nhreles   de   la   jntervenci6n
profesional.   Se   ha   ensayado   per   mucho
tempo el  usa de nitrate de plata,  la edict6n
de froor a diferentes productos odontdi6gieos,
fiuonlro de estafo y el  diamino  fluoruro  de
data, con el fin de ofrooer athativas  mss
econ6micas  y   memos  aaum5ticas  para   los
peclentes pediatricos.

EI DAFP ha side usado par varias eeuefas de
odontologfa en el mundo pare el tlifemlento
de caries lncipientes.  En  la  revisl6n  realfaada
ro se hen encontrado dates soblie los efectDs
thicos del compuesto,  por lo tanto  nuesbo
tratxtio    consjde    en    hacer    una    givmera
aprtytimaci6n  al  estudto  del  comportamiento
de de compuesto in vfro.

Se  ham  desorto  fas  reacciones qui'mlcas  que
onirren  sabre  la  dentima  al  ser  apricado  el
DAFP    y    se    postufa    que    el    gredo    de

!nsolub!lidad alcanzado per 6stos cristales es
mucho  I"yor  que  con  otros  compuestos,
faroreciendo  fa  detenci6n  de  los  procesos
carlosos.

EI  DAFP  ha  side  usado  por  temporadas  en
vaTios  paises,  en  la actualidad  su  estiidto  se
ha   vueto   de   particular   lntrfe,   par   fas
repeirusiones  en  la  salud  y  en  fa  economfa
que podrfa traer su use generallzado.

La  mayorfa  de  referencias  se  encuentran  en
el Japan, en Estados Unldos no se encLientra
rnenci6n sol)re el producto,  En La lnformad6n
conseguida   se   comsidera   La   aplicaci6n     de
DAFP  como un mfrodo "no trauma6co" para
tratar   fa  caries  dental.   Ia   mayon'a   de  lo5
estudus   que   se   nan   realfado   reportan
ensayos  de Gpo  cli'nieo,  log  ouales  muestran
que   plncelando   el   DAFP,   actia   conio   un
cariostitico  en  ltsiones  cariosas  inciplentes,
su accich  no Solo es atribulda al flfror sire a
fa reaccidr con fa pfata (Barrelro 1984),   a  la
cual  se  le athbuyen aocl6n  bactedostaeca  e
inhibldora  de  enzimas,  ediclonalmente  a  la
formaclch   de  cristales  de   plate   altamente
insolubles    y     preclpftados     de     Prde'na-
pfata.(4,8,9)

Estudios    recientes  sugieren  qiie  difemtes
iones  Tnctallees  pueden  ser  llberados  deede
mctales    dentales    u    otos    biomateriales,
pueden  causar  efectos  tordcos  sobre  varias
oelLilas,   Schedle      (1998)   es   este   estudio
muesha  el  efeGto  de  14  metales  sabre  la
liberacton    de    hlstamina    desde    basofilce,
mastocitos.  De  los  14  metales  se  encontr6
que  la  plata  y  el  mercuto  son  capaoes  de
lnducir liberacl6n de htstarfuma en  bas6fllos y
mastoc!tos,   lo   que   se   asocla   con   slgnas
ultraestructurales  de  necrosls,   perm  no  de
apoptosls come se via con el datlro. (14)

En  1989     (EIlender  y  Ham)  se  reportb  un
estidfo     en     el     cual     se     imptantaron
microesferas  acopladas  a  pLata  en  el  tE|ldo
cortyunthro de rata y detectaron uns  reaed6n
lnmed.iata   que   conststl6   en   uma    necrosis
localiz@da      e       infilbacich       celular.       Las
fibroblastos    modificaron    severamente    su
uitraesfroctura y fa  matriz exndtilar sufro
un  proeeso de disrupc.rfu,  Adlclonalmente se
encontraron fibras colfgenas en el interior de



vacuofas  citoplasmaticas   indicativas  de   una
fuerte    interferencia    en    la    biosi'ntesis    del
col5geno. (15)

Rungby (1990) muestra que al exponer ratas
en  periodo  fetal  y  adurtas  a  la  plata  resulta
en     deFx5sitos     del     metal     en     diferentes
estnJcturas    del    sistema    nervioso    central.
Ademas La toxicidad  se  midi6 a  nivel celular y
se     encontr6     que     causa     neerosis     por
coagulaci6n,      bioqui'micamente     causa     un
incremento en la perexidaci6n de lipidos (16)

Kameta  (1979)  realiz6  un  estudio  donde  se
hizo   tratamiento   sobre   caries   en   dientes
anteriores   y   al   gmupo   experimental   se   le
aplic6   fluoruro de plata amoniacal y al grupo
testigo  se  le  aplic6  agua  oxigenada;  aunque
los   porcentajes   de   severidad   del   avance
superficial  y en  profundidad  de  las  cavidades
son   menores   para   el   grupo   de   DAFP,   los
investigadores   no  encontraron   que   hubiera
diferencia       estadJsticamente       significativa,
argumentando que el  ndmero de sujetos fue
limitado.(10)

AIgunos   estudios   di'nicos   mos   conducen   a
pensar   que   si   el   DAFP   es   aplicado   sobre
caries   incipientes,    con    tubulos   dentinales
expuestos,   este   puede   d.rfundirse   hasta   la
pulpa     produciendo     una     injuria     severa;
reconociendo  que  la   permeabilidad  dentinal
no  es  uniforme  en  todo  el  diente,   siendo
mucho    mayor    sobre    la    dentina    oclusal
especi'ficamente  sobre  los  cuernos  pulpares.
La  rata  por medio de  la cual   los qui'micos  se
difunden    a    la    dentina    depende    de    la
interacci6n         entre         los          mecan ismos
hidredinamicos   en   la   dentina   y   la   pulpa,
ademas   de    la    interacci6n    con    las   fibras
nerviosas.     Este     dltimo     components     es
importante,   pues  el  mecanismo  de  defensa
pulpar,  no  solo  involucra  el  selle  de  tubulos
dentinales  sino tambien  involucra  eventos  de
defensa      intrinsecos,       producto      de      la
degeneraci6n   de   las   terminales    nerviosas
pulpares (Pashley,  1991).(17)

Hosoya    (1990)    realiz6    un    estudio    sobre
pulpas  expuestas  en  perros,  realjzando  una
cavidad   pequeFia   en   los   molares.   Al   grupo
experimental  (28  dientes),  se  le  aplico  0.01
ml   de   diamino   fluoruro   de   plata   al   38%

durante  3   mjnutos,  al  grupe  control   no  se
aplic6  ninguma  soluci6n.  Lj)s  espec]'menes  se
procesaron  histopatologicamente a  los 3,  7 y
30 dras,   a  los 3 di'as ,  en  los dos grupos,  se
mostraron    cambios    histopatol6gicos    como
necrosis,   inflamaci6n   supurativa,   infiltraci6n
celular, sangrado e hiperemia;   a  los 7 di'as ,
en   los   dos   grupos,   se   encontr6   necrosis
parcfal,   inflamaci6n   supurativa,   sangrado   e
hiperemia  pulpar  (  en   porcentajes  menores
que    el  grupo anterior);  despuds  de  30  di'as
los  porcentajes  de    inflamaci6n  supurativa  e
inflamaci6n disminuyeron en  los 2 grupos.  Se
concluye  que  el  diamino  fluoruro  de  plata  al
38%   no   muestra   ningtln   efecto   protector
sobre las pulpas dentales. (12)

Redriguez  (1996)    realiz6  un    estudio,  sobre
dientes  temporales,  en   nijfos  entre   2  y  4
afios,  que  presentaban  lesiones cariosas que
compromedan  dentjna,  reviso  80  pacientes,
con  antecedentes  de  aplicaci6n  de  diamino,
en el est`idio tambi6n se aceptaron pacientes
que solo presentaban  lesiones cariosas sobre
esmalte. Los resultados fueron los siguientes:
74   pacientes  con   destrucci6n   generalizada,
40  pacientes  con  abscesos    dentoaiveolares,
30  pacientes  con  fistulas,   15  pacientes  con
edema   facial.   Concluye  que  el   empleo  del
diamino   debe     ser  precedido   de   un   buen
diagnostico,       teniendo      en       cuenta       la
profundidad de la lesi6n.  (11)

Acerca  del  fltior,  Helgeland    (1976)  muestra
que sobre cultwos celulares el flilor exhibe un
incremento   en   el   efecto   de   citotoxicidad
depoendiendo  de  la  acidificaci6n  del   medio
de  incubaci6n.  Se  sugiere  que  el  fluor  y  un
bajo pH pueden jugar un papel declsivo en la
citotoxjcidad de materiales que incluyan fldor.
Ademas   se   observa   un   incremento   en   la
actMdad   glicolitica   en   presencia   del   fldor
cuando  hay  disminuci6n  del  pH,(44)  Zeiger
(1993) describe que altas concentraciones de
fltlor   inhiben   el   crecimiento   a   su   vez   la
sintesis    de    DNA    y    protei'nas    en    celulas
mami'feros.(18)

En   cuanto   a    su    toxicidad    algunas   casas
comerciales consideran  la  toxicidad  del  DAFP
casi   igual  a   la   del  fenol  o  la  formalina.(19)
Yu-Chang     et  al,   en   1998,   evaltlo   in   vitro
sobre   fibroblastos   pulpares       humanos    la



citrmddad   ®or medlo de una prueba deflffifa)ydeTen°RLTMTipruerfa#
medtementos   que   se   utiltzan   dento   de
carats     pulpares,     entre     ellos     evattl6
compuesto§  fen6lleos,  mostrando  que  estos
reducen    el  contenido  de  6cde  polinude!co
de  doble  cadena  de  krs  fibroblasto§  en  Lin
Fndo   de   24   horas   de   cultlvo,    este
fen6merio      es     dependlente      de            fa
concentocl6n admlnlstrada, asi' pues, pare el
DAFP   ro   es   nlnguma   venta}a   tener   una
tlxicidad slrfular al fchol. (20)

Cue  casas  comermales  aconeejan   dilulrlo
c"i agca destllada ®para minlmfar su aocl6n
sobre  fa  pulpa".  Desaforainadameme  nl  los
fabricantes  hi  en   la   liferabira   en   general,
refchn  nlngivn  estudk)  que  muesbe     b
tulcided de este maerlal.(21)

tw   medb  de   la   cunG   de   fa   callbraci6n
reallzada segivn el protocolo del kit caeeco< 96
y  observactch  dlrecta  se determlno    que  el
ndiico  eelufar  opemo  a  sembraT  era  de
12.coo  ctlulas  per  pozp  para    una  caja  de
cufro de 96 FXRE(22)

En    be   ensayas   en    tos   que    se    util!zo
fom"~I,  con  el  ofty de  usark) coma
cmtrol posithro de Cytrm, se dEtermhoo que
fa toxREdad de este ro puede ser nedida per
ftwho  del   kit  de  C)totcot  96,   ya   que  se
encuentra  dates  lncohermt]es  al  neallzar  la
lecfroa, to que suglere que hay interfenenaa
con   el   medto  de  cada   pozo.   Ademis   se
obsema diredrmente hiibldez en cada pcao,
ed parecer provoc@da pot la reaoci6n enbe el
susde  de  la  LDH  y  ds  componendes  clel
fomocresol. El poTque de fa inttrfepencia, es
diffal de explfar debldo a que se deseonocen
log componentes de la mcada de susbato del
kit de  Cytotex 96.

En ds pnrebas mclake con el kit de cytotox
96 c"i el DAFP   se utllzaron concentr@clones
de  1:10    {0.38  %),  1:  20  (a.19  %),  1:  40
(0.09 %), 1: 80   (0.04 %),  1:  leo (0.02 %),
1:  320  (0.01  %)  y  1:  640  (0.005  %)  y  st
e`ralto con el kit de Cytotoot 96.

Lee    tempos    de    exposlcl6n    lnlc!almeme
uellzados fueron de 60 minutes, 30 rrfutes,

15  mlnutos;  despues  de  varies  pruehas  se
ercontr6 que se presentaba una lntBrferencLa
al realfar la lectiira, Ia cual se atlbuyo a una
reacc!ch  ente  el  DAFP  y  fas  pridehas  del
SFB,   Al   observer   ds   poes   se   vefa   un
precipltado,   la   denstdad   de   este   vahaba
segch   la   ooncentraci6n   de   DAFP  que   era
ulllzada,  per 1o tanto se deddk} dismlnuir el
twhpo de expesch.

Poiferiomente     se     `itilto     fas     mlsmas
concentracones a  tlempos de expos!cl6n  de
15 y 30 m!rtutes, pero debldo a que se siguf6
present@do la lnterferwia   con el medio, se
decidie   hacer      fa   evaluad6n   per   conteo
diirecto  usando az`il  de  trypan.  AI  reBlhar  el
experlmento  complete  y     hacer  el  conteo
oelulzir    con    coda    dlfacien    de    DAFP    se
detrmlro que en todas fas concentrack>ries
titilizadas se obseno  miee celular.  Debldo
a  krs  resut@dos  encontiados  se     utlllzaron
dllucbe mayoies.

Reallzando dllrdones mayores de BAFP,  1/50
(a.07%),   I/100   (0,03%),   1/ZOO   (0.01%),
1/400     (a,009%),      1/SOO(0.004),      1/1600
(0.002%),  se  evidencia  per  conteo  dlrecto
con  amll  trypan,  que  el  ndmero  de  edlulas
muertas va dislTilnuyendo a  medida apmenta
fa dllulon del. DAFP, y a partlr de fas dlhiclon
1/400 (0.009%), se  preeeutan  c&uts vivas,
ademts   el ndmero de estas va aumentando
a medida que aumenta fa dllucl6n del DAFP.

Se obseive que en la mayor concentracl6n de
DAFP,    el    promedio    de    ctlulas    muertas
(14.432 eel /poco) es mayor que el sembrado
(12.000   cevpozo),   esto   seguranente   es
debldo a que la disrupci6n de la monocape es
tan   severa   que   lo   que   se   puede   estar
contando  son  desechos  celulares  mss  qua
o6lulas.

En    vista    de    la    difioult@d    de    encontrar
lnfomaclch sobre el agents y los resultades
enoontedos en  este  esulk>,  se  plantea  la
necesk]ad   de   real]zar   otos   estudios   de
bk}competibllldad , antes de inRIr su use en
fomra nrasiva.



CONCLUS[ONES

1.    La  toxicidad  del   DAFP  es  jmposible  de
determlnar con el kit de Cytctox 96
( prueba colorindfro)

2.    El  efecto  del  DAFP  sobre  la   morrocapa
celufar es similar a los difereofes tiempos
de  exposici6n  utjlfados  (60  ndn,  3omin,
15    min    y    1    min)    por    le    tanto    el
procedimlento se rcallzo a  un  minLto  de
exposieich.

3.    Al   apllcar   Las   diferentes   diluciones   de
DAFP   sobre   los   pozos   con   las   Q6lulas
Hela  se  e`ridenciti  una  grave  disrupci6n
de la monacapa oelular.

4.    EI  uso  del  medo  de  exclusi6n  de  azul
tr)man,    aunque   simple   fue   de    gran
utllidad para la evaluaci6n de la toxlcidad
del  DAFP.

5.    En los grupos experinrentales, el  ndmero
de  c6lufas   muertas  va  disminuyendo  a
medida   que   aumenta   la   diluci6n   del
DAFP.

6.    A partir de la dilucl6n  1/400 se obeerva la
piesencia  de    atounas  cElulas  vivas  y  e]
ndmero de estas aumenta  a medida que
aumenta   fa difuci6n de DAFP utilizada.

7.    El  test  de comparad6n  de  medfas,  DMS
(minima diferencia sisnificatva) encontr6
difere"=ia         skynlficativa         entre         la
concentraci6n   1/50   y   1/loo;    1/100   y
1/200; y 1/400 y 1/800.

RECOMENDACIONES

1.    Continuar     especl'ficamente     con     mss
estudios  de  biecompatibilidad,  andes  de
lnicar el uso del DAFP  en forma masiva.

2.    Plantear un estudto de cltotoxicidad sobre
culthros    primark}s    de    fibroblastos    de
pulpa.

3.    Investigar   la   penetraci6n   del   DAFP   en
dent]ra   desmineralizada   y   su   reaoci6n
dentlna cariada.

4.    Cbmparar la toxieided del DAFP con otos
materlales clue han demostrade mejor
comportamiento corro es el caso de los
bamices fluorados.
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Figura 1 A.      Vista panoramica de un pozo (x 10), a las 24 horas despuds
de haber sido sembrado con 12.000 c6lulas HeLa.  Mayor
confluenc-ia   hacia el centro.

I:igLira 1 B.       Aspecto morfol6gico c6lulas Hela (x 4): predominan las formas
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Fisura 2.         Curva de calibraci6n entre el ndmero celular y la de absorbancia
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Figura 3 A.     Conteo celular en ctmara de Neubauer bajo microscopio invertido,
diluci6n   1/50. A mayor aumento(x20)Se observan c6lulas tefiidas
con azul trypan (flechas)y gran cantidad de desechos celulares en
el fondo.

FIgura3 B.      A menoraumento. (xl0)

FigLira 4A.       Vista de las c6Iulas HeLa dentro del pozo (xl0), al haber aplicado
el DAPF por un minuto, en una diluci6nl/100.Se observa una gran
disrupci6n de la monocapa.

Figura 4.B.        Conteo celular en camara de Neubauer bajo  mjcroscopio
invertido, diluci6n  1/100.

FigtJra 5.A        Vista de las celulas HeLa dentro del pozo, a[ haber aplicado el
DAPF par un mlnuto, en una diluci6nl/400.  No hay integridad de
la monacapa.

Figura 5.B.       Conteo celular en c5mara de Neubauer bajo microscopio invertido,
diluci6n 1/400. Se empieza a observar celulas bjrefringentes
(flechas).

Figura 6. A.       Vista de las celulas HeLa dentro del pozo, al haber aplicado el
DAPF por un minuto, en una   diluci6n  1/800.   El desintegraci6n
de la monocapa no es tan severa como la observada en diluciones
mayores.

Figure 6. B.        Conteo celular   en microscopio invertido, diluci6n  1/800.  El
ndmero de c€lulas birefringentes aumenta.
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Figura  7

Figura 8.

Figura  9

Numero c6Iulas muertas  con las diferentes diluciones de
fluoruro de plata. Los datos representan el promedlo  ± el error
est5ndar de la media.

Ndmero c6lula vivas  con las diferentes diluciones de dlamlno
fluoruro de plata. Los datos representan el promedjo  ± el error
estindar de la media.

Relaci6n entre el porcentaje de celulas muertas en cada diluci6n
utillzada, teniendo como referencia el promedio de c€lulas vivas
en el control.
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INTRODucaoN

Desde  el  siglo  XIX  el  control  de  [a  caries  ha  sido  una  de  las  mayores    metas  en

nuestra   profesi6n,    Dlferentes   mctodos   se   hen   utilizado,   ya   sean   quimicos,

nuticionales o mecanicos. Pero uno de los materiales mss utilizado ha side el fldor.

Investigaciones desde principio de siglo   se han  realizado gracfas al  hallango clinico

de su actividad anticaries en trabajadores que tomaban ague fluorada. (Volker 1939)

En  el  tratamiento  de  la  caries  el  flttor  se  ha  usado  en  forma    sistemica  y  topica,

Dentro  del   primer  grupo  se  utiliza  la  fluorizaci6n  del  agua,   la  sal,   leche  y  los

suplementos   fluorados.  Dentro del  segundo  grupo   se  utilizan  diferentes tipos  de

productos como geles, pastas profilacticas, dentl'fricos, enjuagues y bemices.

Por  muchos  afros se  ha tratado  de  explicar  la  acci6n  del  fltlor;  diferentes estudios

Guggenheim,  1984;  Leach  1986; Ten Cats,  1989;  mostraban que la acci6n del fltor

se basa  primordialmente en la inhihici6n de la  desmineralizaci6n en  la  superficie de

los cristales y en la  remineralizac!6n de la subsuperficies de las lesjones.  Conceptos

modemos,  Thylstrup,  Fejerskov,1994;  enfantizan  la  importancia  de    establecer  y

mantener  una  concentrac]6n  significante  de  floor  en  saliva  y  placa  fluida  para

controlar la disoluci6n del esmalte

Ademds del fluor, diferentes agentes se hen estudiado, entre estos se encuentran el

nitrato de plata. trimetrofosfato, difosfatos y el zinc.

El  nitrato  de  plata   es  un  agente  que se  ha  utilizado  desde  1891,  pero  solo  hasta

1969 Yamaga  desarrolla el fluoruro de  plata amoniacal  que  incorpora  la  acci6n  del



floor y ro contiene el ion  nitrate, soluci6n denominada fluoruro de plata amoniacal.

Yamaga en  1970 desarrolla  el  diamino fluomuro  de  plata.  Entre  sus  indicaciones se

encuentra    como    agente    cariostatico    en    nifios    y    para    tratamiento    de    la

hipersensibilidad en adultos.

Aunque la literatura sobre el tema es escasa; diferentes estudios en el campo dinico

se han realizado sobre esta agente en Jap6n, Argentina y Brasil;  pero acerca de su

toxicidad  es  muy  poco  to  que  se  encuentra;  en  Colombia     este  agente  no  se

encuentra disponible  comercialmente.

En  el  pais  se  busca  iniciar  su  utilizaci6n  a  nivel  masivo,  par  lo  tanto  es  de  gran

importancia el  realizar estudios de  biocompatibilidad;  buscando  evaluar  los  efectos

biol6gicos de este material in vitro.

El  documento  41   de   la     ANSI/ADA  describe  diferentes  estados  de   pruebas  de

biocompatibilidad,   el  jnicial,  secundario  y  tos  test  preclinicos.   Entre   las  pruebas

iniciales se encuentran lee test de citotoxicidad que miden el efecto de productos de

de desecho de materiales dentales.  Estos procedimientos son  no toxicos,  esteriles,

reproducibles , rapidos y no costosos,

El  objetivo de  este estudio  es medir  la   toxicidad  in vitro del    diamino  fluoruro  de

plata,  sobre  monocapas  de  c6lulas  HeLa,  detectando  su  capacidad  de  producir

efectos deletei.eos sobre material biol6gico.



I. PROBL.EMA DE twESTIGACION:

Determinar  el  efecto  del    diamlno fluoruro  de  plata  sobre  la  vfabllidad  de  c6lulas

HeLa en cultivo

1.1 DEseRlpcloM i

El d(amino fluoruro de plata al 38 % es una soluci6n t6pica de uso odontoldgico, al

que se le atribuyen propiedades remineralizantes y desensit]ilizantes en dientes con
lesiones cariosas.

El  diamino  fluoruro  de  plata  es  un  material,  que  se  ha  iiti,lizado  en  paises  como

Jap6n, Argentina y Brasil, con fines preventivos.  La  literatura sabre el tema es may

escasa   y   estudios   de   citotoxidad   no   se   encuentran.   En   Colombia   se   quiere

implementar su  uso  en forma  masiva,  por  lo  cual  se  busca  realizar  un  estudio del

comportamiento  de  este  agents    usando  como  sustrato  biol6glco  Ideas celulares

cultivadas, para evaluar su toxicidad ln vltro.

1.2  FORMULAC[ON

Cu6l  sera  el  Ofecto  de  diferentes  dilucjones  del  DIAMINO  FLuORURO  DE  PLATA

sabre la vlabjlidad de celulas HeLa en cultivo?

1.3  s[sTEMATlzAaoN

Sera  que  las  diferentes  concentraciones  del  dlamino  fluoruro  de  plata  sobre  los

cultivos celulares mostraran diferencia en la Tespuesta de toxicidad celular?

Sera qiie tos diferentes tlempos de exposicjdn del diamiro fluoruro de pfata sobre

los cultivo§ celulares presentaran diferencla en la respuesta de toxicidad celular?



Sera   que   el   comportamiento   del   diamino   fluoruro   de   pfata   es   diferente   al

formocresol sobre los cultivos de celulas HeLa ?



2. JUSIIFICACION :

El diamino fluoruro de plata   es  un agente que actualmente se  utiliza en diferentes

paises,  de forma t6pica,  en  nifios pequeiios para  la detenci6n  de  la caries y para   la

hipersensibilidad dentinal en paciente adultos.

Diferentes investigaciones en   el  campo clfnico se  han  realizado sobre este  material,

pero  estudios  de  compatibilidad  inicial  no  se  encuentran    dentro  de  la  literatura

disponible  sobre  este.   Por  lo  tanto     se  cree  de  importancia  iniciar  una  li'nea  de

investigaci6n  sobre el  diamino  fluoruro de  plata,  este  trabajo   tiene  el  prop6sito  de

realizar   un   estudio   de   toxicidad   sobre   c6lulas   HeLa,   utilizando   una   prueba   no

radiactiva   que mide la cantidad de lactato deshidrogenasa   que es liberada durante

la  lisis  celular  y  la  prueba  de  exclusi6n  de  azul  trypan  para   la  evaluaci6n  de  la

presencia de c6lulas vivas y c6lulas muertas.



3, pRopoSITo v oerrmos=

3.1. pRoposne

El  prop6sito de este estudio es conocer el  efecto del  diamlno fluoruro de  plata  la

viabilidad de c6lulas HeLa cultivadas.

3.2. OB]ET~

3.2.1 GENERAL:

- Evaluar el efecto del dfamiro fluoruro de plata in vltro sabre la viabilidad de c6lulas

HeLa cultivadas.

3.2.2 EspEaF)es

-    Estandarizar una prueba no radiacthra de citotoxicidad ln vitro.

Determinar el efeto de diferentes concentraciones del diamino fluoruro de plata

sobre la prollferacidn o supervivencia de celulas HeLa.

Describlr el efecto de diferentes tempos de exposici6n del diamino flueruro de

plata sobre la prollferaci6n a supervlvencia de c6lulas HeLa.
-      Evaluar el comportamiento del formocresol coma control positwo.



4. MARCO DE FUFERENCIA

4.1 lvIAROO TEORICO

4.I.1    PuLPA

EI componente de tejido conectivo no mineralizado que mantiene a  la dentina es la

pulpa,  la  cual  ocupa  la  porei6n  central  del  diente  y  presenta  comunicaci6n  con  el

ligamento  periodontal  por el  foramen  apical,  par  el  oval  penetra  y  sale  el  sistema

vasculonervioso de la pulpa.  La comunicaci6n entre la pulpa y el periodonto tambien

ocurre par los conductos laterales que se ubican a lo largo de la superficje lateral de

a rafz'

ZONAS MORFOLOGICAS DE LA PULPA

En el tejido pulpar se distinguen histol6gicamente varias zonas:

1.   Zona edontoblastica en la periferia pulpar.

2.   Zona libre de c6lulas   (Capa de Weil).

3.   Zona rica en ce[ulas,

4,   Centro pulpal., donde hay gran cantidad de vases sanguineos y nervios pulpares.

Las   principales   c€lulas   de   la    pulpa   son   odontoblastos,    fibroblastos,    c6Iulas

mesenquimatosas indiferenciadas y macr6fagos.

caonfz)4/a:sfos.  ubicados en  la  periferia  pulpar,  Son  las c6lulas mss distintlvas de  la

pu]pa, forman una sola capa que recubre la periferia y poseen una prolongaci6n que

se extiende dentro del thbulo dentinal,



Le  prolongacl6n  celular  del  odontoblasto  comlenza  en  su  misrro  cuello,   donde

emp!eza  a   estrechar  gradualmente  su  diametro   a   medida   que   pasa  desde   la

predentina a la dentina mlneraljzada.

flbroorBstos: Son c6lulas especialmente numerosas en la parts coronaria de la pulpa

donde forman  la  zona  rica  en  c€lulas,  La  funci6n  de  los  fibroblastos es  formar y

mantener  La  matriz,   la  cual  consiste  de  colagero  y  sustancia  fundamental.   tos

fibroblastos tambi€n tiene la capacidad de ingerir y degradar col5geno cuendo se les

estimufa adecuadamente.

aJ/I/fas Wesarty«.rna/es J77Jx.feiramc}1acfas  Representan la "pool" celular a partir de la

cual se derivan otras celulas conectivas de la pulpa. Dependiendo del estinulo, estas

c6Iulas pueden originar fibroblastos u odontoblastos. Estos son encontradas a travts

de la zona rica en c6lulas y en el ndcleo pulpar y frecuentemente estan relacionadas

a tis vasos sanguineos.

Cifes ctgrzAfas /Amunocowapefemfes. A parte de ts celulas asociadas con los elemetos

neural  y  vascular,  existen  tres  tipos  de  celulas,  que  se  consideran  residentes

nomales de la pulpa dental: Los macn6fagos, las celulas dendlthcas y los linfocitos.

FifJ/as. Son principalmente tipo I y tipo Ill.  En pulpas j6venes las fibras de col6geno

son encontradas esparddas entre las celulas pulpares,

S«5fama.a  fu»darmelr7fa/.   Esta   compuesta   principalmente   de  glicosaminogllcanos,

glicoproteinas y agua;  toe cuales soportan  las c€lulas y  actdan corro  el  medio  de

transporte de nutrientes desde lee va§os sanguineos hasfa las c6lulas y metabolitos

desde las c€lulas hasta los vases sanguineos (1,2)



4.1.2 DEunNA

La dentina es un tejido mjneralizado que se origine del epitelio dental  intemo y es

parte consftyrente de  los dientes;  actha  come  cubierta  protectora y sensorial  del
6rgano pulpar y provee soporte mec±nico al esmaLte que lo cubre.

En  cuanto a su  compositi6n el 68%  corresponde a  la  porci6n  inorganica  foI'made

principalmente por un complejo de hidroxiapatita que lo hace el segundo tejido del

cuerm  humano  has  minera«zado  desprfes  del  esmalte.   La  porci6n  organica  es

aproxlmadamente  el  22%  de  la dentina y esta  constituida en  su  mayor  parte  por

colageno tipo I que es producido per el  ndcleo de las c6]ulas odontoblasticas.   Este

col5geno forma uno matriz fibriLar, sobre la oval se van a depositar los cristales de

hidroxiapatita.

Otras   proteinas   no   colagenas   de   la   matriz   son   las   fosfoprotefnas   coma   las

fosfoforina, que interactha en el  control de la  rata y lugar de mineralkaci6n de la

dentina. El 10% restante de la composici6n de fa dentina es agua.

Segdn la localizacl6n de la dentine dentro del diente, se pueden dasificar en dentirra

del manto, dentina interglobular, dentina c!rcumpulpar y predentina .

La dentina del manto es la primera dentina que se foma, es la mas periferica de la

corona del diente y esta constituida por fibras cofagenas largas.   Su espesor es de

aproxlmadamente 20 Llm y esta delimttada par la union amelodentinaria y la dentina

intergtobular.   Esta u]tima conesponde a uma zona hipomineralizada per enoima de

la dentha circumpulpar.   LLas fibras de la dentjma del manto hacen husos dentro del

esmaite   uniendose   en   esa   zone   los   dos   tejidos   por   retenci6n   mecanica   y

senslbilidad.La  dentlna  circumpulpar  es  aquella  depositada  sobl.e  toda  la  interfase



pulpo-dentinal  intema de  manera circumpulpar,  cnyo deposito  ritmico dejando  unas

lineas de incremento

Entre la capa odontoblastica y el frente de mineralizaci6n de la dentina  circumpulpar

se encuentra la pre dentina cuyo espesor es de 5 -  10 urn y es tejido sin mineralizar

(2'3).

En  la dentina  radicular se diferencia la capa granular de Tomes que se encuentra a

lo  largo de  la  uni6n  cemento dentinal  constituyendo  una  capa  hipomineralizada  que

se une org5nicamente con el cemento (4)

Segbn la etapa de formaci6n de la dentina,  se puede diferenciar la  dentina  primaria,

secundaria,  terciaria  y  escler6tica.   La  dentina  primaria  forma  la  mayor  parte  del

diente  y  delimita   la   camara   pulpar.   La   secundaria   es   la   dentina   que  se  forma

despu6s  de   completarse   la   formaci6n   radicular.   Con   respecto  a   la   anterior,   Ia

formaci6n  de  la  dentina  secundaria  es continua  y  mas  lenta.  La  dentina  terciaria  es

aquella dentina que se forma como reacci6n a estinulos nocivos.  Presenta un patr6n

circunferencial en anillos, es amorfa y no tiene tdbulos dentinarios.  Se debe tener en

cuenta, que esta es una dentina no odontobl5stica

La dentina escler6tica esta asociada  al  envejecimiento del  diente,  como  mecanismo

de protecci6n contra la atrici6n y el trauma

Segdn  su   relaci6n   con   los  ttibulos  dentinarios  se   habla  de  dentina   peri   e   inter

tubular.    La  dentina  peritubular es  la  que  circunda  a  cada  tdbulo.    Esfa  ausente  en

los dientes reci6n erupcionados y no esta bien diferenciada en dientes j6venes.

La  intertubular es el  mayor componente de  la  dentina y presenta  comunicaciones y

anastomosis entre los tdbulos.  (2,3).

Cada  tdbulo  dentinal  es  un  cono  invertido  con  un  diametro  pequefio  (0.5  -  0.9um)

hacia   la   UDE   y   grande   (2   -   3   urn)   hacia   la   pulpa.      La   combinaci6n   entre   la

10



4.1.3.1  ElloLOGIA DE LA CARIES DENTAL

Por   lo   general   se   acepta   que   la   etiologi'a   de   la   caries   dental   es   un   problema

complejo,   complicado  por  muchos  factores  indirectos  que  oscurecen   la  causa  o

causas   directas.   No   existe   una   opini6n   universalmente   aceptada   acerca   de   la

etiologi'a   de    la   caries   dental.    Sin    embargo,       tres   teorfas    importantes   han

evolucionado  a  traves  de  afios  de  investigaci6n  y  observaci6n:  la  teorfa  acid6gena

(teon'a   quinica-parasitaria   de   Miller),   la   teor/a   proteoli'tica  y     la   de   prote6Iisis-

quelaci6n.   (5,7,8)

Thylstrup,1993,  ilustra  la  relaci6n  entre  la  placa  dental  y  multiples  determinantes

biologicos que influyen en el desarrollo de la lesi6n cariosa.(6)

4.1.3.1.1  LA TEORIA ACIDOGENA

Varios   investigadores   anteriores   a   Miller   hicieron   importantes   contribuciones   al

problema  de  la  etiologfa  de  la  caries.  Una  de  las  primeras  observaciones  fue  la  de

Leber    y    Rotenstein,    quienes    en    1867,     informaron    el    descubrimiento    de

microorganismos en las lesiones cariosas y sugirleron que la caries dental se deb fa a

la actividad de  las bacterias  productoras de acido.  Clark (1871,  1879), Tome  (1873)

y  Magitot  (1878)  coincidieron  al  creer  que  las  bacterias  eran  esenciales  para   la

caries,  la  cual  era  producida  por acidos,  aunque  sugirieron  una  fuente  ex6gena  de

estos dltimos.

W.D.Miller,   probablemente  el  mss  conocido  de  los  primeros  investigadores  de  la

caries  dental,   public6  en  forma  extensa   los  resultados  de  dichos  estudios,   que

empezaron  en  1882.  Culminaron  en  la  siguiente  hip6tesis  en  la  cual  se  estableci6:
"La  caries  dental  es  un  proceso  qui'mico-parasitario  que  consiste  de  dos  etapas,  la

descalcificaci6n  del  esmalte,   la  cual  da  como  resultado  su  total  destrucci6n,  y  la
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descalcificaci6n de la dentine,  como una etapa  preliminar, segujda por la disoluei6n

de los residuos reblandecidos.  El acido que afecta a esta descalcificaci6n primaria se

deriva de  la fermentaci6n de los almidones y de los azbcares que se almacenan en

los centros retentivos de los dientes".   (5,7,8)

4.1.3.1.2   lA TEORIA PROTEOLIllcA

Baumgartner     (1911)    y     Fleischmann     (1914.     1921)     demostraron    que     los

microorganismos podfan invadir a las 16minas del esmalte y creyeron que los acidos

producidos  por  estas  bacterias  podfan  destruir  la  porci6n  inorg6nica  del  esmalte.

Gottleb  (1944)  y  Gottlieb,  Diamond  y  Applebaum  (1946)  postularon  que  la  caries

esencialmente  es  iln   proceso  proteolitico:   los  microorganismos  invaden  las  vfas

organicas  y  las  destruyen  en  su  avance.  Admitieron  que  la  formaci6n  del  acjdo

acompafia  la  protedlisis:  entre  menor  cantidad  de  laminas  esten  afectadas,  mayor

ndmero de vainas de  los  bastones del  esmalte  estan  lesionadas.  La  base de esta

teoria ha  sido el  alslamiento de  la cavidad bucal  de  bacilos gramnegativos capaces

de pleducir la enzima sulfatasa, que libera al acido sulfurico combinado a partir de la

mucoproteina.  Supuestamente,  el  5cido liberado disuelve el esmalte,  combinandose

con el calcio para formar sulfate de calcio. Es interesante que este compuesto se ha

encontrado en el esmalte cariado pero no en el sano. (5,7,8)

4.1.3.1.3 TEORIA DE LA PROTEOLISISQUELACION

La teon`a  prote6lisis-quelaci6n  de  la  caries  dental,  como fue  propuesta  por Schatz,

establece  que  el  ataque  badteriano  al  esmalte,  inicjado  por  los  microorganismos

queratinolfticos,  consiste  en  un  trastorno  de  las  proteinas  y  otros  componentes

org5nicos del esmalte,  principalmente de la queratha.  Esto produce sugtancias que

pueden formar quelatos solubles  con  el  componente  mineralizado del  diente y  pot.

tanto deslcalcifica e[ esmalte en un pH neutro e lncluso alcalino.  El esmalte tambi6n

contiene    otros    compuestos    organicos    junto    con    la    queratlma,    como    los
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mucopolisacaridos,  los  lfpjdos y el  citrate,  que  pueden  ser  susceptibles  al  ataque

bacteriaro y actuar como quelantes.

La toha prote61lsis-quelacl6n resuelve los argumentos en cuanto a qile si el ataque

inicial  de  la  caries  dental  es  en  la   porci6n  org5nica  a  inorganlca  del  esmalte,

estableciendo que ambos pueden ser atacados en forma s[muftanea.  Pero se deben

hacer diversas ajustes si se acepta la teorfe de prote6llsis-queleci6n.  Estos incluyen:

1)  la observaci6n  del aumento en  la frecuencia  de caries con el  increments en el

consume de azbcar;  2) La observaci6n de una elevaci6n del  n&mero de lactobacilos

con un aka en La activid@d de [a carles, y 3) la observaci6n de la dism(nucl6n en  la

frecuencia    de   caries   segulda    por    la    administracl6n   t6pica   o   sist6mica    de

fluoruro.(5,7,8)

4.1.3.1.1.4TEORIAACTUAL

Fejerskovl986,  cltado  par Thylstrup,    ilushan  un  modelo  que  muestra  La  relaci6n

entre  el  factor  etlologico,   la  placa  dental,;  los  factores  detemlnates  biel6gicos

(saliva,  composicitin  de  la  dieta,  microonganismos  )    que  son  aquellos  que  per  si
solos  no  causan  perdida  de  mineral  (  sl  la  placa  dental  no  esta  presente),  pero

influyen  en  el  desarrollo  y  progresidn  de  la  perdida  de  mineral.   Es  impohante

considerar que una variacich e>ctrema en cuatouiera de estos determinantes, influiria

fuertemente en el desarrollo de la lesion cariosa.  Adem6s ahade a este modelo los

factores de confusl6n  como son factore§ de comportamiento y socloecondmicos; los

cuales no son slempre iguales en todas las sociedades.  Se hace aparente que solo

cuando se trata de remo`/er los depositos microhianos es posible ignorar el rol de los

factnes determinates,

4.1.3.2 DESAfutoLLO DE L^ LEsl6Ii INlaAL EN uL cARtEs.

Mientras  exista  equillbrio  entre  diferentes  factores  del  medic  ambierlte  oral  y  los

tejidos duros del diente, 6ste se mantene intacto, desde el punto de vista qui'mico

se trata de mantener en equllibrio los iones de calcio,  fosfato,  grupos hidr6xilos,  Si
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las fases lfquida (saliva, fluidos gingivales) y s6lida (esmalte) se encuentran en isual

saturacl6n, ni el esmalte se disueive ni la saliva se mineraliza.

El  proceso  de  la  caries  dental  se  lnicfa  con  la  fermentaci6n  hacteriana  de  los

carhohidratos y consiguiente producci6n de acidos org6nlcos. Coma resultado de ello

el  pH  baja.   La  caida  inicial  eel  pll  puede  ser  contrarrestada  per  la  capac]dad

neutralizadora, "buffer", de la saliva mediante su sistema de bicarbonatos, fosfatos y

prctehas; par la capacidad neutollzadora de la porcich organica de la placa dento~
bacteriana (10 veces mayor que la de fa saliva  por ml);  y cuendo est5n  presentes

por  [a  capacidad  neutralizadora  de  pequeFios calouds dentales  (loo  veces  mayor

que fa de la saliva). Su capacidad neutralizadora es el resultado del alto consumo de
hidr6geno requerido para la disoluei6n de fosfatos de calcio (apetitas).

Cal0(P04)6 (OH)2 + llH + ----- >io Ca2 + 3H2 ro4 + 3H{ro4)2 + 2Ji20

Cuando hay dlsolud6n de c5lculos,  La concerfuacl6n de calcio y fosfato en solucibn

aumenta,  par  lo  tanto  la  fase  acuosa  pemanece  saturada  con  respecto  a  las

apaetas del esmalte a un pH cn'tico (5.4) Esto explica por que no se forman leslones

de caries dental por debejo de edlculos dentales.

Cuando  el   pH   esfa   por  debejo  del   nivel   critico   la   fase   acuosa  se   encuentra

subsatureda con relaci6n a las apatltas del esmaife y supersaturada en relacl6n con

las fluorapatitas,  situaci6n  que con  el tiempo  puede  condueir a  la  aparici6n  de  la

lesi6n cli'n!ca. A medida que el  pH  de  la fase acuosa  aumenta desputs del ataque

inidal,  la  soluci6n  queda  de  nuevo  supersaturada  con  relaci6n  a  la  apatita  del

esmalte  y  el  mineral  recientemente  disuelto  tiende  a  reprecipitarse.  Sin  embargo,

come existe la posibilidadde que algunos minerales se hayan djfundido del esmaife

subsuperficial y de la parfe intema de la place dento-bactedana no esten disponibles

para su repricipitaci6n y en consecuencia ha`ra p6rdida de minerales del esmalte,  Si

estos cambios ultraestr`icturales, no visibles, contindan en el tiempo, el re§uhado es

la  lesion visible de  la  caries  dental.  Pen'edos de disoluci6n  a  hajo  ph  alternan  con
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pen'odos  de   repricipitaci6n   parcial   cuando   aumenta   el   pH,   si   los   primeros   son

mayores  el   resultado  neto  es  la   lesi6n  clinica,  ``la   mancha   blanca",   como  ya  se

indic6.  Resulta de la difusi6n de acidos hacia el  interior y de calcio y fosfato  hacia el

exterior.  (El  esmalte  intacto  es  permeable  a  jones  pequefios).  Antes de  la  aparici6n

de    la    mancha    blanca    la    zona    mss    externa    del    esmalte    muestra    a    nivel

ultraestructural sefias de disoluci6n.  Esta  disoluci6n  se  manifiesta  como  la  lesi6n  de

caries  dental  y  como  erosi6n  del  esmalte.   (Ambos  fen6menos  s6lo  se  observan

despu6s de  la aparici6n de los dientes en  la  boca).  Caries dental  se define como ``la

disoluci6n  quiniica  de  los tejidos duros del  diente  por la  acci6n  de  acidos  org5nicos

resultantes  del  metabolismo  bacteriano  de  azdcares  de  bajo  peso  molecular''.  La

lesi6n  erosiva  es  "el  resultado  de  la  disoluci6n  qui'mica  de  la  sustancia  dental  por

otros agentes quimicos".

La  apariencia  cli'nica  es  diferente.  En  caries  dental  siempre  se  observa  una  lesi6n

subsuperficial,  zona  de  p6rdida  de  minerales,  con  una  zona  superficial  externa  bien

mineralizada.  En  la  lesi6n erosiva se observa  la  p6rdida de  las capas del  esmalte del

exterior  hacia  el  interior.  La  disoluci6n  del  esmalte  puede  ser  el  resultado  de  dos

situaciones  quinicas  diferentes.   En  una,   la  fase  acuosa  que  rodea  al  diente  se

encuentra   subsaturada   en   relaci6n   hidroxiapatita   y   supersaturada   en   relaci6n

fluorapatita.  En consecuencia,  la  hidroxiapatita subsuperficial  se disuelve y se forma

fluorapatita en  la zona  externa  del  esmalte.  A  mayor supersaturaci6n  con  relaci6n  a

la  fluorapatita  mayor  incorporaci6n  de  fldor  en  la  superficie  externa  del  esmalte,

mejor   mineralizada   esta   zona   y   menor   p6rdida    de    minerales   de   la    lesi6n

subsuperficial.  Cuando el  pH se encuentra por encima de 6, todos los fluidos orales

se  encuentran supersaturados en  relaci6n  con  la  hidroxiapatita  y  la fluorapatita,  es

de    esperar    que    bajo    estas    circunstancias    haya    formaci6n    de    calculos    y

reprecipitaci6n de minerales sobre la superficie del esmalte.

Cuando el  pH  se  encuentra  en  el  rango critico de  5.5  -  4.5,  la  saliva  se  encuentra

subsaturada   con   relaci6n   a   hidroxiapatita   y   supersaturada   con   relaci6n   a   la

fluorapatifa,    consecuentemente    ocurre    caries    dental     por    desmineralizaci6n.
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Concentraciones de fldor tan bajas como 0.1 ppm en los fluidos orales produe esta

supersaturaci6n  en  relaci6n con  la  fluorapatita.  Esfa  es  la  concentraci6n  fisiol6gica

del fldor presents en saliva.

La   saliva   a   bajo   pH   permanece   supersaturada   en   relaci6n   con   fluorapatita   y

subsaturada  en  relaci6n  hidroxiapatita.   Cai'des  del   pH  entre  5.5  y  4.5   imp]ican

disoluei6n de  la  hidroxiapatita subsuperficial  y formacich  de fluorapatita en  la zona

desmineralizada  dlsminuyendo  en  consecuencia  la  p6rdjde  total  de  minerales  del

diente.

Este tipo de  remineralizaci6n  es  parts del  proceso de  la  caries dental  y explica  en

consecuencia la mayor concentraci6n de floor en la zona externa, en la lesion inicial

de la caries dental, este efecto es mayor si se aumenta la concentratich del mar en

el medio ambiente.

La   otra   cjrcunstancia  est5   caracterizada   por  subsaturaci6n   de   hidroxiapatita   y

fluorapatita, en consecuencia se disuelven ambas. aini-Lanrente se manifiesta como

una erosion.  Los jugos de frutas 5cidas (naranja,  lim6n, toronja),  bebidas gaseosas

son  subsaturadas  en  relaci6n  con  ambas  apatitas  y  por  lo  tanto  pueden  causas

lesiones erosivas. (6,9,10)

Reacx:fones de la dehtlna a la progpesi6n de la caries

Los  cambios  en   la  dentina  durante  fa  progresich  de  la  caries  no  pueclen  ser

entendidos,  sin  tener  en  cuenta  la  extensi6n  de  la  lesi6n  de  esmalte.  La  reacci6n

mss comdn de defensa  del  organo  dentino.pulpar es  le  esclerosis  tubular,  lo  que

requiere la presencia de odontoblastos vitales,  La esclerosis observada en conjunto

con  la  caries se  ha  descrito ya  sea  como  el  resultado  de  mineralizacj6n  inicial  del

espacio peritubular seguido de la calcificacl6n de los procesos odontoblastico;  o del

inicio     de     calcificacj6n     intracitoplasmatica     seguida     de     uira     mineralizacj6n

periodontoblastica secundaria.  En  la  literatura se denota con  el  nombre de dentina

trasluclda  o  zona  traslueida.  dos  cambios  jniciales  de  la  dentilra,  al  aumentar  fa

desmineralizaci6n  del  esmalte son  a  nivel  bioqui'mico  e  histoquinico.  La  esclerosis
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tubular es vista antes de que la lesi6n de esmalte   alcance la uni6n amelo-dentinal,

cuando  alcanza  este  limite   se  observa  el  primer signo  de  desmineralizaci6n  de  la

dentina,  la  cotoraci6n  pardusca  (cafe).La  esclerosis dentirral  se observa  lateral  a  la

de§mineralizaci6n como una  reaccj6n que se estimula en la direcci6n de Las varillas

dels  esmalte  desde   las  areas  de   menor  compromise  de   la   lesi6n  en   esmalte

acercandose a la uni6n amelo-dentinal Cuando la desmineralizaci6n de la dentina se

acerca a la pulpa en una distancia entre 0.5-  1mm,  se pueden observan  reacciones

inflamatorias en la  regi6n subodontoblastica, que son el  resultado de  los diferentes

productos  bacterianos.   Se  asume  que  cuendo  cuando  la     produeci6n  de  acido

termina en la superficie debido   aun disturbio regular o a la remoci6n de la biomasa

cariog6njca,     entonoes     no    ocurre     mss    desmineralizaci6n,     produciendo     un

detenimiento de la progresi6n de la caries. (6)

METODos DE col\rTROL DE caRIEs

No ha faltado irvestigaci6n en odontologia,  en  particular la que ayuda a  una mejor

comprensi6n del proceso carioso. Aunque no se ha alcanzado o aproximado al ideal,

existen  logros  definitivos  en  el  campo  del  control  de  la  caries.  Hay  metodos  para

producir  una  reducci6n  sustancia  en  la  caries  dental,  tenjendo  en  cuenta  que  el

paciente puede ser educado en forma apropiada.
Los m€todos mss prometederes del control de la caries se I)ueden clasificar en tres

tipos   generales:   1)   medidas   qui'micas,   2)   medidas   nutricionales,   y3)   medidas

mec5nicas,

MEDIDAS QUIMICAS DE CONTROL DE CARIES

Se  han  propuesto  un  gran  ntlmero  de  sustancias  quinicas  con  el  prop6sito  de

controlar la caries dental.  EI  uso de algunas de 6stas se  ha basado en  las pruebas

experimentales sanas;  el  use de otros ha sido  puramente empirico y sin que exista

un fundamento cientifico.  Estas sustancias quinicas  incluyen:  1)  las que alteran  la

superficie a la estructura del diente; 2) sustancias que interfieren con la degradaci6n
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de   los   carbohidratos   mediante   alteraciones   enzimaticas,   y   3)   sListandas   que

inteffieren con el crecimiento bacterlano y el metabellsmo.

Sustanclas que alteran la superficle o la einictiira dental.

De las sustancias quinicas que caen dentro de esta categorfa, el floor parece ser el

mas prometedor y de alli que se haya probado con nhs amplitud.

4.1.3.4  FluoR

Gierieralfrodes.

El  fluoruro  es  la  forma   i6nica  del  fldor  (fluorina).   Pertenece  al  grupo  de   los

hal6genos   con   un   peso  atbmlco  de   19  y   nt]mero   at6mico   de   9,   Es   el   mss

eledtronegathro de los elementos de le table periedica.

El intefes de la odentologfa por el floor se inlcid hace 80 afros cuando se empez6 a

irvestigar fa causa del esmalte moteado, condlci6n endemica en el sur oeste de los

Estados  Unidos.  Hace 40  afios  se  identifiic6  el  fltor en  el  agua  coma  la  sustancia

responsable„. pero al mismo tiempo se encontr6 que si La cantidad de fltor presents

en el agiia de consumo diario oscilaba entre 0.7 y 1.2 ppm, la incidencta de la caries

dental disminufa. Las inve5tigaciones que demostraron la eficacia del flfor sist6mico,

dieron  origen  a  la  utilfroci6n  de  este  elemento  sobre  la  superficie  del  esmalte  de

manera  topica,  en  forma  de  pastas  dentales,  enjuagatorios,  gelatinas,  bamtoes,

elementos de liberaci6n lenta e impregnado en hllo dental,

Hoy se acepea en general que la acci6n cariost±tica del fltor se debe a su capecidad

remlnerallzadora   del   esmalte   e   inhlbitoria   de   [a   produsci6n   de   atido   por   fas

mlcroorganismo§ de la placa dewho-becteriana.   (6,11)

Mefatrol lsmo del flfror,
La  nrayor cantidad  de flfror absorbido es  incorporado  en  los tejidos mirreralizados

del  cuerpo  humano  y  la  mayor  excred6n  es  par  la  orina.  El  99%  del  floor  en  el
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cuerpo humano esta asociado con los tej!dos calcif!cados.  No siempre su uni6n es

irreversible, puede reaccionar con otros iones presentes en los fluidos corporales, fa

principal  rota  de  eliminaci6n  es  la  orina.  Se  cfiee  que  el  flt}or  eliminado  par  [as

materias fecales no es fltor absorbido. La principal fuente de fltor para los humanos

es la dicta o la ingest6n lnadvertida de pnductos que la contengan.(6)

Texlcidad aguda del Fltor
CLJando  grandes  cantidades  de  f]dor  son  consumidas  en  una   dnica  dosis,   los

primeros efectos que se maniflestan incluyen nausea, v6mito, ardor o c6licos. Puede

haber e«cesiva salivaci6n y  llanto, debllldad generalizada,  pafalisis de  los  m&soilos

de   la   mas6caci6n,   espasmos   de   las   exbemidades,   tetania   y   convulsiones

general!zadas.  El  pulso  puede  ser  ligero  o  ro  detectable,  Lj?  presi6n  sanguhea
freeuentemente cae hacia niveles may hajos. A medida la respiraci6n dismlnuye ; se

desarrolla   una  acidosls  respiratoria.   Ios  niveles  de   potasio  en  el   plasma   son

elevados,  lndicando  un  efecto tdxico generallzado en  la functon  de  las  rnembranas

celulares, arritmias cardl'acas pueden decarrollarse en asociaci6n con hipercatcemia.

Los   niveles   de   Ca   en   el   plasma   dismlnuyen   (5   mg   %   6   menos)   extrema

desorientaci6n a coma usLialmente precede a la muerte, que puede oourrir dentro de

las primeras horas despuds de la dosis de fltor,  El rango mis frecueme cltado para
``dosis  letal"  de  flLioruro  de  Na  fue  dado  per  /7lc]q!pe y  5twM'tt  ,1965  (citado  par

Cardenas,1996) que concluyen par media de un estudio que el  rango §e eTuentra

entre  5-10  gr  de  fluoruro  de  Na  para  un  hombre  de  aproxinedamente  70  kg

corresponde a urra ingesfa entre 32-64 mg F/kg de peso, {11,12,13)

Fluonds

Es la mayor preocupaci6n asociada con el uso de dentirlcos  f]uorados y enjuagues,

debldo  a  la  lngest6n  exceslva  de  fltor  por  niftos  con  la  dentici6n  en  desarrollo.

Problema que fue documentado tempramamerfue per 4aan (1942), quien rote que a

medida  que  la  concentraci6n  de floor  fue  incrementada  desde  niveles  muy  bajos

hacia una ppm; habfa una disminucich de cerca 60% en la experiencia de caries pow
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niiio.  Las  edades  criticas  en  la  fluorosis  son:  del  nacimiento  a  los  5  aftos  de  edad

para  los  dientes  anteriores  y  hasta  los  8  afros  para  los  incisivos  y  otros  dientes

permanentes.

Mediante     analisis      modernos      CpAaMj7,1985      (citado      por     Newburn,1987)ha

determinado que  la  ingesta  de fldor en  la  dieta  de  nifios  pequeFios en  comunidades

fluoradas es  aproximadamente  0,5  mg.  Se  concluy6   que  las comunidades  pueden

alcanzar  el  umbral  de  problema  pdblico  si  el  rango  de  ingesta  diaria  de  fldor  en

nifios pequeffos se encuentra entre 0,75-1  mg,  lo que es sustentado  por el  estudio

de Aasonder-f?aed/gr,1974 (citado por Newburn,1987).

Se  nan  reportado  gran  cantidad  de  estudios  acerca  de  la  ingesta  de  denti'fricos  o

enjuagues en  nifios pequefros (Oo"e// 81,  #angreai/es 72,  #e/Tftyom 60,  lve/ 1983,

fe//85, citado por Newburn,1987) la fracci6n de fldor introducido en la boca que no

es  expectorada  oscila  entre  el  0-100%.  Un  rango  de  25%  de  ingesti6n  puede  ser

predecido.  La  cantidad de fldor inl:roducido  puede  estar en  un  rango  entre  0,1  -  2

mg ;  por lo tanto el rango para la ingesti6n de fldor desde estos productos es desde

prdcticamente 0-2 mg con un promedio de 0,25 mg

Estas cantidades de fldor no ingerido en la dieta contribuye substancialmente al total

de  ingesta total  diaria.  Usando el  promedio de  retenci6n de  25%,  se  puede  calcular

que  al  cepillarse  los  dientes  2  veces/dfa  (1  gr  de  dentifrico  6  1  mg  de  fldor  por

cepillado)   puede   proveer  suficiente  floor  para   igualar  se   puede  predecir  por  un

cepillado  o  por  el  uso  de  un  enjuague  por  dia.  Cualquiera  de  estas  condiciones

juntas con 0,5 mg de floor provenientes de la dieta  puede  proveer 1  mg del  ion  por

dfa,  una  cantidad  que  puede  causar  fluorosis  en  algunos  nifios.  Problema  que  se

incrementa   en   areas   fluoradas   de   altas   concentraciones   o   cuando   se   utiliza

suplementos (tabletas). (13)

EI floor se  ha administrado  principalmente en dos formas:  por medio de suplemento

del agua comunitaria y por aplicaciones t6picas.
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Mecanlso® de ac€i6n del fltor tbpico.

Se  ha  especuledo  mucho al  respecto;  sin  embargo,  los  conceptos  mss frecuentes

son  los  siguientes:   a)   El  flt]or  le  confiere  mayor  resistencia  al  esmalte,   y  en

consecuencia   disminuye    la   sofubil]dad   del    esmalte.    Gr6ficamente   se    puede

representar  este  cornepto  de  la  slguiente  manera:  Aplicaci6n  de  fltor  >  fltor

incorporado en el esmalte > resistencia a la caries dental. Esta tcon'a, que es la mds

cordente, se basa en el hecho de que niiios que viven en areas con fldor en el agua

de  consumo exhiben  una  menor  prevaleneia  a  la  caries dental  que  niftos  que  no

tieiren este privileglo.  Por to tanto,  es necesario aumentar la incorporacl6n de flt]or

en  el  e§malte  durante  su  formacl6n,  esta  teorfa  lmpllca  que  una  veg  obtenida  la

resistencia  a  la  caries  dental  esta  dura  de  por  vida  y  que  el  fldor  incorporado

durante  la  fase  de  mineralizaci6n  es  mss  efectivo  que  el  aplicado  despu6s  de  la

sa[ida de los dientes en la boca. OIvidan los proponentes de esta teon'a que el efecto

del fltor adminlstrado de esta manera desaparece cuando el  paciente abandona el

area con fldor en el agira de consumo diario.

b) El fltior lnterfiere con la dlsoluei6n del esmalte,  para ello debe estar presents en

la  fase  a€uosa  que  rodea  el  diente,  en  la  saliva  y  en  los  fluldos  bucales,  como

consecuencia  de  elto  la  solubilidad  del  esmalte  es  baja.  Gfaficamente  se  puede

representar  de  fa  sigulente  manera:  Aplicaci6n  de  fltor  >  inhiblci6n  de  la  caries

dental  >  incorporacich  de  fltor  en  el  esmalte.  Esto  dltimo  es  el  resultado  de  la

inhlbici6n, no el fatter inhjbtorio. Asume que la cantidad de esmalte que se dlsuelve

es menor cuando la cantidad de fltor en la fase acuosa del diente es menos de  1

ppm.  Como el f]tor disuelto en los fluidos ora[es es ingerido al ser absorbido en la

mucosa g5strica, reaparece constantemente en los fluidos orales. Esta teorfe lmplica

un aporte continuo de fltor, toda la vida y en concentraciones bajas.

La correlaci6n entre estce dos enfoques se puede ilustrar con la slguieme ecuacich.
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Cal0(P04)6(HO)F(E)10 Ca++   + 6Pcrs + OH + F ((E) esmalte s6lido.

Una teorfa  no  excluye  a  la  otra.  Sin  embargo,  las evidencias epidemiol6ca,  clinica  y

quiniica muestran que interferir con la disoluci6n del esmalte (efecto t6pico) es mss

importante  en   la   prevenci6n  de  la  caries  dental   que   la  cantidad  de  fldor  en  el

esmalte.

c)  El  fltlor  interfiere  con  el  metabolismo  de  la  placa  dento-bacteriana,  su  presencia

en   ella,   de   acuerdo   con   los   proponentes   del   concepto,   perturba   la   capacidad

colonizadora   de   los   microorganismos,   su   crecimiento,   multiplicaci6n   y   actividad

metab6lica  (producci6n  de  acidos  a  partir  de  azdcares  de  bajo  peso  molecular.  In

vitro,  es  posible  demostrar  la  capacidad  inhibitoria  del  metabolismo  bacteriano  con

concentraciones  de  100  ppm,   pero  in  vivo  la  concentraci6n  de  floor  en  saliva  y

fluidos  oralesd,  como  ya  se  indic6,  es  de  pocas  ppm,  en  consecuencia  no  es  de

esperar efecto notorio en el  metabolismo de la  biomasa bacteriana.  (10) (11)

Reacciones del Floor con el esmalee

El  i6n  en  soluci6n  acuosa  tiene  alta  afinidad  por  el  esmalte.  Depende  de  factores

como:  concentraci6n del  flfror en soluci6n,  pH,  tiempo exposici6n y  la  naturaleza  de

la  superficie  del  esmalte  (sana,  grabada  o  cariosa).   El  floor  se  puede  incorporar

dentro  de  la  estructura  de  apatita  por  intercambio    de  iones  o  por  medio  de  un

proceso   de   disoluci6n/precipitaci6n.   Se   ha   sugerido   que   a   pH   neutro   el   fldor

reacciona con el carbonato y fosfatos acidos en  el  esmalte  para formar un  material

al  calcio-Floor (CaF2).  Este  no se forma  en  soluciones que  contienen  menos  de  75-

100 ppm de fltior.

CaF2  se  observa   al  microscopio  electr6nico  como  g16bulos  esfericos en  el  esmalte;

su  tamafio  y  cantidad  depende  del  pH  y  concentraci6n  del  fldor  en  soluci6n  y  del

tiempo de exposici6n.  El  diametro de los g16bulos varra entre 4-  15  nm a  3 yin ;  y se

forman preferiblemente en depresiones  de prismas y hoyos sobre las periquematias
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que son  nds  solubles  que  otras  pertes  del  esmalte  CaF2  en  pH  eut:re  65-85 ;  el
fosfato en forma de Hro4 interviene con su formaci6n.

/» w/ro, sitios susceptibles a caries (fisuras, areas proximales y m5rpenes glngivakrs)

estan  cublertos con  placa  la  mayorfe  del  tiempo ;  par  lo 'tanto  la  superficie  no  es

acceslble inrdlatamente a una reacci6n con el ion flhor.  Le concentracl6n de fldor

en la  place van'a entre 5-10 ppm en areas poco fluoradas;  las coneentraciones en

place  flul'da  son  menores.   Gbzdvid 1976  (citaao  porcardenas.1996)  mosfro  que  la

pLaca  flulda  contiene  cerca  de  6,5  in  mol/l  de  Ca.  La  solubllidad  del  producto  de

CaF2  puede ser excedida  cuando  la  placa es  expuesta  a altas  concentraciones  de

agentes como fltor de pasfas o enjuagues,   Per lo tanto es nds un  reservorio de

CaF2 en toda la placa dental ouando los dentifricos se usan regularmente. Adehas

se han ldentifiedo dep6sitos de apatita en la placa dental.

La placa que cubre las lesiones de esmalte puede lncrementar la retenci6n de fltor,

reduelendo  la fithcl6n  desde  la  superficie.  Ia  porosidad  de  las leslones a  su vez

pueden  aumentar  la  tuna  de  fltor  y  hacer  del  gradlente  de  fltor  en  fas  capas
subsecuentes  memos pronunciado  que  en  esmalte  sane.  Otros esti+dlos confiman

los  reportes  de  nhs  alto  contenldo  de  fldor  en  esmalte  cariado  (^¢er!s  1952,

HB/1{mang lama 1981, citado par Shellis,(1994). (6,11,16)

La remlnerallzaci6n oourre ro s6Io en perfedos de pH neutro, slro tamb!€n durante

el desarrollo de la caries. Como resultado de flujos opuestos de iones; Ios minerales

se precipltan a profundidades particulares a diferentes profundidades, mientras son

disueltos per ofros durante el desarrollo o remlneralizacl6n de la lesion cariosa; eseo

puede esultar en la fomaci6n de uma capa de superfide,  a su vez incremema tos
dlametros  de  lce cristales  en  la  zona  oscura y en  la  capa  superficial  de  la  lesion.

(17,18)

EI efrfu del flfor en la remineralizaci6n del esmalte muestra generalmente que el

flfror  acelera  la  rate  iniclal  de  mlneral  en  la  lesi6n  en  cualquier  tipo  de  esmalte
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(Kan/orfeg,1964 ;   Srf.fr8iedrma,1981).   Si   la   deposici6n   mineral   ocuITe   a   una

profundldad dada en la lesion es determinada por la disponibilidad de los cristales y

del  grado  de  supersaturaci6n  local  (depende  de  los  flujes  i6nicos,  induyendo  el

gradients de pH). Cuando el pH  incrementa en el frente de la lesi6n rzona  intema"

o  "zona  transldcida')  esta   region  es  mds  favorable  para   remineralizaci6n  y  el

intercambio de ienes minerales desde  la soluci6n en los pores acelera el transporte

de  jones  a  traves  del  cuerpo  de  la   lesi6n,   Con  fldor  presente  en  soluci6n,   Ia

precipitaci6n se  irterementa en todas las  locaciones y la  remineralizaci6n  puede ser

mayor  en  la  ca|]a  superficial ;  esto  se  ha  observado  /A  vx.fro.  (rev  Cafe,   1977)

cuando  las  lesiones  se  remineralizan  en  presencia  continua  de  fldor  o  despu6s  de

una corta aplicaci6n en soluciones con elevadas concentraciones de iones minerales

en ausencia de fldor.  (11,14,17)

Para distinguir los procesos de desmineralizaci6n de los de remineralizaci6n, se debe

estar en la   posibilidad de valorar los cambios minerales dentro de los tejidos.  Esto

es   muy   complicado   en   el   ambiente   oral,    donde   episodios    periodoicos    de

desmineralizaci6n  y  remineralizaci6n  ocurren  diariamente  y  el  detenimiento  de  la

progresi6n  de  la  lesi6n  puede  ser  debido  a  la  inhibici6n  de  desmineralizaci6n  o

aumento  de  remineralizaci6n;  cualquier  remineraljzaci6n  puede  ocurrir  despdes de

una   desminralizaci6n   inicial.   ,   por   lo   tanto   el   tiempo   de   exposici6n   es   may

importante en los modelos   in vivo.

"pos de Pnductos t6picos

Los  productos  t6picos  de  floor  se  dividen  en  dos  grandes  categorias:  productos

profesiomales y de  auto-aplicaci6n.    Productos proles/owe/es son  los  utilizados solo

por el odont6Iogo,  involucran el  uso de altas concentraciones de flhor (entre 5000-

19.000   ppm   de   fldor)   equivalente   a   5-19   mg   fldor/ml   del   producto).   Los   de

a«taap/x'cacy.o'n       son    productos   como   dent]'fricos   y   enjuagatorios,    con    baja

concentraci6n de floor (entre 200-1000ppm 6 0,2-1  mg fltor por ml del producto).
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En la mayon'a de paises desarrollados se ha visto la disminuci6n de la prevaleneia de

la  caries;  Ia  oval  se  relaciona  a  diferentes  factores  pero  prlncipalmente  al  uso  de

fluoruros,  particularmente  al  usa  del  flfror t6pto  lo  cual  se  refiere  a  proveer flfror

para  reacciones quinicas  locales de  superflcies  expuestas  de  dientes  en  erupci6n;

esto   incluye  diferentes  sistemas  como   pastes   profil6ctjcas,   soluciones,   geles  y

varnices, que contienen una alta concentraci6n de fldor.(19)

El  fltor  se  ha  aiiadido  con  el  fin  de  cambiar  el  ambiente  lntraoral  y  reducir  la

suceptibilidad  a  la  caries  por  medio  de  la  boca  o  camblando  el  ambiente  local

intraoral y haciendo superficies dentales menus susoeptibles a la caries, para esto se

han   utilizado  sjstemas   de   control   de   liberaci6n   de  floor  que   descargan   dosis

continuas  pero  bajas  de floor en  la  saliva,  se  cree  que  los  mecanismos  de  tales

sistemas particlpan en la remineralizaci6n de lesiones cariosas incipientes.(20)

La b`isqueda de materiales restaurativos y protesicos que alteren el ambiente oral,

buscando beneficiar el desarrollo de lesiones como una fuente local.  Las ventajas de

materiaLes que contienen  y  liberan fldor que van a ser colocados en la boca son:

1.   El agente puede ser liberado directamente o cerca del sitio afectado.

2.   La dosis sintedca puede ser minimizada mientras la terapeutica local  alcance un

nivel Optimo.

3.   El  agente  puede  estar  presente  continuamente  sabre  un  periodo  de  tiempo

extendido.

4.   La dosis puede ser mantenido a un nivel uniforme dentro del rango terap6utico.

5.   Involucramiento directo de los profesionales de la salud es minimlzado

6.    La necesldad de la ccoperacj6n del paciente es eliminada a reducida.

Obviamente  hay  desventajas,  por  ejemplo  los  requerimientos  estructurales  para

materiales   reconstructivos   frecuentemente   se   chocan   con   las   necesidades   de

liberaci6n.(21)
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Princlpios geiierales :

Generalmente hay dos mctedos per media del cual los agentes terabeuticos liberan

floor desde los blomateriales dentales:

1.   Aquellos que proveen una rata de liberad6n que dlsminuye gradualmente con el

tiempo. (dependiente del tiempo)

2.   Aquellos   que    proveen    uno    rata    regular,    liberacich    linear.    (la    rata    es

independiente del tlempo) (21)

Pesbs plod l&ctlcas con fltor

Algunos  estudios  muestran  que  la  reducci6n  de  la  incidencla  de  caries,  no  es

esfadfsticamente signtficathra (AdiTag, 1978) par lo cual ro se debe considerar como

agentes terap6uticos para la prevenci6n de caries.

Debido a que la mayorfa de fas pastes   t6picamente remueven varies m]crdmetros

del  esmalte  frorado.  Estas  se  hen  preparado  con  el  prop6sito  de  reemplazar  la

perdlda de fltor e incrementar los niveles de fltor en el esmalte,
Estudios  clinicos  de  patas  profllacticas  con  flt}or  se  ban  reallzado  en  vista  de  la

probable  lncompatibiljdad  de algunas de  las formulaciones,  del  efecto  inhibidor  de

toma de fitor par los humecfantes, la alta viscosidad y la probable poca difusj6n del

fltor  desde   pastas   muy   viscosas  a   areas  de   fisuras  y   pr6xlmas,   no   es   de

sorprendieres que su efecto anticuarias, sea menos que el de les soluclones o geles

(Rjpa   1982).   Aunque   las   pastas   fluoradas   Ofreoen   menos   beneficlos   que   las

soluciones o  geles,  es  prudente  usar pastas  reconocldas fluoradas que  pastas  no

fluoradas para obteirer cualquler beneficio que  puedan  proveer.  La  pasta  no debe

utilizarse coma sListituto de una aplicaci6n tiplca regular.  Basados en evidenela  de

toma de fltor, una pasta de baja viscosidad, con silica-APE, aha contenido de flfror

debe ser la elegida.(21)
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Ba in ices fl uorados

Se   introdujeron   desde    1968,   se   encuentran   con    preparados   que   contienen

difluorosilano de  Na  en  una  base  de  barniz que  es diseFiada  para  liberar fldor en  el

esmalte  adyacente,  con  un  periodo  de  retenci6n  oral  entre  48-72  h.   Diferentes

estudios  /7}  wtro han  demostrado  la  habilidad  de  6stos  para  aumenfar el  contenido

de fldor (Cyatr,  1982).  Pero sus beneficios cariosfaticos se asocian con  aplicaciones

frecuentes (cada 3-6 in)En el  mercado se consiguen dos materiales el dura phat que

contiene 2.2% de fluoruro y el fldor protector que contiene   0.7% de fldor.(21)

EI   Duraphat   se   ha   usado   en   jovenes   y   ha   demostrado   su   efectividad   en   la

prevenci6n  de  la  caries  tanto  en  dentici6n  temporal  como  permanente.   Wegner

1976,   reportado   por   Weinstein   1994,   reporta   que   la   reducci6n   de   caries   se

encuentra entre 11  18 y 54%. Algunos estudios ham mostrado que el uso de barnices

es  mas seguro que el  uso  de geles con APF debido  a  que  pequefias  cantidades  de

material son necesarias para cada tratamiento.  La concentraci6n del  Duraphat es de

50   mg   de  fluoruro  de   sodio   por   mililitro.   Weinstein   ,   1994,   en   un   estudio   no

controlado sugiere que el  barniz fluorado tiene  un efecto en la prevenci6n de caries

y que contribnye a la remineralizacion dental.  (22)

El floor protector es un barniz que contiene 0.1% en la forma de fldor silano,

La acci6n de los barnices se  le atribuye a una  reserva de fluoruro de calcio,  que en

zona de baja mineralizaci6n   libera fldor, formando fluorapatita.

Estudios  de  caries  en  ratas  mostraron  que  la  soluci6n  de  fluoruro  de  amino  es

equivalente al duraphat y que el  fluoruro de fosfato acidulado APF fue  igual o  mejor

que el fldor protector y el duraphat.(23)

Geles y enjuagues de fltlor

Los  rinses  se  ham  desarrollado  desde  los  60's  y  70's  cuando  se  utilizaron  en

programas escolares;  los diferentes sistemas son:  fluoruro de  Na 0,2% una vez por
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semana, fluoruro de Na 0,05% diario y fluoruro de fosfato acidulado 0,2% diario;

algunos estudios mostraron su eflcacla (Laswell,  1975 ; Driscol[ /92)

Geles   t6pfros,   Debido   a   su   viscosidad   la   difdsi6n   de   fltor   en   el      esmalte,

partlcularmente  en  areas  proxlmales y fisuras  pueden  estar  reducidas.  Diferentes
estiidlos  nan  mostrado  que  ro  hay diferenclas  slgnificativas entre  las  geles y  las

soluelones y entre lo que son geles convenclonales y ticsodeplcos.(21)

Dentrmtae flLKndes

El  printer  dentffHco  fluorado  fue  aceptado  en   1964;  desde  entonces  dlferentes

esfuerzos  se  hen  hecho  para  mejorar  su  efecto  come  elevar  la  concentraci6n  de

flfror, to cual aurnenta el prot]lema de ingestion por nlhos preiesoofares y un posible

aumento en el desarrollo de fluorosis. (19)

I®nomeros de vldrl®

Diirante   1940  se  observo  que   la  caries  secundaria  raramente  se  desarTollaba

adyacente  a  las  restauraclones  de  silicate.   Relaclonando  este  fendmeno  a   la

flltraci6n de fltor desde  la fase vldriosa del  material,  en  1960  se  introdujeron  las

reslnas adhesives pare sellar las fosas y fisuras contra el amb!ente oral cariog6nlco.

Durante 1970 y 1980 se ha aumentado el use de materiales deutales con prop6sitos

preventives.  tee  iondmeros de vidrio son  la  version  modema  de  los sl«catos que
edemas   contiene   fltor.    Bamlces   especlales   liberan   floor.    Adends   se    han

desarollado sellante y resinas compuestas que tamb]ch contlenen fltor. (21)

E3Eratqlas acbelea, nuevaa dlliecciones

Acorde   con la Onganlzaci6n de Salud Mundlal,  la caries se esta lnerementando en

varies parses del Sur y Centroam€rtca, Asia, Africa y Media Oriente,

29



Las   estratngias   actuales   esencialmente   son   fas   mismas   que   originalmente   se

promulgaron  en  el  Programa  Nacional  de  Caries  (1971  a  1983).  Han  desarrollado

estrategias de tres partes:

1.  Combatir la inducci6n de caries

2.  Modificar la caries, promoviendo ciertos ingredientes de la dieta

3.  Incrementar la resistencia de los dientes a la caries

1.  En  la  practica,  el  combats contra  la  microflora  cariog€nica  continda  relacionada

con la higlene oral ; la remoci6n meednica de depdsitos no calcificados.  Enfasis en el

control  de   placa;   instrucci6n   de  cepjllado  y  uso  de  seda  dental  ayudads   par

dentifricos y diseitos mejorados de cepillos dentales.

Algunos  estudios  han  mostrado  que  algunos  agentes  antibacterianos  son  usados

contra la caries como la clorhexidina.  En Estados Unidos el  tinico vehiculo aceptable

de clorhexidina es un rinse de 0.12% y es recomendado en pacjentes de alto riesgo

par  el  termino  corto  (30d  dias  o  menos).  Las  datos  muestran  que  el  uso  mss
apropiado es la aplicaci6n profesional de bamiz de dorhexidina o de un gel de auto-

aplicaci6n.  (24)

Modificaci6n de la dicta

El   acercamiento   mss   promisorio   en   la   dieta   es   el   uso   de   endulzantes   no

acidog6nicos como  el  "i4/yto/;  principalmente  en  la  goma  de  mascar.  Estudios  han

mostrado   que   masticar  goma   con   Xly/I.fa/  muestra   que   reduce   los   niveles   de

sdepfanmo    mt^fans   alterando    sus    vias    metab6licas;    ademds    aumenta    la

remineralizaci6n y detiene la caries dentina]. (16 ) Otro estudio muestra que tabletas

para mascar que contienen xylitol, fldor, calcio, fosofato, zine y componentes buffer,

donde se observa liberaci6n de floor, calcio y fosfato in vivo, pueden ser diles como

agentes de reminera]izaci6n en pacientes con un flujo salival reducido. (25)
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Ntievas direeciones

Agentes antibacterianos / antiplaca; Vacunas; se ham estudiado desde hace 50 afros,

basadas en estimular IgA 6 IgG. En las vacunas se ha   utilizado:

•   Uso de p€ptidos sinteticos de S. mwians

•   Union de andgenos S. muifay7scon subunidades de toxina de c6lera

•   Uni6n de genes S. mtfan5con sa/mane//a no virulenta

•   Sistemas de deliberaci6n de liposomas

Una  de  las  linitaciones  de  la  inmigraci6n  oral  es  el  fapido  rompimiento  de  las

proteinas o bept!dos par las enzimas digestivas intestinales.

Inmunizacich peslva

Consiste en la intredueci6n de anticuerpos espectficos dentro de la  boca;  para esto

se esfan usando las plantas transgenicas que generan los anticuerpos necesarios.

Bloqueo de la acumulaci6n de la place

Esto se puede obtener de diferentes formas :

•   Inhlbiendo  la  erHima  glucosiltransferasa  y  par  lo  tanto  reducir  la  formaci6n  del

pegajoso gluc6n.
•   Interfiriende  con  moleculas  especfficas  involucradas  en  adhesl6n  bacterial  y  co-

agregaci6n

•   Uso de sistemas antibacteriales

Modificaci6n de la dleta y allment®s proeectoiies

lncluye el uso de preservativos que aumentan la actividad   antibacterial;  incremento

del  uso  de  inhibidores  naturales    de  demineralizaci6n  como  fosfatos,  el  uso  de

elementos protectores, por ejemplo componentes encontredos en el chocolate como

los polifenoles; cereal, queso y otros productos derlvades de la leche.

31



Agentes rein inerall2adores

la  remineralizaci6n  de  las  lesiones  tempranas  de  caries  ha  side  una  meta  pow

muchas decades.

Dos  sistemas  de  reminei.alizad6n  se  han  desarTollado  en  fa  ADA:  un  sistema,  el

agente  activo  es  un  fosfato  de  caleio  amorfo  a  ACP  que  tiene  el  potencial  de

transformarse a hidroxjapatita; el mayor mineral del dlente; estudios iniciales /n v7.to

/»  y7ro soportan    tal  conversi6n  y  precipltaci6n  cuando  el  ACP  es  introducido  en

gomas de mascar. El segundo sistema emplea otra formulacton de fosfato calcio en
un  vchlculo  de  gama  de  mascar.  Una  efectiva  remineral!zacl6n  es  una  mezcla  de

fosfato tricalcllo y fosfato dicalcico anhidroso.  Ios dos slstemas se   encuentran en

estudio.

Recubrimiewhog pollmdrlcos

La fabricaci6n de una ci[bierta delgada  poltrherica sobre  la corona de las dientes y

superficies radiculares accequibles.  El pi.creeso lnvoluera dos pasos:  el estado  inicial

es la aplicacl6n de  un  mon6mero con  un grado controlado de solubilidad en agua

que permlte una penetraci6n dentro del  material org6nleo hidratedo y se adhiere a
la  substancia  dental   par  medio  de   uniones  qulmlcas.   Una  cubierta   polirferica

aumenta  la durabilidad  y est6tica  de  la  cubierta  adhesiva.  El  prototipo  original  ha

sido mejorado y el segundo polinero esta bajo desarro]lo.

Ltiz laser

Estudies  recientes   han   moshado  que  el     15ser  de   Ire  C02   es   eficientemente

absorbldo  por  minera]es  dentales;  6ste  es  transfomado  fapldamente  en  calor  y

forma una superficle pareclda a cer5mjca que es altamente resistente a los ataques

acldos,  al  mismo  tiempo  al  inicio  de  la  caries.   El  tratamiento  con  laser  parece

particillamente del para tratamiento  de fosas y fisuras.
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Aumentar la resistencia del hrfesped

Importante  la  funci6n  de  las  protel'nas  salivales  especialmente  la  involucrada  en  la

defensa de los tejidos orales,  proveen un excelente oportunidad   para aumenfar las

defensas        del    diente.     La    saliva    contiene    numerosas    proteinas    que    son

antibacteriales:    Como    la    lisozima,    lactoferrina,    peroxidasas.    Otras   afectan    la

agregaci6n  e  interfieren  con  su  habilidad  para  adherirse  al  diente  como  la  mucina;

glicoprotefna de la par6tida, fibronectina (24).

Estudio  del zinc en dientes humanos (1963)

El zinc es un elemento esencial  como cofactor en  metabolismo de enzimas como la

anhidrasa  carb6nica y  la  alcohol  deshidrogenasa,  Los niveles sanguineos  en  adultos

normales se encuentran entre 8.8 ± 2 ppm y en el plasma entre 3 ±1.6 ppm.

La determinaci6n del  Zn en dientes humanos se  encuentra  en  un  rango  entre  130-

280  ppm  (siendo  similares  las  concentraciones  en  esmalte  y  dentina).  Tanto  zinc

como   fldor   reaccionan   fapidamente   con      hidroxiapatita,   el   zinc   tambi6n   forma

complejos con proteinas y aminoacidos. Por lo tanto es probable que una porci6n del

zinc   en   los   dientes   se   una   organicamente,   y   la   cantidad   de   zinc   inorganica

depositado en esmalte y dentina es dependiente de la capacidad de uni6n del zinc a

las proteinas y de disponibilidad del zinc i6nico durante su formaci6n (26).

Estudios clinicos  revelan  que  las  postas que  los dentifricos que  contienen  0,5%  de

trihidrato   citrato   de   Zn   (Zcl)   reduce   la   prevalencia   de   c5lculos   sin   afectar   la

incidencia  de  caries.  Los  resultados  de  este  estudio  muestran  que  el  intercambio

zinc/Ca es reversible y que el  Zinc preabsorbido puede ser desplazado  por el Ca en

soluci6n.   Esto sugiere que   /n i#.wo por medio de la inhibici6n de la mineralizaci6n de

la placa sin afectar adversamente los efectos anticariog6nicos del fldor (27).
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Trabmiehto no operative

AIgunos esfudlos como el de  777y7!rfuj7,  ©c/,  muestran la detenei6n de la caries

en tratamlentos basados en educaci6n lntensiva al peciente y limpieza profesional;

lo cual se convierte en un tratamiento de bajo costo. Demuestran el mantenlmiento

de  superficles  oclusales  llbres  de  caries;  cuando  la  prevencl6n  se  inlcia  desde  el

inicio de  erupcich  dental.  La apljcackin de  fluor t6pico es  para  el[so  la forma  mis

importante   en  el   uso   del   floor  en   la   prevenci6n  de   caries.Lo   cual   atibuyen

principalmente al usa de dentrificos que contlenen fluor, adem6s evidencian que el
fldor  ejei.ce  su  efecto  anticaries  en  al   interfase  dlente-placa-saliva  durante  lee

periodos de dlsoluci6n de carles.(6).

4.1.3.5 METODOS NO-TRAUMAT]COS PARA TRATAR LA CARIES

Desde   1905  autores  coma  Miller  hacian  referencia     a  tratamientos  preventives

utilhando  especialmente  el  nitrate  de  plata;  ailnque  no  dejaban  de  un  lade  ilna

profilats   y pulldo profesional  reallzado al  memos una vez al  mes utillzando  pledra

pomez.  El uso del n!trato de plata fue recomendado par Stebblns desde 1891 en el
International   Dental   Journal,   reconrendandolo   en   cases   donde   fa   caries   ha

comenzado.  En  margenes  de  cavjdades,  en  areas con abrasich  y/o  erosl6n.  Pare

ellce la acci6n del nitrate de plata es que hay uma precipltacidn de plata en las capas

superflciales de  la  dentina  fomando  une  bamera  que  es  mss  Impermeable  a  las

acldas. Ode explicaci6n poslble sugiere que la accl6n protectiva del nltoto de plata

es debida  a  la  coagulaci6n  de  log contenidos  de  ]os tubulos  dentinales  (28)  (24)

Hove   (1917),   recomienda   el   usa   de   nitrate   de   plata   adlcionandole   amonio

comblmandolo con otra soluei6n al  20% de fomallna en agua,  la cual  utlllzan  para

deslntegrar  rests  pulperes,  en  cases  de  periodonous  aplcales  agudas y  crchlcas

(29)

Prime,   1937,      en   cuan€o   al   uso   del   nitrato   de   plata   muesha   que   produce

detenlmlento    en    caries    lnterproximales    incip!entes    y    en    primeros    molares
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permanentes,   que   debe   utilizarse   aproximadamente   4   veces   al   afro.Pero   se

determino que no produce inmunizaci6n de fosas y fisuras. (30)

Klein y Knutson 1942, realizaron un estudio controlado sobre una poblaci6n de nifios

escolares,  para  valorar  el  efecto  el  nitrato  de  plata  amoniacal  sobre  caries  en  los

primeros  molares,   llegaron  a  la  conclusi6n  de  que   la  aplicaci6n  de  este  sabre

superficies coronales de primeros molares una vez al afio,  no tiene ningdn grado de

significacaneia en la prevencien o detenimiento de la caries (31)

En 1971, rowe , citado por Barreiro (1984) demostr6 el &ito de su m6todo llamado
"impregnacl6n con  plata",  el  cual  con soluciones concentradas  de  nitrato de  plata:

(AgN03), lograba una resistencia contra la caries dental.(18)

La principal accien de este m6todo se consigue por la Ag+. Este ion  de metal pesado

se  une  con  la  proteina  causando  su  coagulaci6n,  como  proteina,  arg6ntica.   Los

efectos   inhibitorios   de   la   Ag+   sot]re   una   variedad   de   enzimas   se   atribuye,

principalmente,  a  la  acci6n  proteina-coagulaci6n.  Ademds,  Ag+  tiene  una  acci6n

bactericida  muy  potente,  que  es atribuible  por  su  acci6n   oligodjn5mjca  contra  los

microorganismos.  Esto es la base de la potente acci6n antis6ptica del ion arg€ntico,

y se piensa que  incluso su  efecto antis€ptico sobre los tejidos es  mayor que el  del
ion mercurio.  El  mercurio, tras unirse a un compuesto organico,  pierde su actividad,

mientras  que  el  ion  plata  mantiene  su  adividad  incluso  tras  haberse  unido  a  un

compuesto  organico,   Adem5s,   es   aceptado   que  el   ion   plafa  tiene   una  acci6n

antis6ptica  y  astringente,   siendo   usado   para   el   tratamiento   de   la   estomatitis,

gingivitis   y   periodontitis.(31)   La   casa   comercial   saforide      describe   su   acci6n

antienzimatica y la oclusj6n de tubulos dentinales.

Estudios cristalograficus en los rayos X, de la reaccj6n entre el diente y el nitrato de

plata, demostraron que ocurria lo siguiente ryamaga 1976)

caio(ro4ys(oH)2 + 2o Ag No3 + 6 A93po4 +  1o ca(No3)2 + Ag2o * H2o
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El  fosfato de  plata  (Ag3P04) formado es  un   cristal  amarillo,  diffci]mente  soluble,  y

toma un color negruzco par la luz del sol o agentes reductores y, de esta manera, se

precipita el fosfato de plata en la superficie del diente.

El  nitrato de calcio   [Ca(N03)al,  formado en esta  reacci6n,  es muy soluble en agua,

siendo facilmente eliminado tras disolverse el calcio. Esto es may importante, ya que

lleva  a  una  descalcjficaci6n.  El  fldor  actda  con  los  componentes  inorganicos  y  el

nitrato  de  plata  actda  con  las  proteinas  ambos  jones  aumentan  la  resistencia  del

esmalte a la caries.(18)

4.1.3.5.1 Flu®ruro de plata amonjacal

Reouh/. yamaga,  1969, desarroll6   el "uoruro de plata amonlacal"  que incorpora  la

acci6n protectora del ion fluoruro y no contiene el ion caustico del nitrato.  EI  P04 es

liberado  del   diente  cuando  altas  concentraciones  de  floor  es  aplicado  y  Ca++

cuando se aplica el  nitrato  de plata.  Cuando  la soluci6n del  diamino  de fluoruro  de

plata  es  aplicada,  CaF2,  Ag3P04 y Ag-proteinas son  formadas  en  la  superficie  del

diente y no hay perdida de  Ca++ y P04.

Cuando es aplicada concentraciones de fldor con  memos de  100 ppm, en la reacci6n

simplemente se sustitnye un OH- en la superficie del cristal  para formar fluorapatita

Cal0  (P04)6  F2  que  es  rhas  estable  y  menos  soluble  que  la   hidroxiapatita,   la

reacci6n es la siguiente:

Caio(P04)6(OH)2 + 2 Na F  + Ca]o(P04)F2 + 2NaoH.

Cuando  se  aplican  concentraciones  mayores  de  F     de  mss  de  300  ppm,  como

cuando  se  utiliza  aplicaciones topicas de floor o  enjuagatorios.  La  hidroxiapatita  se

descompone  para  formar  CaF2    en  la  superficie  del  diente  y  al  mismo  tiempo  el

fosfato de Na se forma y se libera; la reacci6n es la siguiente:

Caio(P04)6(OH)2 + 20 Na F + 10CaF2 + 6Na3PC4 + 2NaoH
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El fluoruro de Ca formado en la superficie del diente es inestable,  solo una pequefia

porci6n es retenida por los dientes.

El  fluoruro  de  calcio  retenido  es  gradualmente  convertido  en  fluoropatita  insoluble

Caio(P04)F2 , de la siguiente forma:

CaF2  +Ca++   +   F

Caio(P04)6(OH)2    + F-   + Caio(P04)F2 + F-

Ca++ + P04 +F-  + Caio(P04)F2

El  fluoruro  de  calcio  se  disuelve  y  el  fldor  se  une  con  la  hidroxiapatta  formando

fluorapatita por dltimo el Calcio,  el flfror del fluoruro de calcio disuelto y el  P04 de la

saliva, forman tambi6n fluorapatita.

La fluorapatita  es un compuesto altamente estable y resistente a la descalcificaci6n

por acidos.

AI reaccionar con la hidroxiapatita forma fosfato de plata y fluoruro edlcico segdn  la

siguiente reacci6n :

Caio(P04)6(OH)2 + Ag(NH3)2 +CaF2 + Ag3P04 +   NH40H

El  esmalte  o  dentina  de  dientes  humanos  a  los  que  se  aplique  una  soluci6n  de

fluoruro  de  plata  amoniacal  durante cinco  minutos,  sufrifan  menos  descalcificaci6n

por  5cido  o  agente  quelante,  que  el  esmalte  o  dentina  al  que       no  se  le  haya

aplicadola soluci6n. (31)

Nishimo  M,  1969,  citado  par  Barreiro  (1984),  aplica  el  diamino  fluoruro  de  plata  a

cavidades  de  molares  inferiores  susceptibles a  caries y  muesha  el  indice  de  caries

habfa disminuido,  ademas se  inhibfa  el  progreso de  las  mismas,  comperado  con  el

control.

yosAw.dB,  S,,  1969  y  yosA/de,  S:,  y  yamaoB,  A.,  1970,  citado  por  Barreiro  (1984),

obteni'an  identicos  resultados,  pero  realizaban  antes  un  corte  en  el  esmalte  ,para

evitar que se deposjtara   rectos alimenticios (ciiando el  nifro fuere  mss cooperativo

ya  le  pod fan  hacer  la  reconstrucci6n  del  molar).  S»/.m{?u,  1974,  citado  per  Barreiro
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(1984),  demostr6  los  efectos  del  d]amino  fluoruro  de  plata  para  evitar  la  caries
recumente.

4/z//as]e y cols.,  1969,  Ki.muAra y cols.,  1971,  Wurzase y cols.,  1970, citado por BarTeiro

(1984), demostraron asimismo la acci6n de este producto sabre  la hipersensibllidad

dentlnal.

Mat/no,  M,  y  yasAM.de,  1969,  y  Woiifent. y  cols.,  1970,  cifedo  por  Barreiro  (1984),

hicleron estudios sobre dientes temporales desputs de   la aplicaci6n de fluoruro de

plate amoriacal, viendo que se detenia el prooeso de la caries, y que eran muy raros
los casos en que podfa haber molestlas al calor, fho a fricci6n,

Sbfo y cols.,  1970, citado por Barreiro (1984), demostraron la acci6n del flueruro de

plata amoniacal  para  la  prevenci6n de  la  aparici6n  de caries en  fosas y fisuras del

primer molar permanente.

M5rfu«'co,    W y  Massler,  M,   1971,  citado  por  Barreiro  (1984),  hicieron  un  estudlo

comparativo en ratas entre el fluoruro esrafioso F2Sn y el diamino flueruro de plata

Ag(NHS)2F,   segtin su acci6n coma inmunizantes de las caries de fosas y fisuras.  E]

resultado  indicaba  que  mientras  el  fluoruro  de  plata  amoniacal  tenl'a  la  acci6n  de

prevenci6n  y  parar la  evoluei6n  de  la  caries,  el  F2Sn  preven(a  pero  no  detenfa  la

caries, y el nitrate de plata ni prevenfa, ni detenia la caries.

Wxfuto  Arsrfu'co  y   Waiss/gr,   M.,   1972,   citado   per  Barreiro   (1984),   demostraron

aslmismo su poder de lnmunlzaci6n a la caries en fosas y fisuras al  utilizarse  junto

con reslna.

Shimcoka  {1972),  citado  per  Barreiro  (1984),  demuestra    que  el  f]uoruro de  plata

amonlacal  penetra  aproximadamente  20  mlcras  en  el  esmaife  humano  sano  y  la

profundidad de la penetraci6n del fltor F~ en la dentina es de 50-loo micras, pero la

penetraci6n  de  Ag+  es  mudho  mas  profunda,  pr6xima  a  edmara  pulpar.  Estudios
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afirman  que  en  la  dentina  descalificada  tratada  con  el  diamino  fluoruro  de  plata

muestran  inhibici6n  de  la  degradaci6n  enzimatica  prote6litica  como  la  colagenasa  y

la tripsina.

Nishimo,  Ono,  Kita, Tsuchitani   1974 creen  que  la  aplicaci6n  de  diamino fluoruro de

plata   antes   de   un   sellante   hacen   las   fisuras   mss   resisitentes   a   las   caries.   .

Encontraron que la aplicaci6n despues del   grabado acido y antes de la aplicaci6n de

la  resina  disminuye  la  adhesi6n  del  bisfenol  al  esmalte,  mientras  que  no  interfiere

con la adhesi6n del  poliuretano.  (18)

CraMctl981)  sugiere  que  el  AgF  y  SnF2  usados  en  combinaci6n  pueden  detener  la

caries  en  dientes  deciduos.   Los  tratamientos  con  AgF   muestran   inhibici6n  en  el

crecimiento  de  los  S.  mutans,  a  su  vez  reducen  la  actividad  metab6lica  de  la  placa

dental (25)

Barreiro,  1984 realizo un estudio sobre 20   primeros premolares,  libres de caries que

iban a ser extraidos por razones ortodonticas; se preparaban cavidades tipo I donde

se  aplicaba  fluoruro  de  plata  amoniacal.  Se  obtenfan  radiografias  antes  y  despu6s

del tratamiento y  se realizo test de microdureza. Se concluyo que

1.  En   dientes   permanentes  j6venes,   no  cariados,   en   los   que  tras   realizar  una

obturaci6n  convencional  su  dentina  se  recubre  con  fluoruro  de  plata  amoniacal,

se  presenta  un  estadisticamente  significativo  incremento de  la dureza  dentinaria

en  las  zonas  subyacentes  a  la  base  cavitaria  comparados  con  los  dientes  de

control,  en  los que  realizandose  el  mismo tipo  de  obturaci6n  no se  recubren  con

esta sustancia remineralizante.

2.  La  acci6n  de  este  producto  sobre  la  dentina  no  es  apreciable  radiogfaficamente

en los tratamientos de cincuenfa y noventa dfas.

3.  A  partir  del  tiempo  minimo  de  control  del  producto  investigado,  a  los  cincuenta

dfas,  no  se  encontr6  relaci6n  entre  el  poder  remineralizante  y  el  aumento  del

tiempo de trafamiento.
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4.  El  efecto de la  preparaci6n  de  la  cavidad,  asl' coma  la composici6n del  material

obturado o el est{mulo mecanico de fa obturaci6n no parecen tener influencia en

la remlnerallzacl6n dentirraria.

5,  La profundlded de las diferentes cavidades ro mostr6 uue tendencia significativa

en los valores de mlcrodureza obtenidos.

6.  La sustancla remiirerallzante /n w.ch? no produjo apmento en la dureza dentinaria.

7.  No  se  observ6  diferencia  de  dureza  per variacl6n  de  la  direcci6n  de  series  de

indentaclones en una seccl6n de un diente.

8.  El hecho de que ro se hayan presentado cambios en el tratamjento /»  iffl de

dentina  sana esta  de acuerdo  con  la  Idea  de  Aafla y  FZAsayanza,  en  las que  se

ind.ca la  necesidad de la  pulpa viva para  estimular   la remineralizack5n dentinal.

(18)

Hosoya, Aritaml,  Goto ,  1990.  Reallzaron  un estudio histopato16gico   pare ot)servar

la  respuesta  piilpar  del  dlamlno  fluoruro  de  plata  que  se  apllcabe  sabre  pulpas

expuesta  en    perros,  utilizaron  dlamino  fluoruro  de  plate  al  38%  (0,01  ml).  Se

realizahan exodonclas y los dlentes se procesaban histopatologicaiTiente a 3,7 y 30

dfas.    Se   observaron   cambios    histopatologicamente   severos,    como    necrosis,

lnflamaci6n  supurativa,  infilteci6n  celular,  sangrado  e  hiperemia.  Desputs  de  30

dfas,     el   porcentaje  de  ]nhamaci6n  supurativa  e   infiltraclch  celular  disminuye,

mlentras  el  porcentaje  de  inflamac!6n  supurativa  e  infiltecl6n  celular  dlsminuye

mlentras el porcentaje de necrosis pulpar incrementa. Se conduye que la aplicacl6n

de 38% de d!amlno fluoruro de plata al 38% no presenfa  nlngdn efecto protectivo

sobre pulpas expuestas. (33)

Algunes  estudios  ham  utillzado  el  diamino  fluoruro  de  plata  come  base  para  ta

colocacl6n  de  reslmas;  la aplicaci6n de nltrato de  plata,  fluoruro estafroso,  diamiro

fluoruro de plata, sellantes de fisura minima preparacl6n cavitaria y resina,  ham sldo

probados   par   su   potencial   de   detenimiento   de   la   caries,    Estos   diferentes

prcoedimientos fueron  evaluados sobre dientes deciduos por Mc.Donald,  1994,  en
este  estudlo  sf  mosb6  que  la  caries  progresa  solamente  5%  en  los  grupes  que
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combinaban  el  uso  de    diamino  fluoruro  de  plata  y  fluoruro  estafioso  cuando  se

utiliza junto con  resina y  11% en  los grupos que  solo  utilizaron  resina,  comparado

con 46% en el grupo de fluoruro estafroso y   27% en el grupo que combino diamino

y  fluoruro  de  estafio.  Lo  que  indica  que  es  posible  tratar  lesiones  cariosas    con

diamino  fluoruro  de  plata  y  fluoruro  acompafiado  de    une  minima  preparaci6n  de

cavidades y resina.  (24)

Kameta,  Femandez  (1979),  realizaron  un  estudio    sobre  la  acci6n  de  fluoruro  de

plata amoniacal en   dientes anteriores temporales donde se utilizo un  grupo testigo

donde  se  realizo  aplicaciones  de  agua  oxjgenada  y  en  el  otro  grupo  se  realizaban

aplicaciones t6picas de fluoruro de plata amoniacal (saforide), se    tonaron modelos

de estudio y fotograffas. Se realizo un seguimiento durante un periodo de 3 afios, se

encontr6   que   aunque   habfa   detenimiento   de    la   caries,    no    hubo   diferencia

estadisticamente  significativa  con  el  grupo  control,   debido  a  que  el   numero  de

sujetos era limitado. (34)

Rodriguez  (1996)    en  un  estudio  sobre  30  pacientes  de  edades  entre  2-4  afros

durante 3 afios, en el que utilizo diamino fluoruro de plata en lesiones cariosas que

comprometfan  dentina,  muestra  que  este  acelera  la  destruccidn  de  la  sustancia

inorganica, provocando lesiones pulpares. (35)

Indicacjones

Caries incipientes  de fosas y fisuras en dientes temporales

Prevenci6n de caries recurrentes

Desensibilizaci6n de la dentina.

Preparaciones para coronas.

Caries rampantes (36)
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Efectos sobre pulpa- encia

Estudios  de  la  casa  comercial  ca/orit/e muestran  que  el  diamnino fluoruro  de  plata

no produce ningdn cambio cuando se aplica sabre la dentina.

Sobre la encia muestran que tiene una acci6n irrltante. (37)

Toxicidad

Segdn  la  casa  saforide  se  puede  considerar  que  la  toxicidad  es  casi  igual  a  la  del

fenol o a la de la formalina. (37)

4.1.4 pRUEB^ DE clTOTOxlctDAD NO-RADIOACTlvA  cyTorox 96

La  prueba  de  citotexicidad  no  radioactiva  (CytoTox    96)  es  una  altemativa  a  las

pruebas de liberaci6n de Cr.  La prueba Cytotox 96 mide cuantitativamente la lactato

deshidrogenasa  (LDH)    una  enzima  que  es  liberada  durante  la  lisis  celular  ,  muy

parecida a  las  pruebas  radioacvtivas de   liberaci6n de cromo.  La  liberaci6n  de  LDH

en  los supemadantes  de  los cultivos es  medida  con  una  prueba  eneim6tica  en  30

minutes lo que resulta en la conversi6n de la sal de tetrazolium en rojo formazan.  La

cantidad  e  color formado es proporcional  al  numero  de  c€lulas  muertas.  Los datos

de    longitud  de  onda  son  recolectados  usando  un  plato  de  lectura  de  96  pozos.

Diferentes  metodos  para  la  determinaci6n  de  la    determinaci6n  de  la  LDH  usando

sales de tetrazol!um se han usado en uni6n con diaforesis o aceptores de electrones.

Variaciones en  esta tecnologfa  se  han  reportado  para  medir  citotoxicidad  natural y

nan    demostrado    ser    id6nticas    (dentro    del    error    experimental)    a    valores

determinados en paralelo con pruebas de liberaci6n de Cr.

Indicaciones:

•     Citotoxicidad mediada por  c€Iulas

•     Citotoxicidad mediada por quinicos u otros agentes

•     Numero celulartotal
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La prueba de tiene varias ventajas sobre la prueba de liberaci6n de Cr.

1  .Nivelaci6n de las c€lulas blanco antes de que el experimento sea eliminado.

2.  Carga  de  isotopos,  costos  de  desecho,  a  la  vez  que  el  peligro  de  radiaci6n  es

eliminado

3. Los datos son leidos en un formato de 96 pozos con un lector de Elisa standard   a

una longitud de onda visible. Ademas   el   ensayo se  puede  revelar tempranamente,

a   un   nivel   de   dafio   celular   minimo   lo   que   no   se   puede   conseguir   con   otras

metodol6gicas.

La reacci6n quinica general del Cytotox 96 es la siguiente:

LDH

NAD+ + lactato

NADH  +  INT

Diaforesis

El kit consta de  :

•     5 viales de mezcla de sustrato

•     60ml deensayo buffer

•     25ul   de LDH control positivo

•     3ml de soluci6n lisis(lox)

•     65ml de soluci6n de parada

•      1  protocolo

•     Condiciones de conservaci6n

PIRUVATO + NADH

NAD+   + formazan (rojo)

Mantener la  mezcla  de  substrato y el  ensayo  buffer congelado a  -20°  C.  La  mezcla

de substrato reconstituyente puede ser guardada de 6-8 semanas a -20°C sin perder

su actividad.  El control positivo de LDH,  Ia soluci6n lisis (lox) y la soluci6n de  parada
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a 4°C. EI producto es estable par 6 meses cuando se guarda 6 meses y es mane|ado

correctamente.

Conslderadones oenerales

Correcciones de la absorbencia indeteminada:

Dos  factores  del     en  el   media  de  cuitivo  pueden  contribuir  a   la  absorbancia

indefinida usando el dytotox 96. Rojo fenol y LDH del serum animal,  La abeorbancia

indefinida de los factores es correglda mediante la inclusi6n de un medjo de control

de cultivo,  Los valores de absorbancla determlnados desde este control son usedos

para  normarizar  los  vatores  de  absorbancia  obtenidos  desde  ctras  miiestras.   La
absorbancla    indeflnida  desde  el  rojo  de  fenol  puede  ser  tambl6n  ser  eliminada

usando un medlo llbre de rojo fenol,

la  cantidad  de  LDH  en  el  serum  animal  puede  variar  dependiendo  de  muchos

pefametros  incluyendo  la  especie,  la  salud  o  el  tratamiento  del  animal  antes  de
recolectar el suero.  El suero humane AB es relativamente halo en actividad de   LDH

contribuyendo   a   la   absorhancla   indefinida   .   En   general,   Ia   dism!nucl6n   de   la

coruentTaci6n  de  suero  al  5%  puede  reduclr  significativamente  la  indeterminaci6n

sin  afectar  la  viat)illdad  celular,   El   uso  de   1%   BSA  en   lugar  de  suero   no  es

recomendado pare las pruebas de titotoxlcidadd medjadas per c6lulas.

4.1.5   Pruebes de Biocomprdbllldad

En  1972,  el  consejo  de  materiales  dentales,  instrumentos  y  equlpos  del  instituto

estandarizado   nacional   americaro   de   la   Asociaclch   Dental      Americama   (ADA)

aprobaron el docLimento No.  41 "para recomendar la  practica estandarlzada para la

evoluciona bto16gica de materiales dentales" lo que agrupa cuatro recomendaciones

para pruebas compuestas acordando sus usos destinados.

La  prueba  inicia]  ahora  incluye  ensayos  para  citotoxicidad,  lisis  de  membrana  de

C6Iulas  rojas  {hem6lisis),  mutagenesis  y  carcinog6nesis  a  nivel  celular  y  afeccl6n

fislol6gica aguda y muerte a nivel de todo organismo.   Las bases de los resultados
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de estas pruebas, aparentememe materiales ben€ficos son probados por una o mss

pruebas    secundarias    en    anlmales    pequefros    por    inflamaci6n    o    petenc!al
inmunog6nico (!rritaci6n, implantacl6n y pruebas de hipersensibilidad).

Flnalmente,  estos  materiales  pasan  a  una  prueba  secundaria  y  mantener  fijo  el

potencial para ssr sujetos a uno o mds pruebas (que es el  use de los materiales y
sue  conte>ctos  propuestos,   primero  en  animales  grandes,  a  menudo  primates  y

firralmente aprobados per la Adminisfrocj6n de Comlda y Drogas en Humanos),

*aases de  pruebas de biocompatibilidad.   La Al\lsI/ADA escribieron 41  documentce

para  ayudar  a  lnvestigadores  a  desarrdler  un  perfil  toxie6logo  de  los  materiales

desarrollados para odontologia.

Hay tres estados de pruebas inicfal, secundario y prueba pre-clinica.   Es importante

hacer un conjunto de pruebas de los materiales porque las pruebas de cltotoxicided

miden solo los resultados a termino corto.

-Pruebas iniciales. -Metodos de culevos celulares.   En general estas pruebas miden

los  efectos producidos de  los  materiales en  algunas  funciones  metab6licas  de  un

sistema de pruebas celulai.es.

Si  un  matedal  es  probado  a  ser  aitamente  toxico  per  una  de  esds  pruebas  hay

varias formas para producir un material conveniente.

•     Produtir el nivel de susfancias t6xicas

•     Considerar el u§o de materiales en el cual no produzcan Ofectos en el individuo

•     Usar una forma para destimar el prop6sito

En tedas estas pruebas lnlciales es obvio que el slstema de pruebas celulares puede

ser no t6xico, estfrjl y reproducible asi como qLie ro interfiere con el andlisis de los

materiales.
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Las pruebas de citotoxicidad tiene un grupo de ventajas:

•     Pruebas para la funci6n metab6lica de la c6lula aislada de otros eventos

•     Una trama larga de ndmeros de simples formas baratas

•     Cantidad de resultados

•     Gran sensibilidad a materiales

•     Estandarizaci6n potencial de pruebas

Desventajas de pruebas de citotoxicidad:

•     Limitaci6n de la prueba usualmente a solo tipo de c€lula en un tiempo

•     Desemejanza entre c6lulas

•     Falta de inflamatoria y otros mecanjsmos protectores de tejido en el cuitivo.   La

injuria  celular,  en  general   puede  ser  categorizada   por  el  efecto  del  agente

injurioso en:

Respi raci6n mitocond ria I

lntegridad de las membranas celulares

Enzimas y proteinas; y

Aperatos gen6ticos de la c6lula

La uni6n celu'ar y crecimiento usualmente envueive un lugar con  material est6ril de

dimensiones especificas (o ague en concentraci6n especifica) en fuentes de cultivo y

luego colocar las c6lulas en una densidad particular con el cultivo de tejido completo

en  un  periodo de  1  a  3  dfas.  Este  procedimiento  permite  determinar si  el  material

!nterfiere con  la  uni6n celular,  la  proliferaci6n  celular o alguna  otra  funci6n  celular.

Los  resultados  pueden  ser  cuantificados  por  la  medida  de  La  anchura  de  la  zona,

calculando la dertsidad de ]as ce]ulas dentro de la zona, comparando con las c€lulas

fuera de  la  zona  o  como  en  el  caso  de  la  prueba  de  agua  -  productos solubles,

midiendo algdn rasgo como densidad celular.
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Biol6gicamente  sustancias  inertes  como  el  tefl6n  y  algunos  polineros  sjloxanos

pueden ser usados como controles negativos.   Las c6lulas tienden a crecer sobre las
superficies  de  discos  o  arriba  de  la  periferia  de  los  discos  de  materiales  que  son

lnertes.   Varjos maten.ales como plastificados clorhidropolivinilo o aguarfenol soluble,

hen side usados como controles positivos,

Variaciones  en  la  union -  crecimiento  celular  incluye  la  medida  de  alguna  funci6n

biol6gica   como   la   sintesis   de   DNA,   sintesis   proteica   o   analisis   histoquinico

engimatico.  El an5ljsis de sintesis de  DNA o  proteinas por c6lulas en  una fuente es

mejor hecho par el  uso de  radioisotopos - marcados precursores en  la  jncubaci6n

media seguidos Par an5lisis de radioisotopo (por ejemplo 3H-timidina o  3H-leucina)

i":orporado  dentro  de  la  macromol€cula  de  DNA  proteina  por  liquido,  seguida  por

an5lisis bioquinico de la cantldad de DNA o proteina en la fuente, obviamente estos

m€todos destruyen celulas. Si el material es s6lido, la incorporaci6n de radioisotopos

pueden  ser  probados  despu6s  de  trasladada  la  prueba  de  muestra  (discos)  por
autoradiografia o m€todos de titilaci6n de II'quidos.

Plnalmente ambas  pruebas  de  la  muestra  tanto  s6ljdo  como  extractos solubles  de

materiales pueden ser probados por enzima histoquinica, citoquinjca a bioquinica.

Aunque el detalle de la medida bioquinica de la actividad enzim5tica es posible, esto

destrifye las celulas, y no da la jnformaci6n concerniente a la variaci6n de la zona de

la  actividad  enzim€tica  que  histoqufmica  o  citoqurmicamente  dan.  Toda  clase  de

enzimas  pueden  ser  usadas,  por  ejemplo  nucledtidos  cfclicos,  acidos  y  fosfatasas

alcalinas y enzimas del clclo de acido citrico.

Hay otro grupo de pruehas que miden la muerte celular y perdida de  pemeabilidad

de la membrana, las menos simples y tat vez el m€todo mas antiguo es el de prueba

azul   par  muerte  y  tinci6n  celular.     En  adici6n   radioisotopos  compuestos  como

Na2Cr04, H-timidina y H-uridina  tambi6n pueden ser usadas.
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El  ensayo  de  liberaci6n  de  cromo,  la  sola  citotox.icidad  descrita  en  la  ANSI/ADA

involucra  incubando  un peso de suspensiones de cromo con varias concentraciones

de materiales t6xicos solubles (a solo s6lidos) por ambas 4 o 24 horas comparando

la  relaci6n de cromo desde  las pruebas simples con  positive  (fenol)  y  negativa  (no

tratados) controles.  A esta relaci6n de cromo parece ser bastantemente  un ensayo

cuantitativo  con  buenas gui'as  para  interpretar  la  citotoxicidad  donde  hay contacto

intimo entre tejido y material.

M6todos  in  vitro  basados  sobre  difusi6n  son  usados  para  probar  efectos  de  1  o  2

lrciuidos  o   materiales  s6lidos  en  establecer   monocapas  de   celulas.   Una   de   fas

pruebas  es  la  de  sobreponer  agar  en  el  cual  una  monocapa  de  oultivo  celular  es

establecida  antes  agregando  1%  de  agar  a  agarosa  mas  una  sustancia  colorante

vital (como un rojo neutro) a un cultivo fresco.  EI gel de agar forma una plataforma

protectora  sobre  las  c6lulas.  Nutrientes,  gas y  silstancias  t6xicas  solubles  pueden

dlfundirse a trav6s de agar.   El rojo neutro puede ser transportado dentro y retener

solo   celulas   vitales   que   son   capaces   de   retener   la   membrana   citoplasmatica

semipermeable,

En  un  nurnero  de  estudios  se  han  reportado  que  la  dentina  forma  una  barrera

alrededor   de  materiales t6xicos  mss difuso en  orden  a  llegar al tejido  pulpar.  Los

ensayos  ham  side  y  est6n  siendo  desarrollados  para  incorporar  polvo  dentinal  o

discos de dentina entre la muestra de la prueba y el sistema de eneayo celular.

La  utilizaci6n de discos de dentina ofrece  la ventaja de difusi6n dlreccional  cuando

hay continuidad de fluidos en los tubulos dentinales entre el  material  restaurativo y

el medio de cultivo.

Ensayos de quimiotaxis y ensayos de reacciones inmunes no estin descritos en  el

articulo 41 de la ANSI/ADA.

*Ensayos  mutadenicos.     Por  que  los  examenes  de  sustancias  con  anirnales  de

laboratorio  como  roedores,   los  ensayos  mutag€nicos  iniciales  pueden  ayudar  a
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identificar  si  quimicos  o  materiales  son  capaces  de  producir  edncer.    Hay  ensayos

mutag€nicos  en  la  literatura   para  detectar  un  cambio  en   morfologfa   o  funci6n

metab6lica  de  un  tipo  celular  por toxiddad  gen6tica  (coma  mutaci6n  causada  por

quinicos).

En el documento 41 de la ANSI/ADA se describen dos pruebas:  la prueba de Ames y

la prueba de transformaci6n de estilos celulares.

La  prueba  mas  usada  para  temino  corto  de  mutagenisis  es  la  de  Ames,  usando

como  material  miltante  la  Salmonella  Typhimurium  requiriendo  histidina  ex6gena.

En  un  reciente  reporte  cuatro  pruebas  a  corto  plazo  (SST)  para  gen  t6xico  fueron

comparadas.       Las   pruebas   Ames   fueron   las   mas   especificas   (86%   de   no

carcinog6nicos dando una prueba negativa).   La prueba Ames la mss acertada.

La segunda pruebe descrita en el articulo 41 de la ANSI/ADA es la transformaci6n de

estilos celulares la cual  es una de las que  usa  muchos ensayos con celulas madres

para la evaluaci6n de mutag6nesis.   La caracteristica de transformar fibroblastos e§
lo tinico para correlacionar con la habllidad de producir tumores in vivo.

Finalmente otra prueba para monitorear el potencial  mutag6nico de los qufmicos en

animales  es   descrito   en   el   articulo   41   de   la   ANSI/ADA  como   la   prueba   letal

dominante.   Espermatog6nesis y eventos embrionarios tempranos sirven para  medir

la  mutagenicidad.     Una  dosis  dominante  letal  de  la  quinica  es  dando  agua  por

inyecci6n intraperitoneal a rat6n macho,   El macho es colocado con la hembra al  13

dfa  despu6s  de  la  fertilizaci6n  las  hembras  son  sacrificadas  y  el  valor  pre  y  post

implantaci6n el huevo perdido es medido para determinar el efecto mutag6nico de la

quinica en pre y post de estados meioticos de espermatogenesis.

-Otro   ensayo.       Otros   ensayos   iniciales   en   el    documento   41    incluye   el

seguimiento:      Varios   materiales   o   quinicos   que   pueden   dafiar   las   c€lulas

sanguineas  dando   hem6lisis.      Esto   es  especialmente   importante   cuando   el
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material puede llegar  a estar en contacto con o entrar en los vasos sanguineos

en el tejido conectivo.

Tambi6n   hay  pruebas  para  determinar  los  efectos  leta]es  agudos  de  agentes

administrados tempranamente par vl'a oral o intraperitoneal.

•     Pruebas secundarias o  intermed.fas.   Despues de un numero de materiales que

han sldo intolerantes por pruebas iniciales,  hay  una serie de  pruebas a termno

largo para identificar agentes que sen'an causantes de inflamaci6n o reacciones

inmunes.

Los controles y los sitios de pruebas son examinados y el espesor de las reacciones

del  tejido en el  animal  son  registrados y fotografiados en  color.    Los animales son

[uego sacrificados y se  hacen  biopsias,  son  preparadas  para  evaluaci6n  histol6gica

de cambios inhamatorios.   Hay una prueba para el desarrollo de la hipersen6ibilidad

de  la  piel  en  la  cual  los  agentes  son  inyectados  intradfroicamente,  Varios  dias

despues   esta   inyecci6n   es   seguida   par   tratamiento   secundario   con   parches

adhesivos  con  pruebas  de  sustancias apllcadas  en  el  parche.  Uma  prueba  final  de

parche en la piel da un espectrum desde no reacci6n a un color rojizo e hinchaz6n.

Aunque en  especificaciones de  la ADA sugieren  colocar  los materiales  en  tubos de

polietileno, hallazgos recientes indlcan que algunos plasticos pueden ssr la fuente de

reacci6n del tejido.

•     Pruebas  de  irritaci6n  piilpar  o  intradental,    De  acuerdo  con  la  ANSVADA  los

materiales probados en  la  pulpa dental  son  colocados en cavidades Clase V en

dlentes humanos sin caries,  monos u otros an!males.   La  preparaci6n debe ser

unifome,  por ejemplo,  1.5   en dimension cervical odusal, 3 de diametro para el

ancho y una profundidad 6ptima que de 0.5 mm de dentlna remanente.
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Despu6s de  la anestesia y una  profilaxis del  diente,  se  preparan  las cavidades  bajo

condiciones esteriles.    15 dientes para  la  prueba y un  minimo de  10 dientes control.

5 cavidades son  preparadas para  cada  prueba  compuesta y para  sustancias control

en evoluciones de tres dias, cinco semanas y ocho semanas.

•     Polimetros  y  composites.     Aunque  polietileno  y  polipropileno  han  encontrado

usos en el  campo de  la  ortopedia  y  uno  hay efectos t6xicos significativos en  los

tejidos,   a   ellos   le   faltan   caracten'sticas   fi'sicas   que   podrl'an   ser   buenas   en

odonto,ogia.

Restauraciones   con    resina   compuesta   de   otra    manera,    son   completamente

resistentes al desgaste.(40)

4.1.6 CuLIIVOS CELULARES

El   cultivo   celular   no   es   una   tecnica   nueva;   existe   desde   principios   del   siglo.

Inicialmente fue  utilizado  como  m6todo  para  estudiar el  comportamiento  de  c6lulas

animales que estuviesen libres de variaciones sistemicas que pudieran producirse en

un   animal   bien   sea   durante   una   homeostasis   normal   o   bajo   el   estrfes   de   un

experimento.

Hay 3  m6todos diferentes de iniciar un cultivo asf:

1.    Cultivo de 6rganos.

2.    Cultivo de explantes primarios.

3.    Cultivo  celular que  implica que el  tejido  o  el  resultado  del  explante  primario  sea

dispersado  (mecanica  o  enzimaticamente)  dentro  de  una  suspensi6n  celular,  la

cual sera cultivada posteriormente como una monocapa sobre un sustrato s6lido,

o como una suspensi6n en el medio de cultivo.
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El  cultivo  celular  primario,  puede  ser  obtenldo  de  varias  formas,  por  medlo  de

migraci6n  celular  asi  fragmentos  de  tejido  adhesivo  al  sustrato  adeouado  o  por

disociaci6n de tejido enzlm5tico o  meednlcamente,  produciendo  una  suspenci6n de

c6lulas o en dltimas se da la uni6n a un sustrato.

Las   encjmas   usadas   mss   frecuentemente   son   fas   preparaciones   de   tripsina,

colagenasa, elastasa, hialuronldasa a combinaciones.

El cultivo priTnario se puede obtener por 2 tecnicas primordlalmente:

1.    7ifroun.fa d€ exp/a»fe.' Es un  mctodo origimalmente  desarrollado  par  /7lat77§c7m en

1907 y Carrel en 1912 (Ffeshney en 1987).  Cons):sue en tyoma:I un fragme:Nho de

tejido que es embebido en plasma sanguineo o en linfa,  mezclado con extracto

embrlonerio y suero,  promoviendo la  misracl6n de c6lulas del explante  hacia el

substrato.   Esta tecnica es particularmente usada para pequefias cantidades de

tejldo, tal como biopsias de plel en la que e.a.ste un alto riesgo de p€rdlda celular

durante la  djsociaci6n  enzim6tlca a  mecanica,    Dentro  de  las desventajas que

exhibe esta tecn!ca se puede anotar una pobre adherencia de algunos tejidos y

la difleil selecc!6n de c6Iulas en crecimlento,    En  la  pfactica  los fibroblastos,  los

miofibroblastos, glia y los tejldos de origen embrionario migran exitosamente.

2.    La dlsociaci6n  enzimatica:  En  este  m6tedo  la  disoluci6n  enzlmatlca a  mec6nica

de   las   tejidos   evitan   problemas   de   selecci6n   por   migraci6n   siendo   esto

lmportante porque se produce un alto  nBmero de c6lulas representativas de  un

teildo  en  corto  tiempo.    Sin  embargo,  Ios  explantes  primarios  seleccionan  fas

bases de la migraci6n celular y la tecnica de disaclaci6n tenlendo un gran efecto

sobre el cultivo ya que detlene la capac!dad de adhesl6n.

La tripsina   es la enzima rhas usada en la disociacidn e"zimatca tisular, es tolerada

completamente  per  la  mayon'a  de  las  c€lulas,  es  efectiva  para  muchos  tejidos  y
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cualquier actividad residual es eliminada despu6s del  lavado y es neutralizada por el

suero o el  medio de oultivo.

Es importante  minimizar la exposici6n de las c6lulas a  la  cantidad  enzim6tica  de  la

tripsina,  para  preservar al  maximo  la viabilldad,  por lo tanto  cuando  la tripsinizaci6n

completa  del  tejido  se  da  a  36.50  C  se  debe  hacer  preferiblemente  por  una  hora

para despu6s ser removida par centrifugaci6n y neutralizada con suero en medio.

Otra de las des\rentajas del uso de la tripsina en tejides disgregados es el dafio que

puede  resultar  despu6s  de  la  exposici6n  prolongada  de  la  tripsina  a  36.50  C,  lo

necesario  para  sembrar c6Iulas  luego  de  30  min.  De  incubacj6n  con  el  rhetodo  de

tripsina caliente lo que las puede exponer por varios tiempos (3 a 4 h) que es lo que

se requiere para disgregar el tejido intacto.

Un  m6todo  simple  para  disminuir  el  dafio  de  las  c6lulas  durante  la  disoluci6n  es

humedecer el tejido en tripsina a 40C para  permitir la penetraci6n de la enzima con

poca  actividad.    El  m€todo  con  tripsina  fria  usualmente  da  una  mayor  producci6n

celular  si  se  compara  con  el  m€todo  de  calor.     El  m6todo  es  conveniente  y  no

requiere  centrifugaci6n.     Una  indicaci6n  particular  del  mctodo  de  tripsina  frfa  es

manejar pequejias cantidades de tejido.

La   disociaci6n   con   colagenasa   es   otra   tecnica   en   conjunci6n   con   la   tripsina.

Freshney  en   1972,  formula  que  la  utilizaci6n  de  esta  tecnica  es  may  simple  y

efectiva para tejidos embrionario  normal y adulto  maligno.   La colagenasa cruda es

usada  frecuentemente  y  su  accion  depende  de  la  contaminaci6n  tisular  con  otras

poteasas no especificas.
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Subcultivos

El primer subcultivo representa una transici6n jmportante para el cultivo, ya que una

vez que  el  cult!vo  primario  es sub cultlvado  o  pasajeado  este  se convierte  en  una

linea celular.

La fomaci6n de una lI'nea celular de una cultivo primario implica:

1.   Un incremento en 61 numero total de celulas a partir de varias generaciones,

2.   Las celulas o lineas celulares con una aumentada capacidad de crecimiento van a

predominar resultande en un grade de uniform]dad en la poblaci6n celular.

Cuando  las  c6lulas  son  seleccjonadas  para  un  cultivo,  per  clonaci6n  o  algdn  otro

metodo,  las  subli'nea  es  conocida  como  ''c6lulas transformadas"  a  sea  c6lulas  que

sufren   una   mutacidn   volvi6ndose  aneuploides  (ausencia   de  la  serie   normal   de

cromosomas); mutaci6n que acurre al azar desputs de cierto numero de pasos.

La  linea  celular  o  las  c6lulas  transformadas  pueden  ssr  propagadas  como  una

monocapa  adherente o  en  una  suspensi6n.    Un  cultivo  de  monocapa  significa  que

las  c€Iulas  se  unieran  al  sustrato  brindando  asi'  La  posibilidad  de  sospechar  un

comportamiento similar en la propagaci6n de las c6lulas normales.

Casi  todas  las  c6lulas  normales  se  dMden  por  un  tiempo  y  luego  mueren  aun  en

condiclones  optimas,  come  el  fibroblasto   humaro  que  conserve  su   numero  de

cromosomas ordinario diploide y solo se divide de 40 a 50 veces.

Medlos de Cultivo

El   descubrimiento   de   las   c6lulas   de   explantes   pueden   ser   subculthradas   y

propagadas in vitro permite que se intente proporcionar medios mas definidos para

el crecimiento celular y que puede reemplazar el medio natural.
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Un  medio  de  culti`ro  conveniente  es  aquel  que  contiene  tos  elementos  nutric!os

esenclales en concentraciones adecuadas,  la cantidad sallna neoesaria y adecuado

volumen de agua.   Se debe encontrar exentos de sustanclas inh!bitorias y tener la

consistencia deseada,  la reaccien pH conveniente para el  metabolismo de cultivo y

sobre todo debe ser esteril.

El medlo esta designado per los materiales que estos contienen o por la respuesta

esperada  de  los  cultivos  celulares.     Se  dMde  de  acuerdo  a  si  es  slntetico  o

compuesto   per   componentes   deflnidos   completamente   a   suplementados,   que

contienen fluidos naturales y editivos como suero o extractos org5nlcos.

dos medios varfan complejamente desde medios definidos como el DMEN de Eagle,

el   cual    conifene   amlnoeddos   esenclales,   vitaminas   y   sales,    hasta    medios

compuestos coma el  199 (Morgan y Col.  1950),  CMRL  1066  (Moore y Col  1967) y

F12 {Ham 1965); los cuales contienen un gran numero de amlnoasdos diferentes y

vitamirus.

Muchos   ct]hivas   primaries   y   ]ineas  celulares   derivadas   de   humaro,   roedor   y

fibroblasto de aves, pueden ser mantenldas en un medio relativamente slmple como

el DMEN de Eagle, suplido con suero bovino.

Soldel6n sallrra batanceada

Las soluciones salimas haLanceadas  (BSS) se  usan  come diluyente para  los  medlos

mas complejos no  provee creclmiento pero son utilizadas pare  llmplar las c6lutas y

almacenarlas durante la manipulaci6n experimental por un corbo plaza (ineros de 4

h) y pare otl.a variedad de prop6sitos los cuales requieren  una soluci6n iso€6n!ca no

necesariamente nutrictonal.
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Una   soluci6n   salina   balanceada   (BSS)   esta   compuesta   por   sales   irorganicas,

usualmente incluyen bicarbonato de sodio y es suplida con glucosa aunque  muchas

veces la glucosa y el bicarbonato son omitidos.

Entre  las  (BSS)  mas  usadas  en  cultivos  celulares  se  encuentra  la  soluci6n  salina

balanceada  de  Hank  (HBSS),  la  de  Earls  (EBSS)  y  el  fosfato  de  buffer  salino  de

Dulbeco.    Estas y otras soluciones  buffer tienen  el  mismo  objetivo,  principalmente

proveer un  pH  normal  salino y un  medio osm6tico pare que sobrevivan  las celulas.

Para eso se  utilizan  HEPES que es el  buffer comdnmente  mas efectivo en  pH  entre

7.2 -7.8 y la TRICINA en pH entre 7.4 -8.0.

•     HEPES:   Con la introducci6n de las sustancias buffer dentro de los cultivos hubo

algunas especulaciones respecto a que el C02  no era  necesario  para  estabilizar

el pH y podia ssr omitido.   Aunque el  HEPES puede controlar el  pH  dentro de  los

rasgos fisiol6gicos,  la  ausencia de C02 atmosferico  permite  la adecuacj6n en  la

que  eventualmente se  elimjna  el  C02  disuelto.    Cuando  el  HEPES  es  usado  en

presencja de C02 se ha encontrado que la concentraci6n debe ser el doble que
la del bicarbonato para adecuar la sustancia buffer.

Si  estas  soluciones  se  emplean  como  base  de  medio  de crecimiento  requieren  ser

fortificadas  con  varios  extractos  o  solucjones  naturales  sinteticas.    El  adjtivo  mas

popular es el suero de origen anlmal.

SLlero

El  suero  mas  comtlnmente  usado  es  el  SFB,  aunque  tambi6n  existe  siiero  de

becerro,  caballo  y  humano.Entre  las  propiedades  que  el  suero  posee  podemos

enunciar:

1.   Viscosidad:    La  viscosidad del  medio  de  cuttivo esta  influenciado  principalmente

por  el  contenido  de  suero  y  en  algunos  casos  tienen  pequefros  efectos  en  el
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crecimiento   celular.      Este   suero   se   puede   usar   agitandolo   en   edlulas   en

suspensi6n o disociandolo con tripsina.

2.   Temperatura:      Aparte   de   la   reacci6n   directa   de   la   temperatura   sobre   e[

crecimiento  celular,  esta  puede  influenciar el  pH  incrementando  la  cantidad  de

C02  en  altas temperaturas,  haciendo  posible el  ajuste  del  pH  en  0,2  unidades

por debajo de lo normal, ya que cada vez que el  medio se abre para ser utilizado

se va  creando  un  mayor espacio  en  el  frasco  produciendose  una  alcalinizaci6n

del  medio.

Aunque algunas lineas celulares todavia requiere de suplemento por medio de suero

y no hay muchas silstancias donde los cultivos se puedan  mantener y proliferar sin

suero,  se  ha  demostrado  que  este  puede  ser  reducjde  u  omitido  sin  alteraci6n

celular  sin  las  modificaciones  nutricionales  y  hormonales  son  hechas  para  medios

apropiados para las lineas celulares,

Los cultivos celulares con presencia de suero tienen varias desventajas:

1.    El suero, como es sabido, esta consEituido en su gran mayon'a por albdmina pero

sus otros  componentes  pueden  tener  un  efecto  indeseado  sabre  el  crecimiento

celular,   entre  estos  est5n:   Factores  de  Crecimiento,   hormonas,   minerales  y

lipidos.   La presencia y accion de estos ha sido completamente determinada,

2.    El cambio de suero requiere pruebas e>densas para asegurarse que la reposici6n

es  posible:  Las  pruebas  son  de  crecimiento,  funciones  especiales  y  hasta  se

pueden involucrar diferentes lineas celulares.

3.   Si se usa mas de iln tipo celular cada  uno puede requerir una  porci6n diferente

de suero.

4.   El suero es frecuentemente contaminado con virus muchos de los cuales pueden

resultar inocuos para los tejidos, pero presentan un factor desconocido adicional.

Afortunadamente  las  t6cnicas  de  esterilizaci6n  de  lo§  sueros  nan  mejorado  y

eliminan el riesgo de infecci6n del  micoplasma.
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5.   El  costo tamblen  ha sldo citado con  una  de  las desventajas en  la  utillzaci6n  de

Suero.

6.   Los factores de crectmiento del suero derivados del factor de crecimiento (PDGF)

tienden a estmular el  crecimiento fibroblastlco en  oultivos  mezclados y  pueden

tambien inducir la diferenc!aci6n de c6lulas epiteliales.

7.    La estandarizaci6n y la produccl6n experimental del suero se dificulta.

Hoy en dia el suero utillzado es de altisima calidad libre de toxines, virus y prohado

para cultivo, de ahf su alto costo
Entre los medios mas usados se encuentran:

•     Medio  minima  esencial  (MEM):   Este  media  contlene  amlnofcidos  esencfales,

vitaminas  solo  del  grupo   a  y  sales,     Es  deficiente  en  Ca   I)ara   reducir  la

agregaci6n y la union celular.

•     MEM  de  Dulbeco  (DMEM):   Es  urra  modificaci6n  del  MEN  que  contiene  alas

conoentraclones de nutrientes.   Sue composlci6n es

Muchas modificaciones se  han venido haciendo a  partir de  la fomufa original  que

aparece en la literatura entre estas tenemos el  DMEM (Media  Eagles medificado de

Dubelco),    Es  uma  modTficacidn  del  medio  basal  Eagle  (BME)  el  cLral  contiene  una

concentraci6n   mayor  cilatro  veces  de  amindecidos  y  vitaminas  ademas  de   los

componentes suplementarlos.

la fomufa original de DMEM contienen 100 mg/Lt de glucosa y fue el primero de ser

reportado para cultivo de c€lulas de embri6n de rata.   La alteractn con 4,500 mg/Lt

de glucosa ha provisto de un buen resultado cuando se cultiva ciertos tipos celulares

la seleeci6n de un nutriente para un medio esta fuertemente influenciado por:

•    "pocelular
•    Tipo de cultivo (Monocapa, Suspension, o clonal)

•     Grado de Definlci6n Qu/mica necesarie
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Entre las propiedades fisicas del medio debemos tener en cuenta:

1.pH

2.    Osmolaridad

3.    Sales

4.    Glucosa

5.    Vitaminas

6.    Soluci6n Buffer

La   integridad  celular  se  corrobora   con  tecnicas  colorantes  como  el  Azul   trypan,

soluci6n al 0,4%,   es isot6nica y estampada, se utiliza  para el  recuento de c6lulas en

suspensi6n  y  para  apreciar  su  viabilidad,  contiene  mentil-p-hidroxibelzoato,  como

antis6ptico,  el  colorante  no  penetra  en  las  c6lulas  viables  pero  si  en  las  c6lulas

viables que tifien de azul.

Las  c6lulas  a  contar  se  resuspenden  en   1  ml  de  DMEM,  para  realizar  una  buena

coloraci6n  diferencial.   A 0.05  ml  de  la  suspensi6n celular se  aFiade  0.05  ml  de  azul

trypan al 0.4% obteniendo una relaci6n  1:1  homogeneizando con una pipefa.

Se  debefa  hacer el  recuento  entre  los  5  y  15  minutos  despu6s  de  haber  mezclado

con  el  colorante,  luego  se  deposita  una  gota  de  la  suspenci6n  coloreada  bajo  el

cubre objetos de  la  camara y se  deja  sedimentar  unos  instantes antes de  hacer el

recuento en el  microscopio.

Para un recuento exacto habfa que tener en cuenta la aportaci6n del colorante como

un  factor  de  diluci6n,  y  no  se  establecefa  el  porcentaje  de  c6lulas  viables  hasta

haber contado un numero suficiente (un centenar por lo menos)..

59



1.         MAI`lTENIMtElquo DE LINEAS CELUL^RES

Adherertela Celular

El  med!o  de  oultwo  se  camb!a  24  horas  desprfes  de  la  iniciacl6n  de  [as  c€lulas

s!mples,  las c6lulas que no se  ban adherido tiene  la  apariencia  de estar  muertas.

Luego  de  esto  el  medio  se  cambia  cada  tree  dias.     Cuando  las  c6lulas  fueron

sembradas a beja denslded,  a veces con la presencla de celulas nuthclas,  estas se

demoran en crecer 7 dfa§ despues del camblo de medlo fresco.

Esto involucra lavar el fresco en un media llbre de suero o fosfato de buffer saline y

se le agrega tripsina al 0.1%, la cual remueve fas celulas del substrato.   Cuando la

moiiocapa  del   frasco  es  desprendida,   la  actwdad   de   la  tripslna  es  detenlda

agregando un medio que contenga suero ya que este inhibe la acci6n de la tripsina

por   medlo   del   Alfa   -    10   antitripslna.       fas   c6Iulas   son   sed]mentedas   por

centrifugaci6n,  y  lavadas  con  medio  de  cLiltivo,  contadas y  sembradas  en  medio

fresco de 104 -  105 celulas par ml.   Con un cultivo prlmario,  donde la eflclene!a de

siembra   no  es  corocida,   son   usados   n&meros  grandes.      Cuendo  se   realizan

subeultivos de lineas celufares, se hace con fas mlsmas caracterfeticas de iin cuitivo

prlnrario.

2.          COI\tTEO CEL.ULAR

El  conteo  celufar da  una  medida  del  esbdo  del  cultivo  a  traves  del  ttempo.    Es

esencial cuando se hacen subcultivos o cuando se miden los efectos de tratamiento

experimentales en c6lulas.    El conteo celular puede ser expresado en  ndmeros de

c6lulas por ml de medio a por cm2 de areas de la superficle adherida.

Mtichos rfetodes para este fin son aceptables, entre estos estan:

a.          Hemocltomedia
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i.         MAi\iTENIMIEI\mo DE LINEAs CELULAREs

Adhouncla C€lular

El  medlo  de  oulavo  se  cambla  24  horas  desprfes  de  la  iniciaci6n  de  las  celulas

slmples,  las c6Iulas que no se  nan adherido tlene  la  aparienc!a  de estar muertas.

Luego  de  esto  el  medio  se  cambfa  cada  tres  dias.     Cuando  las  c6lulas  fiieron

sembradas a baja densldad, a veces con la presencla de c6lulas nutriclas,  eses se

demoran en crecer 7 dias despues del camb]o de medio fresco.

EsO in\rolucra lavar el frasco en un media llbre cle suero a fosfato de buffer saliro y

se le agrega tripsina al 0.1%,  Ia cua]  remueve las c6lufas del substrato.   Cuando la

monocapa  del   frasco  es   desprendida,   Ia   actividad   de   la   tripsina   es   deten!da

agregando un medio que contenga suero ya que este lnhibe la acci6n de la tripsina

par   medlo   del   AIfa   -    10   antithpslna.       Las   c6lulas   son   sedlmentadas   por

centrifugaci6n,  y  lavadas  con  medio  de  cultivo,  contadas  y  sembradas  en  medio

fresco de 104 -  105 c6lufas por ml.   Con  un cultivo prlmario, donde la eflclenc!a de

siembra   no  es  conocida,   son   usados  ndmeros  grandes.      Cuando  se  realjzan

subeultivos de lineas celulares, se hace con las mismas caracten'stcas de un cuitivo

primario.

2.         COI\[TEO CEl.ULAR

El  conteo  celufar da  una  medida  del  estado  del  cultivo  a  travds  del  tiempo.    Es

esencial cuando se hacen subcultlvos a cuando se miden los efectos de tratamiento

experimentales en c6lulas,    El conteo celular puede ser expresado en  ntlmeros de

c6lufas por ml de medio a por cm2 de areas de la superficle adherida.

Muchos mfrodas para este fin son aceptables, enbe estos estin:

a.          Hemocltometria
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b.          Conteo de rejilla counter

c.           Citometris de fluido

d.          Metodos bioquinicos

Recuendos Gel ulares

Se usan en vidrio modificado grabado con dos rejillas de conteo en un area conocida

el  cual  es  cubierto  con  un  cubre  objetos  de  un  espesor  preciso,  para  luego  ser

aplicado  el  volumen  necesario  para  llenarlo.     Son  econ6micos,  fdeiles  de  usar  y

proporcionan un conteo reproducible si hay un ndmero suficiente de c6lulas.

Para  realizar  este  conteo  se  utiliza  la  camara  de  Neuhaiier  que  tiene  dos  rejillas

identicas.    Cuando  el  cubre  objetos  esta  en  la  posici6n  adecuada,  la  camara  tiene

una profundidad de 0.1  mm.   La suspensi6n celular es introducida en la camara con

una  pipeta  Pasteur.   Dependiendo del  ntlmero de c6lulas presentes,  las c5lulas son

contadas en la rejilla central donde los cuadros esfan limifados por lineas triples.   El

area de esta rejilla 1  mm2 que corresponde a un volumen de 0.1  mm3, es decir que

las c€lulas contadas en  un cuadro son  las que  estan  presentes en 0.1  mm3 y  para

hallar el ndmero total de c6lulas del cuadro las multiplico por 10.

Algunas  c6Iulas  son  encontradas  en  las  lineas  que  limitan  el  cuadro,  entonces  es

usual contra las encontradas en  las lineas de arriba y a  mano  izquierda,  pero debe

ignorar las que esfan en el fondo a mano derecha.

Sj el conteo celular es bajo es necesario contar las cinco rejillas en este caso:

Ndmero de G6lulas = Ndmero Total

MI                                    5xl04

Precauciones al usar la edmara de Neubauer:

a.   Solamente use los cubre objetos correctos.
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b.   Asegurese que el cubre objetos este en posicl6n correcta.

c.    Si es posible trate de contar un minima de 200 c6lulas especialmente si el conteo

es bajo.

d.   Resuspenda   las   celulas   justo   despu6s   del   muestreo.      Cuente   las   c€lulas

adheridas  fapidamente  despuds  de   la  tripsinizaci6n   si   es   posible   pues   hay

tendencia de aglutinarse,

Conteo Nuclear

Cuando  el  aglutinamiento  de  c6lulas  adherida  es  el  mayor  problema  las  c6lulas

pueden  ser  separadas  con  (0.1  ml,  de  5cido  citrico)  y  el  nucleo  se  tiiie  de  color

violeta cristal.

Los  fibroblastos  se   llevaran  a   un   medio   de  cultivo  especi'fico   conservandose  y

almacen5ndose en una incubadora.

Estos  cultivos  se  deben  mantener  sin  contaminacj6n  y  sin  muerte  celular  por  un

periodo de tiempo determinado.

El cultivo /n wfro permite controlar las condiciones fisicoqul'micas ( pH, temperatura,

presi6n  osm6tica,  temsi6n  de oxigeno,  y C02)  y fisiol6gicas  para  ser  reproducibles

los experimentos.

Conteo de la Viabilidad por Hemocitometria:

El metodo usual es el test de exclusi6n de tinci6n el cual es confiable para [a tinci6n

de  c6lulas  vivas  y  tiene  la  habilidad  de  tefiir  cruzando  la  membrana  celular.     Las

celulas muertas son permeables las cuales van a extraer el colorante.   El test provee

informaci6n  sobre  la  integridad  de  la  membrana  celular  por  eso  no  nos  indica  su

funcionamiento.
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Por otra  parts las celulas vivas que  hen  sido  reclentemente tripsinizadas  para  ser

subeumavadas  o  aquellos  tejldos  prlmarios  de tej[do  s6l)do  a  las  descongeladas  de

una  mezcla  que  contenga  dlmetisulfoxldo  puede  tener  membranas  permeables

siendo mds susceptlbles pare la absorci6n de colorantes,   Una tinci6n que se puede

menclonar utilizada  para obseTvar la viabilidad es el trypan azul  al 0.4%  en 0.81%

de NacL,

Esta tinci6n tiene desvemaja de brindar un alto antecedente de tincl6n si el  medio

contiene  suero.    usualmente  las  c6lulas son  suspendidas  en  un  medio  sin  suero.

Una  al(cuota  (0.2ml)  de  c6lulas  es  adicionada  a  un  volumen  igual  de  trypan  azul

mezdado per 2 minutes.   Las celulas son introducidas en la ctmara y se cuentan e[

ndmero de c€lulas tefiidas y ro tefiidas.

Ndmero de celulas v!ables = Ndmero x2xl04

Porcenta}e de viabilidad = NBmero de delulas no tefiidas xl00

Total ndmeros de c6lulas

4.2  MARcO concEPTUAL:

Diamino flu®ruoro de plate.  ngft:ne carfurfuico

Cq„.Inns aal«/eras : cultivos de monocapas de celulas

fo/mocmesof   sutancia  fijadora  de  protel'nas  mds  utilizada  en  el  tratamiento  de

pulpotomfas; compuesta de tricresol, formaldehido-ague y gncerina.

C)th?ron j5! prueba de citotoxicidad no radioactiva,

C\J/«fag «laLa: celulas uterinas epiteliales  cancerosas humanas

4.3. Hlpomas:

El  dianiro   fliloruro de  plata  causa  toxicidad  en  las c€lulas  Held  cultivadas,  que

piiede ser detectada con un ensayo colorim€trico.
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5. DlsERO METODOLdelco:

5.1 Tlpo de Eind!o: Experimental

5.2  Mfrodo  de lnvestlgaci6n;  Se  realizafa  3  experimentos  cada  uno    con  4

replicas donde se  realizara  la aplicaci6n  de diferentes concentraclones y  diferentes

tiempos de exposici6n de diamino flcoruro de plata sobre  cultwos de c6lulas Helia.

5.3 Pobfacl6n y Mvestra:

In vitro: Se utilizaran  72  pozos (3 cajas ) con cuitivos de c6lulas HeLa.

5A Eleeclon y Categorizaci6n de las Verfables:

Varmlble independienbez
Concentraclones  diferentes  del  diamino  fluoruro  de  plate  (7,6mg/ml,   3,8mg/ml,

1,9mg/ml, 0.95mg/m!, O,47mg/ml, O,23mg/ml}

Tiempos  de  exposici6n  diferentes del  dlamirro  flueruro  de  plata  sobre  ]os  cuitivos

c6lulares (1,  15, 30 y 60 mlnutos)

VariElble dependierfez
•     Vlabilidad celular

•     Muefte celular

Variable frfeenrfrlierdME:

•     Excipientes del medicamento
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DlsEFio Gunco

Difererites conoentradones y tiempos de exposlci6n            Vfabilldad eelular

del diamiro fluoruro de plate

Erdplentes del rnedicarrrerTto

Z

55  pu\N DE REcOLEcdeN DE LA ]NroRMAa6N:

El  experimento  se  inlclara  descongelando  las  c€lulas  HeLa,   para  sembrarias  en

botellas  de  25cm2;  poseriormente  se  procedera  a  reallzar  la  tripslnlzaci6n,  pera

sembrar en caja de 96 pozos.

Iuego se realizaran diluclones del dlamino fluoruro de plate, Ias cuales se colocaron

sot)re fas celulas de cada pozo (se utllizara 4 replicas para cada dlluci6n), a tlempos

de  exposlci6n  elegidos.  AI  retlrar el  diamlro  se  procedera  a  realizar  la  pruebe  de

toxicidad,  para  lo  cual  se  utilizara  el  kit  de  cytotox  96  (prueha  colorimctr!ca,  no

radioacava) o conteo, prevla tinclch con azul trypan.
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6. ANALISIS ESTADisTICO

En  vista  de  que  se  rea]izaron  diferentes  diluciones  del  DAFP  se  decidi6  realizar

analisis de ANOVA de  una via;  para determinar     sl  hay diferencia  estadi'sticamente

significativa entre por lo memos dos grupos.

Adicionalmente  se   realizo   un  test  de  comparaci6n   mdltiple  de   medias;   el   DMS

(diferencia minima significativa), el cual se efecttia cuando fas pruebas de t mdltiples

cada  una al  nivel a, solo s.I a la  prueba F es significativa al nivel   a.esta tenia el fin

de detectar entre que grupos existl'a diferencia significativa,
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 PTocedlmierfro

EI experimento se inicio,   descongelando c€lu[as HeLa fas cua]es  se sembraron en 2

botellas  de  25  cm2,  con     media     mss  antibi6tico  y  suero  fetal   bovino  (DMEM

+AB+SFB) al  10%, a los dos dfas se cambia el  medio   con SFB al  10%;  se observa

clue  no  hay  crecimiento  de  estas  c€Iulas,  per  lo  cual  se  declden  sembrar  otras,

observ5ndose a los poces dias que su crecimiento es lento; aproximadamente 3 dl'as

desputs  se  observa   un  cambio  de  color  en  el   medio  y  se  decide   realizar  la

tripsinizacj6n (tripsina al 0.25%)

7.2 Prodeeolo de dipsinizaci6n

1.   Se desecha el medio de la botella.

2.   Se agregan 3ml de tripsina   al 0.25 % a la botella   de 25cm2 y   6ml   a la botella

75cm2.

3.   Se agita 10 veces y se desecha

4.   Se  colocan  otros  3ml  de  tripsina  y  se  jncuba   5  a  8   min,   hasta   observar

desprendimiento celular completo

5.   Se  adjcionan  5ml  de  medio  con  suero  al  5%,  para  detenerla  actMdad  de  la

tripsina (Es importante precalentar el media antes de utllizarlo)

6.   Recoger en tubo de falcon de 15ml, y centrifugar 4min /200 g  (1000  rpm)

7,   Desechar el sobrenadante

8.   Resuspender  el precipitado en 3ml de medlo con SFB al 5%

9,   Realizar Conteo  celular en camara  de  Neuhauer,  para  lo  cual  se  utlliza  azul  de

trypan   en igual proporcl6n que las c€lulas (30ul x 30ul)
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7.3 Curve de Calibraci6n Cytotox 9€

EI  primer  paso  fue  realizar  una  curva  de  calibraci6n  segdn  el  protocolo  del  kit  de

CytoTox 96 ;   para esto se sembraron 4 pozos en cada fila de una caja de 96 pozos

con diferentes diluciones celulares los cuales se dejaron incubando por 24 horas, en

camara de C02 al 5% a 37° C.

La caja se distribuyo de la siguiente forma:

1 2 3 4 5 6 7 e 9 10 11 12
A 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
B 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
D 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E 0 0 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0
F 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
a 0 a 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
H 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Flla A   DMEM sin SFB

Fila 8   DMEM  + SFB

Fila C   2000 c6lulas

Fila D  4000 celulas

Fila E   8000 c€lulas

Fila F   16000 c6lulas

Fila G   32000 c6lulas

Fila H  64000 cf lulas

A  las  24  horas  se  agregan  10  ul  de  soluci6n  de  lisis  (composici6n  es  de  9%  v/v

Triton  X-100)  con  el  fin  de  produclr  la  lisi§  celular  para  que  se  libere  la  enzima

lactato deshidrogenasa,   se incuba par 45 mln.  Posteriomewhe se transfieren 50 ill

de  cada  pozo,  hacia  la  otra  mitad  de  la  caja  y      se  ahaden  50  ul  de  substrato

reconstituido a cada pozo y se cubre la caja con papel aluminio durante 30 minutos

a temperature ambiente, luego se afieden 50 lil de soluci6n de parada (acido ac6tico
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1M).  El  ensayo  resulta  en  la  conversi6n  de  la  sal  de  tetrazolium  en  rojo  formazan

que puede ser leido  en lector de Elisa a una absorbancia de 490nm.

Esto se  realizo para determinar   €1  numero optimo de c6lulas   para  usar con el  Cyto

Tox 96 (segdn protocolo de Promega)

Debido a que en  el  microscopio  la  apariencia  a  las  24  horas de  las filas C,  D,  E  era

de  bajo  numero  celular y  las demas filas  mostraban  mucha  confluencia,   se  decidi6

sembrar otra  caja  con  diluciones celulares  menores,  la  primera  fila  sirvi6  de  control

(medio de cultivo sin SFB,  ni  c6lulas),  asi:

Fila A   DMEM  sin  SFB

Fila 8   1000 c6lulas

Fila C   2000 celulas

Fila  D   4000 c6lulas

Fila  E 8000 c6lulas

Fila  F   12000 c6lulas

Fila G   16000 celulas

Se determino que 61  numero optimo celular es de  12000,  debido a que al  observarlo

al  microscopio   a  las  24  horas,  el  numero  celular era  suficiente  y   los espacios  que

quedan  entre  ellas  eran  minimos,  se  observaba  una  confluencia  aproximada  del

90%.

7.4 Curva de toxicidad del formocresol

El siguiente  paso fue realizar la curva  de toxicidad  con  el formocresol,  se sembraron

pozos  con  12.000  c€lulas  cada  uno,  donde  se  realizo  6  diluciones  de  formocresol

(19%  formaldehido),  el  cual  fue  filtrado;  cada  diluci6n     fue  colocada  en  una  fila

diferente,  Ias diluciones que se realizaron fueron :
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1.1:10 ------- 1.9% de formaldehido

2.   1:5 ----- 0.9%
3.    1:2.5 -------- a.47%

4.    I:1,25 --------- 0.2%

5.   1:0.6 ---- 0.11%
6.    1:0.3 ------- i).07%

7.5 Prileba de etttlcldad del Diamliro Fltlonr® de Plata

Se inlc!an las pruebas con el dlamlno fluoruro de plata (DAFP), lnicfalmente las cajas

se dlstribufan de la siguiente forma:

En las columnas 1,2,3, y 4 de todas las filas se sembraron 12.000 celulas par cada

pozo. En la columna 5 se coloco solamente   DMEM + AB +SFB al 5%.  Los pozos de
la flla A correspondian al control sin edlulas  y sin DAFP:

Para iniciar se sembraron cuatro pozas con 12000 celulas, en coda fila,   se incLiban

por  24 horas,  luego se  retira  el  med]o y se aptica    100  ul  de  diam]ro fluoruro  de

pfata     durante  30  y  60  minutes,   sotre  lag  c6Iulas  y  tambich  en   la  columna
5(control). Despu6s de[ tiempo lndlcado se toma 50 ul de cada pozo y se coloca en

el  otro  extreme  de  la  caja,  a  cada  pozo  se  le  adiclonaba  50  lil  de  mcacla  de

substrato,  la caja se cubrfa con  papel aluminlo y se  ineuba durante 30 minutes,  a

temperature ambtente, Iuego se agregaba 50 LIl de soluci6n de parada a cads pozo,

Posterlomente  se  realizaba  la  lectura,  en  el  lector  de  El]sa.  Ias  concentraciones

inlclales que se utilizaron fueron:

1.1:10  ----- 0.38%
2.1: 20 -------- 0.19%

3.1: 40 ------- 0,09%

4.1: 80 -------- 0.04 %

5.    1:  160 ---- ~--0.02 %

6.I: 320 ------ 0.01 %
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7,1: 640 --------- 0.005 a/a

En  vista  de  que  era  imposible  leer  correctamente  las  absorbancias,  se  realiza  la

evaluaci6n por conteo dlrecto usando azul trypan.

Se   realiza el experimento   con iguales diluciones   y tiempos de exposici6n de  15 y

30 minutos, en la cajas de 96 se sembraban 28 pozos con  12.000 c6lulas cada uno,

para  cada  tiempo  de exposici6n  se  utilizaban  2  columnnas,  el  Diamino  fluoruro  de

plata  se  colocaba  sobre  las  c6Iulas  al  tiempo  de  exposici6n  elegido  y  luego  se

retiraba  y  se  desechaba,  las  c6lulas  de  cada  pozo  se  lavaban  3  veces  con  buffer

fosfato 7.4, al retirarlo perfectamente se aplicaba 40 ul de tripsina 0.25% hasta que

se  observara  por  microscopio  desprendimiento,    y  se  agregaba  40ul  de  DMEM+

AB+SFB 5% a cada pozo,  Posteriormente se realizaba conteo de cada pozo, con azul

trypan.

Se  usaron     diluciones  mayores  de  DAPF  de  1/50  (0.07%),  1/100  (0.03%),  1/200

(0.01%),   1/400  (0,009%),   1/800(0.004),   1/1600  (0.002%).   En  una  caja  de  96

pozos,  se sembraron   24 pozos,  4 pozos   en  ]as seis primeras filas,  la  caja  se dejo
incubar 24 horas. Luego el Diamino flueruro de plata se colocaba sobre las celulas a

un tiempo de exposici6n de un minute, se retiraba de cada pozo y se desechaba, las

c6lulas  de  cada   pozo  se   lavaban   3  veces  con   buffer  fosfato  7.4,   al   retirarlo

perfecfamente  se  aplicaba  40  Ill  de  tripsina  0,25%  hasta  que  se  observara  por
microscopio desprendimiento,   y se agregaba 40  lil  de  DMEM+ AB+SFB 5%  a  cada

pozo.   Posteriormente   se   realizaba   conteo   de   cada   pozo,   con   aziil   trypan.   El

experimento se repiti6 tres veces.
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e. REsuiLTAEus

8-1Aspecto Morfo16gico de lag cflulas lleLa.

Las cElulas que fueron obtenidas a partir de botellas de 25cm2, y fueron sembradas

a una concentraci6n de  12000 c6lulas por pozo se observan a las 24 horas con una

confluenc!a  del  90%.  En  la  monocapa  se  observa  mayor densidad  celular  hacia  el

centro del  pozo (Fig.  1A).  El  aspecto morfol6gico   de las c6lulas Hela   muestra una

forma  dendritica  con  polos  de  crecimiento  citoplasm5tico,  que  se  proyectan  a  los

espacias intercelulares. Se evidencia ntlcleos definidos y presencja de dos nucleolos,

predomirLa  la  cromatina  extendida,  relacidn  de  nucleo-citoplasma  de  1  a  3.    (Fig.

18).

Flgura  1  A.  Vlsta  panoramte  de  un  pore  (x  10),  a  fas  24  horas  despdes  de  haber  sido
sembTedo   con   12.000   c€lulas   HeLa.   Mayor   confluencie   hacia   el   ceritro.   8,   Aspecto
morfek5gico  c€lulas  HeLa  (x  4):  predorfunan  las  formas  dendriticas.  (flecha).  Presencia  de
artefactos a dslufas no adheridas. (2 f]echas)
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8.2      Curva decalibraci6n del Kit cytotox 96

Esta se realizo segdn el  protocolo de promega para el  kit de Cytotox 96,  con el fin de

determinar el ndmero optimo celular a sembrar.

El  primer  paso  fue  realizar  una  curva  de  calibraci6n  segdn  el  protocolo  del  kit  de

cytoTox 96;   para esto se sembraron 4 pozos en cada fila de  una caja de 96  pozos

con  diferentes  diluciones  celulares  (1000,  2000,  4000,  8000,   12000  y  16000),   la

primera  fila  sirvi6  de  control  (medio  de  cultivo  sin  c6lulas);  Ios  cuales  se  dejaron

incubando  por  24  horas,  en  camara  de  C02  al  5%  a  37°  C.   El  procedimiento  se

realiza  de  acuerdo  a  lo  anotado  en  materiales  y  m6todos.   Luego  se  procede    a

realizar la lectura en lector de Elisa a una absorbancia de 490nm

El promedio de absorbancia de cada concentraci6n de c6lulas sembradas, se observa

en  la  tabla    1    iniciando  con  el  blanco;  los  pozos    con  12000  y  16000  c€lulas  las

absorbancias estaban por encima de 2.

Tabla  1.  Promedio de absorbancia   para cada concentraci6n celular.

La  curva de calibraci6n entre el  numero  celular y  la  absorbancia  obtenida  para  cada

una  de  ellas,  se  observa  en  la  figura   2.  El    coeficiente  de  correlaci6n  lineal  fue  de

0.90
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Figura 2. Curve de callbrac!6n entre el ndmero aalufar y la de absoTbancia obtenida para cada
rna de ellas, en la prueba con el kit cltotcot.

Se determine que el ntimero optimo celular es de  12000, debido a que al observarlo

al  microscopio   a lag 24  horas,  61  ndmero celular era sufidente y   los espacios que

quedan  entre  ellas  eran  in(nimos,  se  observaba  una  confluencia  aproxlmada  del

90%.

8.4 Ciirva de Calif.racl6n del fomocresol

AI  realizar la lectura de la caja de 96 pozos, donde se habfa aplicado el formocresol

en  diferentes  diluciones    se  detrmina  que  e[  aspecto  mjcresc6pico  de  los  pozos

muestra  precipitaci6n  par  lo  cual   los  valores  de  absorbanc!a  en  las  diferentes

longitudes de  onda  probadas  muestran  interferenc!a  con  el  medio  de  cada  pozo,

haciendo imposible reallzar la lectura
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8.5 EXPERIMENT0  CON DAFP

En  los  experimentos  iniciales    donde  se  aplicaba  el  DAFP    y  se  utilizaba  el  kit  del

Cytotox 96, se encontr6 que los resultados no   eran   coherentes en algunos casos y

en otros se observaban cifras por encima del valor maximo de absorbancia.

Para  realizar  las  diluciones  del  diamino  fluoruro  de  plata  se  utilizo  inicialmente

DMEM  + AB +  SFB 5%,   y se observaba  en  los viales   una  precipitaci6n   la  cual  iba

disminuyendo al disminuir la concentraci6n del diamino fluoruro de plata.

Despu6s  de  realizar  varios  experimentos  se  determino  por  observaci6n  directa  y

microscopio que en  las cajas   de  96  pozos,  habi'a  precipitaci6n  del  diamino fluomuro

de plata.

Analizando cada experimento   se llego  a la conclusi6n de que el diamino fluoruro de

plata  podrfa  estar  reaccionando  con  el  suero  fetal  bovino  (SFB)  por  lo  tanto  se

decidi6 utilizar Medio (DMEM) + antibi6tico (ab) sin SFB,  para  preparar las diluciones

del  diamino;  a  la  vez  se  realizaron  diferentes  tiempos  de  exposici6n  a  15  minutos,

30 minutos y 60 minutos.

A pesar de esto despu€s de varias pruebas, fanto al preparar   las diluciones y en  las

cajas  se  continuaba  observandose  precipitaci6n,  lo  que  segufa  impidiendo  realizar

la lectura espectofotom€trica.

El experimento se decide realizar con  las concentraciones  iniciales ( a  15 y 30  min),

el  DAFP es colocado durante los tiempos de exposici6n  elegidos,  luego se retiraba y
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se desechabe, fas c6lufas de cada pozo se lavahan 3 veces con bilffer fosfato 7.4; al

retiralo   se   apllcaba   40   lil   de   tripsjna   0.25%,   hasta   que   se   observaba   per

mlcruscopio desprendimiento y se agregaba  40  ul  de  DMEM  +  AB  +  SFB  al  5%  a

cada  pQzo,  luego  se  reallza conteo  en  la  calnera  de  Neubauer y  se  determiro  la

viabilidad econtrandose que ro quedaban c€lulas vivas en ningune de las diluciones

a los dlferentes tiempos de exposlci6n utilizados.

Par [o oral posteriormente, en   una caja de 96 pozos   se sembraron 28 pozos con

12.000 c6lulas cads uno,  la caja se dejo  incubar per 24  horas;  luego   el  Diamino

fluoruro de  plate   a  dlluclones de  1/50 (0.07%),  1/loo  (0.03%),  1/200  (0.01%),

1/400  (0,009%),  1/800(0.o04),  1/1600  {0.002%),  se  colocaha  sabre  las  celulas

durante iln mlnuto, cada concentraci6n se aplico en 4 pozos de cada fil@,  luego se

retiraha  y se desechaba;  las c6Iulas de  cada  pozo  se  lavahan  3 veces  con  buffer

frfeto 7,4, al retirario se aplicaba 40 ul de tripslna 0.25% haste que se observara

por mlcroscopio desprendimiento,   y se agregaha 40 ul de DMEM+ AB+SFB al 5% a

cada  pore y se  realizaba  el  conteo  de  cada  pozo  en  la  carmara  de  Neuhauer.  El

experimento se replde tres veces, en coda experimento se realizo 4 replicas.

Desputs   de   colocar   iln   minute   el   DAFP   dentro   del   pozo   se   observa   un

desprendlmiento de la monocapa y   un camblo de color de esta.  El aspecto de los

pozos varia segdn  fa  diluci6n  utilizeda,  en  lag diluclones  menolnes,  la tincl6n  de  la

monocapa es mayor. El contco celular  de la dllucldn 1/50 en el mlcrocopio lnvertido

de contraife de fase, se observa en la figura   3. El aspecto de la monocapa celular

un minde desputs de haber aplicado la diluctn 1/100, se observa en  la noura  4A.
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1±] figura 48.  mLlestra el contco celular con azul trypan a las celulas Held a las que

se les aplico la diluci6n 1/100.  El aspecto de las c6lulas dentro del pozo despues de

aplicar  un  minute  la  diluci6n  1/400,  se  muestra  en  la    flgura  5A.   La  figure  58

muestra el conteo celular a las celulas que se les coloco la diluei6n 1/400.

Se   evideneia   que   el   n8mero   de   ct§[ulas   muertas   va   disminuyendo   a   medida

dlsmliluye  la  concentraci6n  del  DFAP,  tanto  que  a  partir  de  las  diluclones  1/400

(0.009%), se  presentan pocas celu[as vivas y el ntlmero de estas va aumemando a

nredida aumenta la diluci6n. EI promedio de c6lulas muertas es alto]

En  las diluciones  mayores  aunque  tambien  se  observa  un  desprendimiento  de  fa

monocapa, las celulas se enouentran mas integras.  La Figura 6A mues[ra las c6lulas

HeLa  despuds  de  un  minuto  de  haber  aplicado  una  diluci6n  1/800.  La  figura  58.

muestra el conteo celular con azul trypan a  las c6lulas qile se les aplico la d)luci6n

1/800.

1111...IilE±

iiiiniiiii
FtoLira 3. Cbnteo oelular en c±mara de Neulrauer bajo microscop!o inverudo, dilud6n de DAFP
1/50. A mayor armento(x20)Se observan c6lufas tefik]as con azul trypan (flechas)y gran
canee@d de desechos celulares en el fondo. 8. A menor aumento. (xl0)
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Figura 4.A. Vista de las c5lulas HeLa dentro del pozo (xlo), al haber aplicado el DAPF por un
mlnuto, en una dilucichl/100.Se observa una gran djsrupck5n de fa monocapa. B.Conteo
celular en camara de Neubauer bajo   microscopfo  invertido, diluci6n 1/100.

Figura 5.A.Vlsta de las celulas HeLa dentro del pozo, al haber aplicado el DAPF per un
minute, en rna dllucl6nl/400. No hay lntegridad de la monocapa. B.Conteo oelufar en
c5mara de Neubauer bajo microscopio invertido ,diluci6n 1/400. Se empieza a observar
c6Iulas blreffingentes (flechas).
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FftyLlra 6. A.Vlso de fas celufas HeLa dento del pcao, al hat)er aplicado el DAPF per un
mlnuto, en una  diluckin 1/800.   El deslntegraci6n de la monocapa ro es tan severe coma la
obeervada en diluclones mayores. a. Conteo Gefular  en mcrosooplo invertido, dilucl6n 1/800.
El ntimero de cElulas bfreffingentes aqmenta.

En  cada dilucj6n  se  obtuvo  una  cjfra  de  c€lula  muertas y vivas  (Figura   7 y 8),  el

numero total    se  promedio,  se obtuno la desviaci6n  standard y  error de  la  media

ITabla 2) Se muestra el promedto de celulas vivas y muertas, y el error estindar de
la media

Tabla  2. Result@do de los Conteos de Celulas Posterior al Tratamiento con DFAP.

:   i  11  ,  ,,:,    i`  ,   Tr(

I        ,i,`.Tt,-

I ,I,   ,J^ }  ,-r`-,``xp ,,,.`,7S-`'-qll,i,+,`r,-
I(,,,,,T•rlil:,l-,-,I`=. i:

1/100 i i;}1g-± 29¢.85`,     `= 0++
i/EN 8 i+ fy,  ,.1*iaFT i,- 1+,,

|J400- .296 i  183.S1  + 2.960 i-sea.4     -
i/RE_. 41080 i 398.4      ` 4:un,s± 762.42
1f1600 i.702,8-±

`-521x89      `
91200± 775.62
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Figura   7 Numero c6lulas muertas  con las diferentes diluciones de diamino fluoruro de plata.
Los datos representan el promedio  ± el error estindar de la media.

PROMEDIO CELULAS VIVAS CON  LAS

2    12000

DIFERENTES  DILUCIONES  DAFP

;   ,ooooi800096ooo
so   Seriel-Serie2A/

a     4000
-    Serie3iiEjiiiiiiiiiiiiiiiiil

5     2ooo=o
-/

I/50        1/100      1/200     1/400      1/800    1/1600

DILuCIONES DAFP

Figura 8.  Ndmero celula vivas  con las diferentes diluciones de diamino fluoruro de plata. Los
dates representan el promedio  ± el error est5ndar de la media.
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Flgura  9  Relacl6n entre el poicenta)e de celuts muertas en cada dilucl6n utillzada, tenlendo
coma referents el promedio de ctlula§ vivas en el contol.

8.1 An&lisls estadistico

En  vista  de  que  se  realizaron  d!ferentes  diluclones  del  DAFP  se  decidi6  pealizar

ahalisis de ANOVA de una vl'a; para deteminar    si hay diferencia estedisticamente

signlficanfa entre per to menos dos grupos.

Ad!clonalmente  se  realizo  un  test  de  compera€ich  mBrtlple  de  medias;  el  DMS

(diferencia minlrna stgnificatha), el cual se efectha cuando las pruebas de t mdltiples
cada uno al nivel a, solo si a la prueba F es slgnmcatwa al nivel   cL.esta ten fa el fin

de detectar entre que grupos exisife diferenefa significativa.

Tabla 3. Grupos experimentales y promedio de celulas muertas

I            ,-di,  ,`   `JjJJJb=:  t ftti'iRirin,I

I     u     ,I,fx        ,n    ,   .I           I,h}r"ftyRE
<jmliRE                     I       ffilrf{"ne

!ih£#:&..I,[¥-#  P   ,            `¥i±:#
gl

i:,Erff.:,-,i:,I•S-it-?`,rTIT,lR ?# ilitl,i,

{fk;a
#1ffi€hlu; 1712n\ a:'`

Si:li +
•,g¢fl#H            §,

¥.as;<ff

#,ffi#1(i,

.,;rfL        ,

1.='Jf,`%,l!,,<d+I

:.:r`.¥ J'\

lJ#i; .ae-
-    -`      ,   8  `,   `    ``a   lrae=,m`,i-*   I,I(.}'`. krf>             `           , 3iTi

ne

L#,  T     ,

a,,F,I(I,Ilk <<T±)

Plenedio die medlas: 8771.571
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Tab[a 4 Valores de la prueba F para   Ice grupos experimentales

<i   g<   =,` Aquxp.`ap,,i>',-II-?21i>,,`.-, :nI
I        f     i,.-T=<,i,<\2<,-=<,=,`-«,J

Elltre •.  7RE938466.3 5 1569$7693.27 108. 17 ;0 000E+00•- ., ¥a562579.366 50-
55Tbta :`, 8S7sO1045 71

Tabla 5 Dates de esfadfstica descriptiva para los datos de celulas muertas en cada
grupo experimental

:--`RE d6.

1r50 ra) 14432.8 3741.63 3896838.4 10 38968384
1/100 cel 11712 932.34 869262.22 10 8692622.2
1/200 net 8930 802.6 773485.71 11 8508342,8
1/400 "4] 7296 580 32 336782 22 10 3367822.2
1/800 0(5t       + 4080 1118.36 1250742.es 8 1cO05942.8
1/1600 ex61    + 3702.85 1380.79 1906590.47 7 13346133.29

g/.` 50  (GRADOS DE LIBERTAD)                                                  TOTAL:   82889247.3

La diferencia minima significativa (DMS)  es un metodo que se usa para efectuar

pruebas de t multiples cada una al nivel ci, solo si la prueba F es significativa al nivel
a.

La DMS al nivel a para comparar u j con ltj 'esfa deda por la ecuaci6n:

all
DMS=t     ----, v     a                    +

2                          rj                  rj ,

Se conduye que H j ± Hj,  Si   |H j  - Hj| > DMSot

Valor de DMS  en este experimento  es. 2:I+1,ftyR

Valor absoluto de la diferencia entre medias de grupos vecinos

X1-X2 =  2720.8
X2-X3  = 2782
X3-X4 =  1634
X4-X5  =  3216
X5-X6 =  377.15
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La prueba consiste en detectar el valor de las diferencias entre grupos que seran

signiflcativos si son mayores que lee valores de la DMS calculada:

X1-X2 = 2720.8   >         2111.89
X2-X3=2782       >        2111.89
X3-X4=  1634       <        2111.89
X4-X5  =  3216       >        2111.89
X5-X6=377.15    <       2111.89

Para una signiflcancia de 0.05 con 50 gl se encuentra   una diferencia significativa

entre la concentraci6n 1/50 y 1/100;  1/loo y 1/200; y 1/400 y 1/800; ya que la

difereneia de medias entre los grupos es mayor que el valor de DMS.
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9    DISCuSIOM

En e] area de la odontologfa pedianca se investiga  permanentemente,  uno de  los

fines es [ograr el tratamiento de las lesiones cariosas sin eliminar la totalidad de  la

dentina   afectada,   promoviendo   actividades   que   dlsminuyan   los   niveles   de   la

intervenci6n  profeslonal.  Se  ha  ensayado  par  mucho  tiempo  el  uso  de  nrtrato  de

plata,  Ia adicl6n de fltor a dlferentes productos odontol6gicos, fluoruro de estafro y

el  dlamino  fluoruro  de  plata,  con  el  fin  de  ofrecer  altemativas  mss  econ6m[cas y

menos traunfaticas para los padentes pediatricos.

EI  DAFP  ha  s]do  usado  por varias  escuelas  de  odontologfa  en  el  mundo  para  el

tratamiento  de  caries  inc!pientes.  En  la  revisldn  realizada  no  se  hen  eneontrado

dates sobre los efetos t6xicos del compuesto, por lo tanto nuestro trabajo consiti6

en   hacer   una   pTimera   aproximaci6n   al   estudio   del   comporfemiento   de   €ste

compuesto in vitro,

Se nan descrito las reacclones quimicas que ocurren sobre la dentina al ser aplicado

e]  DAFP y se postula que el  grado de insolub(lidad  alcanzado por €stos cristales es

miicho mayor que con otros compuestos, favoreciendo la detenci6n de tos prceesos

cariosos.

EI DAFP ha sido usado par temporadas en varios pal'ses, en la actualidad su estudio

se ha vuelto de particular intetes, por las repercusiones en la salud y en la ecoromJa

que podha traer su uso generalizado.

La  mayoria  de  referencias  se  encuentran  en  el  Jap6n,  en  Estados  Unidos  no  se

eirsuentra menci6n sabre e[ I)roducto.  En la informacl6n conseguida se considera la

aplicaci6n   de DAFP   coma  un  m6tedo "ne traumatico"  para tratar la  caries dental.

La mayon'a de los estudios que se han realizado reportan ensayos de tipo clinico, los

cuales  muestTan  que  p]ncelando  el  DAFP,  actda  coma  un  cariostatico  en  lesiones

cariosas incipientes, su accj6n no solo es atribu!da al f]tor sino a la  reacci6n con  la
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plata (Barreiro  1984),   a  la cual se le atribuyen acci6n bacteriostatica e inhibidora de

enzimas,  adicionalmente  a  la formaci6n  de  cristales de  plata  altamente  insolubles y

precipitados de Proteina-plata (18).

Estudios    recientes  sugieren  que  diferentes  iones  mefalicos  pueden  ser  liberados

desde  metales dentales  u otros biomateriales,  pueden causar efectos t6xicos sobre

varias  c6lulas.  Schedle    (1998)  es  este  estudio  muestra  el  efecto  de  14  metales

sobre  la  liberaci6n  de  histamina  desde  basofilos,  mastocitos.  De  los  14  metales  se

encontr6  que  la  plata y  el  mercurio  son  capaces  de  inducir  liberaci6n  de  histamina

en basofilos y mastocitos, lo que se asocia con signos ultraestructurales de necrosis,

pero no de apoptosis como se vio con el platino. (41)

En   1989      (Ellender  y   Ham)   se   report6   un   estudio   en   el   cual   se   implantaron

microesferas  acopladas  a  plafa  en  el  tejido  conjuntivo  de  rata  y  detectaron  una

reacci6n  inmediata que consisti6 en  una  necrosis localizada  e infiltraci6n celular.  Los

fibroblastos  modificaron  severamente  su   ultraestructura  y  la   matriz  extracelular

sufri6  un  proceso de  disrupci6n.  Adicionalmente se encontraron fibras colagenas en

el  interior de vacuolas  citoplasmaticas  indicativas  de  una  fuerte  interferencia  en  la

biosintesis del col5geno.  (42)

Rungby  (1990)  muestra  que  al  exponer  ratas  en  periodo fetal  y  adultas  a  la  plata

resulta en dep6sitos del metal en diferentes estructuras del sistema nervioso central.

Ademas  la  toxicidad  se  midi6  a  nivel  celular y  se  encontr6  que  causa  necrosis  por

coagulaci6n,  bioquinicamente  causa  un  incremento  en  la  peroxidaci6n  de  lipidos

(43)

Kameta (1979)  realiz6 un estudio donde se hizo tratamiento sobre caries en dientes

anteriores  y  al  grupo  experimental  se  le  aplic6    fluoruro  de  plata  amoniacal  y  al

grupo testigo se le aplic6 agua oxigenada;  aunque  los porcentajes de severidad del

avance superficial y en  profundidad de las cavidades son  menores para  el  grupo de
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DAFP,  los  investigadores  ro  encontraron  que  hubiera  diferencia  estedisecamente

slgnificatlva, argumentando que el ndmero de sujetos fue llmitado.{34)

AIgunos estudios dinlcos nos condilcen a pensar que sl el  DAFP es apliedo sobre

caries inclplentes, con tubulos dentlnales expuestos, este puede difundirse hasta la

pulpa  produciendo  uma  injuria  severa;  reconociendo  que  la  permeabilidad dentinal
no es  uniforme  en  todo  el  diente,  siendo  mucho  mayor  sabre  la  dentina  oclusal

especfficamente  sabre  [os  cuemos  pulpares,  La  rata  per  media  de  la  cual     los

qu(mtos se dlfunden a la dentlna depende de la interacci6n entre los mecanlsmos
hidrodlhamicos  en  la  dentima  y  fa  pulpa,  adends  de  la  interaccidn  con  las  fit7ras

nerviosas.  Este  dltlmo components es impohante,  plies el  mecanismo  de defense

pLilper;  no  sole  irrvolucra  el  selle  de  tubulo§  dentimales  sino  tambl6n  lrvolucra

eventos  de  defensa  intrl'nsecos,  producto  de  fa  degeneraci6n  de  tas  termineles

nerviosas pulpares (Pashley,  1991).{4)

Hosoya (1990) realiz6 un esbidio sobre pulpas expuestas en perTos, realizando una

cavided  pequeha en  los molares.  Al  grupo  experimental  (28  dientes),  se  le  aplico

0.01 ml de dlamlno fluoruro de plata al 38% durante 3 mlnutos, al grupo control no

se ap«cd nlnguna solucich.  Los especi'menes se procesaron histopatologicamente a

los  3,  7  y  30  dias,     a  los  3  dfas  ,  en  lee  dos  grupos,  se  mostraron  camblos

histopatol6gicos   come       neerosis,    inflamacl6n    supuratwa,    lnfi[tracich    celular,

sangredo e hiperemia;  a los 7 dias , en los dos grupos, se encontr6 necrosis parcfal,

inflamacich supurativa, sangrado e hlperemia I)ulpar ( en poreentajes menores que

el grupo anterior); desputs de 30 dias los pomentajes de   inflamacl6n supurathra e

lnflamaci6n disminuyeron en  los 2  grupos.  Se condu)re que el diamlno flLioruro de

plate al 38% no muede n!ngtln efecto protector sobre las pulpas dentales. (33)

Rodriguez (1996)   realfa6 un  estudlo, sabre dientes temporales, en nlftos entre 2 y

4  afros,  que  presentahan  lesiones  cariosas  qLie  compromeden  dentina,  rev!so  80

pacientes,  con  antecedentes  de  apllcac!6n  de  dfamino,  en  el  estudio  tambi6n  se
aoeptaron  paclentes  qile  solo  presentaban  lestones  cariosas  sobre  esmalte.  Los
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resultados  fueron  los  siguientes:  74  pacientes  con  destrucci6n  generalizada,  40

pacientes con abscesos  dentoalveolares, 30 pacientes con fistulas,  15 pacientes con

edema facial.  Concluye que el  emplco del diamino debe   ser precedido de dn  buen

diagnostco, teniendo en cuenta la profundidad de la lesi6n. (35)

Acerca  del  fltor,  Helgeland    (1976)  muestra  que  sobre  cultivos  celulares  el  fldor

exhibe un inci.emento en el efecto de citotoxicidad depoendiendo de  la acidificaci6n

del medio de incubaci6n. Se sugiere que el fluor y un bajo pH pueden jugar un papel

decisivo en la citotoxicidad de materiales que incluyan fltor.  Ademas se observa  un

incremento en  la actividad glicolitica en  presencia del fltior cuando  hay disminuci6n

del  pH.(44)  Zeiger  (1993)  describe  que  altas  concentraciones  de  floor  inhiben  el

crecimlento a su vez la sintesis de DNA y proteinas en c6lulas mamiferos.(45)

En cuanto a su toxicidad algunas casas comerciales consideran la toxicidad del DAFP

casi  igual  a  la  del  fenol  o  la  formalina.  Yu-Chang    et  al,  en  1998,  evaldo  in  vitro

sobre fibroblasto§ pulpares   humanos la citotoxicidad   (par rnedio de una prueba de

fluorescencia)   y   gerotoxicidad    (prueba   de   precipitaci6n   de   DNA)   de   varios

medicamentos   que  se   utilizan  dentro  de  canales   pulpares,   entre   ellos  evalu6

compuestos  fen6licos,   moshando   que   estos   reducen      el   contenido   de   5cido

polinucleico    de  doble  cadena  de  los  fibroblastos  en  un  periodo  de  24  horas  de

cultivo, este fen6meno es dependiente de   la concentraci6n admjnistrada,  asf pues,

para el DAFP no es ninguna ventaja tener una toxicidad similar al fenol. (46)

Otras  casas  comerciales  aconsejan  dlluirlo  con  agua  destilada  npara  minimizar  su

acci6n sabre la pulpan.  Degafortunadamente ni  los fabricantes ni en la literatura en

general, reportan ningtln estudio que muestre  la toxicided de este material.(47)

Por medio de la curva de la calibraci6n realizada segdn el protocolo del kit Citotox 96

y observaci6n directa se determino   que el  ndmero celular optimo a sembrar era de
12.000 c€Iulas par pozo para   una caja de cultivo de 96 pozos.
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En  los  ensayos  en  los  que  se  utilizo  formocresol,  con  el  objeto  de  usarlo  como

control  positivo  de  cytotox,  se  determine  que  la  toxicidad  de  este  no  puede  ser

medida por medlo del kit de Cytotox 96, ya que se enouentra dates incoherentes a]

realizar la  lectura,  lo que sugiere que hay jnterferencia con el  medio de cada  pozo.

Ademas se observa directamente turbidez en cada pozo, al parecer provocada por la

reacci6n  entre el  sustrato de la  LDH y los componentes del formocresol.  El  porque

de   la   interferencia,   es   diffc!I   de   explicar   debido   a   que   se   desconocen   los

componentes de la mezda de sustrato del kit de  Cytotex 96,

En   las   pruehas  iniciales  con   el   kit  de   cytotox  96   con   el   DAFP     se   utilizaron

concentraclones de  1:10   (0.38 %),1:  20 (0.19 %),1:  40   {0.09 %),1:  80   (0.04

%),I:  160 (0.02 %),1:  320 (0,01 %) y 1: 640 (0.005 %) y s€ evaldo con el kit de

Cytotox 96.

Los tiempos de expo§ici6n inicialmente utilizados fueron de 60 minutes,  30 mlnutos,

15   minutos;   despues  de   varias   pruebas   se   encontr6   que   se   presentaba   uma

interferencia a] realizar la lectura, Ia cual se atribnyo a una reacci6n entre el DAFP y

las proteinas del  SFB.  AI  observar los  pozos se veia  un  precipitado,  la densidad  de

este  variaba  segdn  la  coneentraci6n  de  DAFP  que  era  utllizada,  por  lo  tanto  se

decidi6 disminuir el tiempo de exposici6n.

Posteriormente se utilizo las mismas concentraciones a tiempos de expos!ci6n de  15

y 30 minutos,  pero debido a que se stoui6 presentado la interferencia   con el medio,

se decidid hacer   la evaluaci6n por conteo djrecto usando arul de trypan. AI  realizar

el  experimento  completo y    hacer  el  contco  celu[ar  con  cada  dilaci6n  de  DAFP  se

determlno  que  en  todas  las  concentraciones  utilizadas  se  observa  muerte  celular.

Debido a los resultados encontrado§ se  utlllzaron diluciones mayores.

Realizando  diluciones  mayores  de   DAFP,   1/50   (0.07%),   1/100   (0.03%),   1/200

(0.01%),  1/400 (0,009q/o),  1/800(0.004),  1/1600 (0.002%), se evidencia por conteo

directo  con  azul  trypan,  que  el  ndmero  de  c6lulas  muertas  va  djsminuyendo  a
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medida aumenta la dilucion del.  DAFP, y a partir de las diliicion 1/400 (0.009%), se

presentan  c6lulas vivas, ademis  el ndmero de 6stas va aumentando a medida que
aumenta la dilucich del DAFP.

Se obsenra que en la mayor concentraci6n de DAFP, el promedio de c€lu]as muertas

(14.432 cel /pozo) es mayor que el sembrado (12.000 eel/pozo),  esto segurameme
es debido a que la disrupci6n de la monocapa es fan severa que  lo que se  puede

estar contando son desechos ce[ulares mss que c6]ula§.

En vista de la difioultad de encontrar infomaci6n sobre el  agente y los resultados

encontrados en este estudio,  se  plantea  la  necesidad de realizar otros estudies de

biocompatibilidad , antes de lniclar su usa en forma ma§iva,
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CONCLUSIONES

1.    La toxicidad del  DAFP es imposible de determinar con el kit de Cytotox 96

( prueba colorimetrica)

2.    El efecto del  DAFP sobre la  monocapa celular es simlar a  los diferentes tiempos

de   exposici6n   utilizados   (60   min,   30min,   15   min   y   1   min)   por   lo   tanto   el

procedimiento se relizo a un minuto de exposici6n.

3.

4.   Al  aplicar  DAFP  sobre  los  pozos  con  las  celulas  HeLa  se  evidenci6  una  grave

disrupci6n de la monocapa celular.

5.    La  toxicidad  del  DAFP  se  midi6  por  medio  del   m6todo  de  exclusi6n  con  azul

trypan,  bajo microscopio invertido.

6.    El  ndmero de c6Iulas muertas va disminuyendo a medida aumenta  la diluci6n del

DAFP.

7.    Es importante denotar que en  la  mayor concentraci6n de  DAFP,  el  promedio de

c6lulas muertas (14.432 cel /pozo) es mayor que el sembrado (12.000 cel/pozo),

esto seguramente es debido a  que  la  disrupci6n  de  la  monocapa  es tan  severa

que lo que se puede estar contando son desechos celulares mss que c6lulas.
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8.   A partir de la dlluci6n  1/400 se observa la presencia de   alqumas c6lulas vivas y

el  ndmero  de  estas  aumenta    a  medlde  que  aumenta    la  dilucl6n  de  DAFP

utilizada,

9,   El   test   de   comparad6n   de   rnedias,   DMS   (mlnima   diferena.a   signmca8va)

eneontr6  que  para  una    signlficanda  de  0.05  con  50  g1  se  encuentra    uno

diferencia  sjgnificativa  entre  la  coneentoci6n  1/50  y  1/loo;  1/100  y  1/200;  y

1/400 y 1/800; ya que la diferencta de medias entre los grupos es mayor que el

valor de DMS.
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REaoMENDAaonEs

1.    Realizar mss estudios de biocompatibilidad,  antes de inicar el  uso del  DAFP   en

forma masiva.

2.    Plantear  un  estudio  de  citotoxicidad  sobre  cultivos  primarios de  fibroblastos de

pulpa.

3.    InvesGgar la penetracj6n del DAFP en dentina desmineralizada.

4.    Comparar la toxicidad del DAFP con otros materiales que han demostrado mejor

comportamiento coma es el caso de los barnices fluorados.
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