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1. Resumen

Objetivo: evaluar la citotoxicidad causada por los productos de corrosion de
aparatologia de ortodoncia fija metalica en fibroblastos gingivales humanos (HGF)
y fibroblastos del ligamento periodontal humanos (HPLF).

Materiales y métodos: Se evaluaron tres materiales: brackets metalicos 3M Unitek
Gemini (Monrovia, California), arcos NiTi Bio-MEMalloy (Borgatta, Ciudad de
México, México) y ligaduras metalicas (TP Orthodontics, Indiana). Estos materiales
fueron cementados en dientes humanos extraidos y sometidos a un proceso de
corrosion (48 y 72 horas). Se obtuvieron muestras y se inocularon en HGF y HPLF;
la viabilidad celular se evalu6 mediante el ensayo de reduccion de tetrazolio (ensayo
MTT) (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2, 5-difeniltetrazolio). Se realiz6 analisis
SEM/EDS en los dispositivos. Las soluciones después de la corrosion se evaluaron
mediante espectroscopia Raman e ICP-MS. El analisis estadistico se realiz6
mediante pruebas de normalidad de Shapiro-Wilks, ANOVA de un factor y post-hoc
de Tukey (P<0.05).

Resultados: Las muestras en contacto con HGF y HPLF mostraron efectos
citotoxicos. Desde el nivel mas alto de citotoxicidad como sigue: 46.1% + 13.8
(HPLF 48 horas), 52.01% + 4.95 (HPLF 72 horas), 67.8% + 3.1 (HGF 72 horas) y
75.8% * 10.6 (HGF 48 horas). No existieron diferencias estadisticas entre los
grupos. El andlisis SEM/EDS mostro diferencias visuales y quimicas entre los
brackets de control, 48 y 72 horas y diferencias visuales en los alambres NiTi. La
espectroscopia Raman mostré bandas de absorcién correspondientes a los grupos
sales, sulfato, metilo y metileno. El analisis ICP-MS evidencié un aumento
considerable de cromo y niquel.

Conclusiones: los productos de corrosién de los aparatos de ortodoncia fijos
metalicos en contacto con HGF y HPLF causaron efectos citotoxicos leves a

moderados, mostrando un efecto de hormesis.



2. Introduccién

Actualmente, se encuentra disponible una gran variedad de disefios de brackets y
arcos de ortodoncia, que ofrecen a los ortodoncistas una gama diversa de
combinaciones a emplear en las distintas mecanicas de tratamiento. La introduccion
de arcos mas flexibles como los de NiTi o TMA ha aumentado la eficacia del
tratamiento y permitido al ortodoncista alargar los intervalos entre citas, sin
embargo, el tiempo total de tratamiento con aparatologia fija oscila normalmente
entre 18 y 24 meses.'™ Esto implica mantener la aparatologia en boca durante un
tiempo prolongado, pudiendo estar los pacientes expuestos a reacciones
electroquimicas, fuerzas mecéanicas de masticacién y desgaste generalizado.®
Todos estos fendmenos pueden acelerar el proceso de corrosidn con la

consiguiente liberacion de los productos de degradacion en el entorno oral.

Los constituyentes de las aleaciones utilizadas en ortodoncia son principalmente
niquel, cromo, cobalto, hierro, molibdeno y titanio. Con respecto a la
biocompatibilidad, el niquel se destaca entre los otros elementos. Se ha afirmado
gue los iones que se liberan en la cavidad oral a partir de aparatos de ortodoncia
pueden causar algunas manifestaciones clinicas orales.® Por otro lado, las
alteraciones superficiales de los dispositivos de ortodoncia debido a la corrosion
pueden comprometer la estética del aparato, aumentar la friccibn durante el
deslizamiento, provocar fracturas de alambre y disminuir la expresion de torque en

los aparatos preajustados.

La mayoria de las investigaciones sobre la corrosion se han enfocado en evaluar
los efectos de arcos de niquel titanio, pero practicamente no existen estudios que
consideren la corrosion resultante de la combinacion de brackets, arcos y ligadura,
hechos a base de metal. En consecuencia, el objetivo de este estudio fue evaluar la
citotoxicidad causada por los productos de corrosion de los tres materiales antes
citados sobre fibroblastos gingivales humanos (HGF) y fibroblastos del ligamento
periodontal humanos (HPLF), basandose en la ISO 10993-5 “Biological evaluation

of medical devices - Part 5: Test for in vitro cytotoxicity”.” Para evaluar la presencia



de iones metélicos liberados durante el proceso de corrosién asi como la topografia
y analisis elemental de la aparatologia metélica, se realizaron diversos analisis
incluyendo microscopia éptica, espectroscopia Raman, Microscopia Electrénica de
Barrido (SEM), Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) y Espectrometria de
Masas con Fuente de Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS).



3. Antecedentes

Brackets

Bracket edgewise original

El aparato de ortodoncia fijo multibanda, introducido por Angle en 1928,8involucraba
un arco labial rectangular colocado en los brackets o tubos fijados en bandas que
se cementaban a los dientes de manera individual. El bracket edgewise original
presentado por Angle era un solo bracket angosto con un juego de aletas, inferior a
un bracket gemelar sobre control rotatorio e inclinacién, aunque producia una ligera

fuerza ortodéncica debido al aumento de la distancia interbracket.

Disefios posteriores y brackets de acero inoxidable tradicionales

Para superar la ineficacia de un solo bracket para controlar la rotacion y la
inclinacién de un diente, se introdujo el bracket Lewis®, que tenia aletas de extension
mesiales y distales en contacto con la parte inferior del arco. Posteriormente, un
bracket de doble ancho, con dos juegos de aletas, que permitié un mejor control de
rotacidn, asi como de la posicién de la raiz en direccién mesiodistal, fue introducido
por Brainerd Swain y al cual se llamoé el bracket Siamés (actualmente denominado

bracket gemelo).1°

Después de que Buonocore!! introdujera la técnica de grabado acido en la década
de 1950 y Newman?? introdujera la adhesion directa de los brackets de ortodoncia
al esmalte a mediados de la década de 1960, los sistemas que utilizaban adhesivos
a base de resinas se hicieron populares en la ortodoncia clinica. Tipicamente, el
bracket tradicional de acero inoxidable consiste en una base, ranura(s) y aletas.
Para lograr un nivel clinicamente adecuado de resistencia de adhesién, los
fabricantes han utilizado una variedad de disefios de base para los brackets
metalicos, tales como malla soldada, rebajada por fresado, pulida con chorro de



arena y quimicamente grabada, lo cual se sefala en un articulo de revision

publicado a principios de los afios 90.13

Tamanfo de la ranura del bracket

Los dos tamafios de ranura de bracket mas comunmente utilizados son
0.018x0.025” y 0.022x0.028”. Junto con el ancho del bracket (simple o doble), el
tamafo de la ranura del bracket es de fundamental importancia en la ortodoncia
clinica, ya que influye en el "juego” entre el arco y la ranura del bracket, que indica
cuantos grados debe girar el arco dentro del bracket antes de que sus bordes entren
en contacto con la pared de la ranura. El ancho de ranura de .022“ produce una
fuerza ortodoncica mas ligera que la ranura de .018”, y puede proporcionar una

fuerza més comoda al inicio del tratamiento.

Aparato de arco recto

En el aparato edgewise estandar tradicional, la orientacion de la ranura del bracket
forma angulos rectos con respecto al eje longitudinal del diente, y el grosor de la
base del bracket es el mismo para todos los tipos de dientes. Durante el tratamiento,
se incorporan dobleces en el arco para posicionar individualmente cada diente en
direccién buco-lingual (in-out o dobleces de primer orden), asi como para idealizar
la angulacion del eje longitudinal del diente en direccion mesiodistal (tip o dobleces

de segundo orden) y en direccion bucolingual (torque o dobleces de tercer orden).

El aparato de arco recto (straight-wire appliance) fue introducido por Andrews a
través de una serie de articulos en el Journal of Clinical Orthodontics durante 1976.
En este aparato, la informacion de los dobleces de alambre se incorpora en los
brackets, de manera preajustada para cada diente, variando el grosor de la base y
la angulacion de la ranura con respecto al eje longitudinal del diente, tanto en
direccién mesiodistal como en la bucolingual. El principal logro del aparato de arco

recto fue simplificar el tratamiento de ortodoncia al minimizar la necesidad de



realizar dobleces de alambre, que requiere mucho tiempo, para el acabado y el
detallado de los casos, asi como hacer que el tratamiento sea mas eficiente desde

el principio.

Brackets metalicos

Los brackets metélicos tienen una larga historia con resultados clinicos exitosos en
la terapia ortodoncica. Inicialmente, los brackets metélicos se fabricaron a partir de
una variedad de aleaciones de acero inoxidable en las que la base y las aletas se
fabricaron por colado y/o maquinado, y se unian las diferentes partes mediante
soldadura. Avances recientes en tecnologia de fabricacion, como soldadura laser y
moldeo por inyeccion de metal (MIM), asi como en nuevos materiales, han
enriquecido el mercado de la ortodoncia con brackets de titanio y sus aleaciones,
aleaciones de cobalto-cromo y aleaciones de oro.'*

Todos estos avances han sido resultado de la necesidad de que los brackets posean
una amplia gama de propiedades un tanto contradictorias. Desde un punto de vista
mecanico, la aleta, que estd en contacto con el alambre de ortodoncia, debe
fabricarse de una aleacion que tenga un modulo de elasticidad relativamente alto
para minimizar el gasto de energia transferido por el alambre de la indeseable
deformacion plastica localizada y suficientemente dura para minimizar el desgaste
inducido durante el movimiento del alambre en la ranura. Por otro lado, la base del
bracket en contacto con el esmalte dental debe ser capaz de deformarse lo
suficiente para facilitar el desprendimiento de la superficie del esmalte al final del

tratamiento.1®

Aleaciones de brackets de acero inoxidable tradicionales y procesos de
fabricacion

Se ha empleado una variedad de aleaciones inoxidables para la produccién de los

componentes de las aletas y la base de los brackets inoxidables, siendo los mas



populares el 303, 304, 316 y 17-4 PH (precipitation-hardening, endurecimiento por

precipitacion).t6

Dado que el acero inoxidable 17-4 PH endurecido por precipitacion muestra
propiedades mecénicas mucho mas altas que las de los aceros inoxidables
austeniticos 303, 204 y 316/316L, esta aleacion puede ser ventajosa para los
brackets sobre el control del movimiento de los dientes. Sin embargo, se ha
observado la baja resistencia a la corrosion localizada de los aceros inoxidables 304
y 17-4 PH en soluciones de cloruro agresivo.'” Dado que la biocompatibilidad esta
estrechamente relacionada con las propiedades de corrosion, ha habido un interés
considerable en la corrosion de las aleaciones ortoddncicas en el entorno oral y en
las reacciones alérgicas al niquel que ocurren en algunos pacientes.®2° El acero
inoxidable 2205 sin niquel, tanto con austenita como ferrita en la microestructura,
se ha utilizado para la fabricacion de brackets, y es bien sabido en la ciencia de los
materiales de ingenieria que esta aleacion presenta una mayor dureza y menos
corrosion por fisuras que los aceros inoxidables convencionales con la estructura

austenitica.?!

Los componentes de los brackets de acero inoxidable se fabricaban
tradicionalmente mediante fundicion o fresado. Sin embargo, la fundicion es muy
costosa ya que una gran parte del metal (~90%) se desperdicia en bebederos y
conductos. Asimismo, durante el maquinado, entre 50 y 75% de la aleacion puede
convertirse en chatarra. Después de la produccién de ambos componentes, la unién
de las aletas a la base se logra mediante soldadura, para lo cual se coloca una
aleacion de relleno en la interfaz de la base-aleta. Aunque la capacidad de
soldadura del acero inoxidable depende de la composicion elemental especifica de
la aleacién, la mayoria de los aceros inoxidables se pueden soldar facilmente
utilizando diferentes familias de aleaciones de relleno que incluyen aleaciones de
plata, niquel, cobre y oro.?? Inicialmente, se utilizaron con frecuencia aleaciones de
relleno con base de plata en los procesos de fabricacion de brackets, aunque se

ven afectados por la presencia de cadmio, un elemento que se usa para mejorar la
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humectacion y disminuir la temperatura de fusion de la aleacion.?324 Sin embargo,
esta union de base-aleta es propensa a la corrosién galvanica, lo que a su vez
induce la liberacién ionica de cobre y zinc, que son elementos tipicos en las
aleaciones de relleno a base de plata. Mas alla de los problemas de
biocompatibilidad, la disolucién progresiva de la aleacién de soldadura puede
resultar en el desprendimiento de las aletas de la base durante la remocion del

bracket del esmalte.

Para superar esta limitacion, algunos fabricantes han usado una aleacion a base de
oro para soldar las aletas a la base. Sin embargo, en esta unién galvanica, las
aleaciones de oro eran mas anodicas que el acero inoxidable, lo que provoco una
corrosion intraoral de las bases del bracket?® y la lixiviacion de Ni%®, lo cual es una
gran preocupacion para la salud del paciente debido a las reacciones alérgicas y los
efectos citotoxicos. Para minimizar la unién galvanica entre el acero inoxidable y la
aleacion de soldadura de oro, se adoptaron aleaciones de soldadura a base de
niquel. Sin embargo, actualmente no hay datos clinicos o experimentales para el
comportamiento de corrosibn de estas aleaciones de soldadura. En resumen,
ninguna aleacion actualmente disponible para soldadura puede cumplir todos los
requisitos, incluida la compatibilidad con el acero inoxidable, la resistencia mecanica
suficiente de los componentes unidos y la minimizacion del acoplamiento galvanico
con el acero inoxidable. El desarrollo de aleaciones de soldadura apropiadas para
los brackets de ortodoncia de acero inoxidable es un area prometedora para futuras

investigaciones.

Fabricacion de brackets mediante Moldeo por Inyeccion de Metal (MIM)

Un nuevo método para la produccidén de piezas metalicas, cominmente conocido
como moldeo por inyeccion de metal (MIM), se desarrolld a principios de la década
de 1980 y fue adoptado por los fabricantes de dispositivos de ortodoncia. En este
meétodo, los polvos metalicos se mezclan con aglutinantes organicos, produciendo

una mezcla homogénea; esta mezcla luego se inyecta en una maquina de moldeo

11



gue proporciona a las partes inyectadas la geometria final deseada. Sin embargo,
la geometria esta sobredimensionada en un 20% para compensar la contraccion
posterior durante la etapa de coccién. El siguiente paso es el "desbastado”, donde
mas del 90% del aglutinante se elimina utilizando un disolvente, calor o una
combinacion de ambos. En la etapa final, las piezas se sinterizan a altas
temperaturas, y los brackets sufren una contraccion de hasta el 22%, alcanzando
las dimensiones deseadas y mas del 97% de la densidad tedrica del material

utilizado.1®

El método MIM es el proceso de produccion menos costoso para los brackets de
ortodoncia, debido al considerable ahorro de material en comparacion con la
fundicion y el maquinado. Dos de las aleaciones de acero inoxidable utilizadas para
la produccion de brackets convencionales (tipos 316 y 17-4 PH) también se han
utilizado con MIM para la produccion de brackets de ortodoncia. También se han

empleado otras aleaciones de hierro-cromo y de cromo-cobalto.?’

Dado que los brackets producidos por MIM son dispositivos de una sola pieza, no
tienen ninguna preocupacion sobre el acoplamiento galvanico con la aleaciéon de
soldadura, como es el caso de los brackets convencionales. Sin embargo, se debe
tener en cuenta que las propiedades electroquimicas y la biocompatibilidad pueden
ser muy diferentes entre las diferentes aleaciones, incluso con formulaciones
similares. Por otra parte, la porosidad interna se ha identificado en todos los
brackets disponibles comercialmente, que puede atribuirse a la contraccién durante
la etapa final. El desarrollo de la porosidad es un problema bien conocido para los
productos MIM, y afecta negativamente las propiedades mecanicas vy
electroquimicas. Un estudio anterior inform6 que la dureza Vickers de los brackets
MIM oscilaba entre 154 y 28728, muy inferior a la dureza Vickers de 400
aproximadamente para las aleaciones de acero inoxidable utilizadas en brackets
convencionales. Esta diferencia puede aumentar los fenomenos de desgaste que
se producen durante la activacion del arco, especialmente cuando se usan arcos de

acero inoxidable muy duros (dureza Vickers de 530 a 600)?°. Aunque el MIM

12



proporciona avances tanto econdmicos como tecnoldgicos, serd necesaria una
extensa investigacion clinica y de laboratorio para optimizar las propiedades de los

brackets ortodoncicos fabricados mediante este proceso.
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Fibroblastos

Los fibroblastos son células de origen mesodérmico presentes en todas las formas
de tejido conectivo. Son los menos especializados de los tipos de células del tejido
conectivo. El papel principal de los fibroblastos es la produccion de proteinas y
polisacaridos que se secretan en la matriz extracelular. Las combinaciones
apropiadas de estos productos sintéticos derivados de fibroblastos confieren a cada
forma de tejido conectivo unas caracteristicas mecénicas Yy fisicas adecuadas. La
composicién de la matriz extracelular producida por los fibroblastos estd marcada
por factores microambientales locales. Algunos fibroblastos conservan la capacidad
de diferenciarse en tipos mas especializados de células de tejido conectivo,
incluidos condrocitos, osteocitos, adipocitos y células del muasculo liso. Estos

fibroblastos multipotenciales también se conocen como células mesenguimales.°

Los fibroblastos también funcionan como células accesorias en muchas respuestas
inmunes e inflamatorias. Estos pueden producir o responder a una amplia variedad
de citoquinas, y estos mediadores permiten que los fibroblastos y los leucocitos
cooperen durante procesos complejos como la curacién de heridas.?'? Los
fibroblastos son capaces de modificar la salida de componentes de la matriz

extracelular en respuesta a mediadores liberados por otros tipos de células.

En tejidos conectivos blandos tales como el ligamento periodontal sano o la encia,
los fibroblastos constituyen, por mucho, el tipo de célula mas abundante. Como el
tipo celular predominante en el tejido conectivo periodontal, el fibroblasto se
considera un componente celular importante en la enfermedad periodontal. Los
fibroblastos gingivales, como los fibroblastos en otros tejidos conectivos, sintetizan
y secretan las fibras de colageno, asi como la elastina, las proteinas no colagenas,
las glucoproteinas y los glicosaminoglicanos. En el periodonto inflamatorio,
contribuyen a la patogénesis de la enfermedad periodontal por una exuberante

secrecion de mediadores inflamatorios, metaloproteinasas de matriz y citoguinas.33
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Estructura del fibroblasto

Bajo el microscopio de luz, los fibroblastos son normalmente reconocidos en
asociacion con agrupaciones de fibras colagenas. En reposo, en cortes coloreados
con hematoxilina-eosina, estos se presentan como células achatadas o ahusadas,
con finas prolongaciones, nucleo oval cerrado, algo achatado, y escaso citoplasma.
Contiene 1-2 nucléolos, y escasa cromatina finamente granulada. En actividad
(como es el caso del fibroblasto del ligamento periodontal), presenta un ndcleo

abierto, con una coloracion palida y mucho mas contenido citoplasmatico.

Bajo el microscopio electrénico, los fibroblastos activos cuentan con una gran
cantidad de organelos complementarios dentro de los que se observan numerosos
complejos de Golgi y perfiles de reticulo endoplasmico rugoso, mitocondria y
vesiculas secretoras, todos indicativos de la actividad sintética y secretora
manifiesta por este tipo de células. Asimismo, es posible apreciar la presencia de
un citoesqueleto complejo, constituido por un sistema de microtibulos y
microfilamentos, los cuales completan el patrén de complejidad estructural de esta

célula multifuncional.

Proceso de envejecimiento del fibroblasto

Una vez diferenciados, los fibroblastos poseen la capacidad de replicarse mediante
divisiones mitéticas. En cultivos de fibroblastos de tejido embrionario, estos pueden
experimentar aproximadamente 50 divisiones antes de que adquieran una condicion
de senescencia y mueran. Sin embargo, este nimero se reduce a 20 cuando los

fibroblastos provienen de tejido adulto.

Heterogeneidad del fibroblasto en el periodonto

El fibroblasto juega un papel determinante en los procesos de recambio celular.
Diversos estudios han provisto la evidencia para sustentar esta afirmacion; sin

embargo, aun persisten muchos vacios en cuanto a la existencia de marcadores de
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superficie especificos, que permitan diferenciar claramente entre los fibroblastos del
ligamento periodontal (HPLF) y los fibroblastos gingivales (HGF), y sus

correspondientes subpoblaciones.

Existen 2 tipos de fibroblastos periodontales, principalmente definidos por su
localizacion dentro del tejido. El fibroblasto gingival (HGF) construye el tejido
conectivo blando que rodea el hueso alveolar (encia). Estos fibroblastos producen
y mantienen los componentes extracelulares que proveen la integridad del tejido. El
fibroblasto del ligamento periodontal (HPLF) es la célula principal del ligamento que
rodea la porcién radicular del diente, produce y mantiene la insercion del tejido
conectivo que provee anclaje firme del mismo dentro del alvéolo. El colageno es el
componente estructural primordial y el HPLF es el responsable por el remodelado
extenso y rapido de las fibras de insercion.

Tasa de proliferacion

En varios estudios in vitro que requieren el cultivo de estos tipos celulares se han
encontrado diferencias en las tasas de proliferacion y confluencia. Giannopoulou et
al.>* observaron que para el dia 20 de cultivo se encontraban HPLF y HGF en
crecimiento a partir de los explantes procesados de las biopsias. Este crecimiento
continud hasta el dia 30 a 35, en el cual las células revelaron confluencia suficiente
para ser tripsinizadas. En general, en estos cultivos primarios, la proliferacion de los
HGF fue mas rapida que la de los HPLF; sin embargo, la diferencia en la tasa de
proliferacion no fue estadisticamente significativa, aunque se encontrd unaviabilidad
celular del 98%, mediante la técnica de exclusién con azul tripan. De forma similar,
Mariotti y Cochran®, observaron que durante el cultivo de estas dos clases de
fibroblastos, aquellos derivados de la encia (HGF) hallaron confluencia en el dia 4,
mientras que los HPLF soélo la alcanzaron en el dia 6. Ellos atribuyen esta diferencia
en la tasa de proliferacién a que las células gingivales son de mayor tamafio que los
HPLF, lo cual a su vez se apoya sobre su hallazgo de que el contenido proteico y de
DNA es inicialmente mayor para los HGF.
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4. Planteamiento del problema

A pesar de que actualmente estan disponibles en el mercado diversos tipos de
brackets, hechos a base de materiales estéticos como la alimina, la zirconia o el
policarbonato, los metalicos siguen siendo los mas utilizados, brindando excelentes
resultados. Asi mismo, es de uso rutinario en ortodoncia, el empleo de arcos y

ligadura metdlica, los cuales estan hechos de distintas aleaciones.

Como todos los metales, los utilizados en la boca son susceptibles de sufrir
corrosion, la cual se potencializa con las condiciones que imperan en el ambiente
bucal. Teniendo en cuenta que los tratamientos con aparatologia fija ortodéncica
pueden durar meses 0 afios, cobra importancia el conocer los posibles efectos
adversos de la liberacion de productos de corrosion en los tejidos orales.

Dicho fendmeno puede ser reproducible de manera in vitro, simulando las
condiciones orales en conjunto con aparatologia fija cementada y siendo
susceptibles de medicion los resultados encontrados.

De acuerdo con lo anterior, surge la siguiente pregunta de investigacion,

¢ Los productos de corrosién de aparatologia fija causan efectos citotoxicos en

fibroblastos gingivales humanos y fibroblastos del ligamento periodontal humanos?
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5. Justificacién

En ortodoncia, diversas aleaciones metélicas son utilizadas para la fabricacién de
brackets, arcos, bandas y tubos, entre otros. Estas aleaciones estan hechas
principalmente de acero inoxidable, niquel, titanio, cromo y cobalto.53637 |a
influencia de estos metales sobre la proliferacion celular y viabilidad ha sido objeto
de estudio para determinar su toxicidad in vitro.3® Esto es debido a que cuando se
liberan iones metdlicos en sitios del tejido, estos pueden presentar sintomas
similares a las reacciones alérgicas, por ejemplo, inflamacién de la piel o las
membranas mucosas.?*“° En el caso de la cavidad oral, se ha reportado que la
liberacion de iones por aparatologia ortodéncica puede causar algunas
manifestaciones clinicas tales como glositis, sabor a metal, gingivitis,

desprendimiento del tejido labial, eritema multiforme e hipertrofia gingival.41—#4

El ambiente oral es particularmente ideal para la degradacidon de metales, facilitando
el proceso de corrosion de brackets y otros materiales metélicos usados en
ortodoncia.**-4’ Condiciones orales como la temperatura, la cantidad y acidez de la
saliva, la presencia de ciertas enzimas, asi como las propiedades fisicas y quimicas
de alimentos sélidos y liquidos pueden influenciar los procesos de corrosion.*® El
comportamiento corrosivo de estos materiales es un factor decisivo a la hora de
evaluar su biocompatibilidad, siendo la resistencia a la corrosion una propiedad
crucial de los metales y las aleaciones metdlicas aplicadas a los brackets y
alambres, principalmente. En el caso de alambres en ortodoncia, el niquel es uno
de los metales mas utilizados en la fabricacion de arcos, incluido en las aleaciones
de NiTi, CuNiTi y acero inoxidable. Se sabe que el niquel es el metal que mas
comunmente causa dermatitis de contacto e induce mas casos de reacciones
alérgicas, reportando que una concentracion de 30 mg/L aproximadamente, puede
ser suficiente para desencadenar una respuesta citotéxica.®*° Tomando en cuenta
las cuestiones citadas, es de vital importancia que los clinicos estén informados

sobre las limitaciones y los riesgos potenciales de usar este tipo de materiales.
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6. Hipotesis

Hipotesis de investigaciéon (Hi)

% Los productos de corrosion de aparatologia fija metalica causan efectos
citotoxicos severos, reduciendo mas del 70% de la viabilidad celular de
fibroblastos gingivales humanos (HGF) y fibroblastos del ligamento

periodontal humanos (HPLF).

Hipotesis nula (Ho)

% Los productos de corrosién de aparatologia fija metalica causan efectos
citotoxicos leves a moderados, reduciendo menos del 70% de la viabilidad
celular de fibroblastos gingivales humanos (HGF) y fibroblastos del ligamento

periodontal humanos (HPLF).
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7. Objetivos

Objetivo general

« Evaluar la citotoxicidad causada por los productos de corrosion de
aparatologia fija metalica en fibroblastos gingivales humanos (HGF) y
fibroblastos del ligamento periodontal humanos (HPLF) en un modelo in vitro.

Objetivos especificos

+«+ Establecer cultivos primarios de HGF y HPLF.

% Determinar los efectos citotoxicos, concentracion citotoxica media (CCso) y
capacidad proliferativa de las células orales en contacto con los productos de
corrosion de aparatologia fija metalica con base en la 1ISO 10993-5 “Biological
evaluation of medical devices - Part 5: Test for in vitro cytotoxicity””.

% Evaluar la topografia y composiciéon elemental de la aparatologia fija
mediante andlisis SEM/EDS.

% Analizar la composicién quimica de los productos de corrosiéon por medio de

espectroscopia Raman y analisis ICP-MS.
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8. Materiales y métodos

Disefo del estudio

Tipo de estudio: experimental in vitro, prospectivo y comparativo.

El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Investigacion Interdisciplinaria en el
area de Nanoestructuras y Biomateriales de la Escuela Nacional de Estudios
Superiores (ENES) — Unidad Leon, UNAM.

Poblacién y universo de estudio

Universo de estudio: Namero de células orales cultivadas y establecidas de tejidos

orales humanos.

Muestreo

Muestra: Probabilistica.
Método de muestreo: Aleatorio simple.

Tamafio: n = 15 platos de 96 pocillos a densidades de 4x10° células/ml. Los
ensayos se realizaron por triplicado de tres experimentos independientes para

obtener reproducibilidad (n=15).

Criterios de seleccion

La seleccion de platos de pocillos con contenido celular se llevo tomando en cuenta

las siguientes caracteristicas.

Inclusion

e Platos de 96 pocillos a densidades de 4x10° células/ml.
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Exclusiéon

e Platos de cultivo que presentaran defectos de fabricacion.

Eliminacién

e Platos de cultivo con pérdida del contenido durante su manipulacion.

e Platos de cultivo con presencia de contaminacion.

e Platos de cultivo en los que se vertieran cantidades inadecuadas de los

productos de corrosion o se hiciera una disolucion errénea.

Variables de estudio

Variables dependientes

Tabla 1. Definicion conceptual y operacional de variables dependientes

complemento
o por células
citotéxicas.

remineralizacion
de dientes con
aparatologia fija
cementada. Se
utilizara ensayo
MTT para el
analisis de
viabilidad celular.

Variable Definicion Definic;ién Tip.o de Escqlq ge
conceptual operacional variable medicion
Se emplearan
lineas celulares
HGF y HPLF en
contacto con los
~ productos de
Dafio celular -
provocado por corrosion
la accion de dgrrg/;dsc:)s ddeel
. - anticuerpos . o Cuantitativa | De razon
Citotoxicidad especificos y desmineralizacion- continua 0-n cel (%)
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Variables independientes

Tabla 2. Definicion conceptual y operacional de variables independientes

Variable Definicion Definicion Tipo de Escala de
conceptual operacional variable medicién
Se realizaran
Reduccion de la| diluciones del 0-
concentracion de|  100% de los .
S, : o De razon
Dilucién una sustancia productos de Cuantitativa mi
guimica en una corrosion en
disolucion. contacto con HGF
y HPLF.
Incremento del
namero de
. Rango temporal a
células por ;
. L partir de la .
Tiempo de | division celular |. . o De razdén 0-n
: P . incubacion con los| Cuantitativa
proliferacion | cuantificadas : horas de
. productos de discreta : -
celular por medio de i incubacion
corrosion a las 24
conteo celular
horas
con
hematocitometro.

Procedimiento

Se establecieron 7 fases para este estudio:

1. Aislamiento celular

o gk WD

Cementacion y corrosion
Pruebas de citotoxicidad
Microscopia 6ptica

Espectroscopia Raman

Dispersiva (EDS)
7. Espectrometria de Masas con Fuente de Plasma Acoplado Inductivamente

(ICP-MS)

Fase 1 — Aislamiento celular

Cultivo celular primario

Microscopia Electronica de Barrido (SEM)/ Espectroscopia de Energia

La metodologia para el establecimiento de cultivos primarios de fibroblastos

gingivales humanos (HGF) se describe en la Figura 1.
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Figura 1. Metodologia para el establecimiento de cultivos primarios de fibroblastos gingivales.so_52

Subcultivo y criopreservacion

La metodologia para el subcultivo y criopreservacion de fibroblastos gingivales

(HGF) y del ligamento periodontal humanos (HPLF) se describe en la Figura 2.
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Figura 2. Metodologia para subcultivo y criopreservaci(’)n.Sl’52
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Fase 2 — Cementacion y corrosion

Cementacioén

Para la preparacion de las muestras de aparatologia fija, se utilizaron tres distintos
materiales metalicos (Figura 3) para su evaluacion:
e Brackets convencionales de acero inoxidable slot 0.022” 3M Unitek
(Monrovia, Minnesota, EE. UU.),
e Arcos de alambre de niquel titanio termo-activo 0.021”x0.025” Bio-MEMalloy
(Borgatta, Ciudad de México, México) y

e Ligaduras metdlicas preformadas de .010” (TP Orthodontics, Indiana, USA).

] Borgatta
{/\ Specialties

Unitek™ Gemini Metal Brackets
BIO-MEMA

e —_——— PREFORMED
e — LIGATURE TIES

S e [T R 111 FUsL LEMNO T

Figura 3. Materiales metalicos evaluados. A. Brackets convencionales de acero inoxidable, 3M Unitek. B. Arcos NiTi Bio-

MEMalloy, Borgatta. C. Ligaduras preformadas, TP Orthodontics.

Se prepararon las muestras, cementando cada bracket a dientes humanos

extraidos, con un sistema de adhesion fotopolimerizable (Enlight, Ormco, California)
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segun lo recomendado por el fabricante. Después, un segmento de alambre de
niquel titanio, con una longitud recta de 10 mm, se fij6 a la ranura de cada bracket
con una ligadura metalica (Figura 4). Se realizaron muestras experimentales y de
control (n = 18), de acuerdo con la Organizacién Internacional de Normalizacién
(1SO) 10993-5.7 Se incluyeron muestras experimentales (n = 15) para el proceso de
corrosion (cinco experimentos por triplicado) y las muestras de control (n = 3) se
refieren a los dientes que se mantuvieron para analisis por microscopia éptica y
SEM/EDS.

7r

Figura 4. Cementacion de aparatologia fija ortodéncica a dientes extraidos. A. Material e instrumental estéril en campana

de flujo laminar. B. Posicionamiento de bracket. C. Aplicacion de luz con ldmpara de fotocurado. D. Sujecion de alambre

NiTi mediante ligadura metélica.
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Corrosién

Se esterilizaron tres muestras y se sumergieron en una solucion desmineralizante
(CaCl2 1,5 mM, KH2PO4 0,9 mM, KCI 150 mM y CHzCOONa 0,1 mM)®3, y se indujo
un proceso de corrosion afiadiendo &cido clorhidrico (HCI); el pH se ajusté a 4.5y
las muestras se mantuvieron a 37°C y 250 rpm en una incubadora con agitador.
Cada 12 horas, se midio el pH y se afiadié HCI para mantener un pH constante de
4.5, y se mantuvo en agitacion bajo las mismas condiciones (Figura 5). EI HCl es un
conocido liquido altamente corrosivo y acido.

Figura 5. Corrosién de aparatologia metélica. A. Medicion de pH de la solucion corrosiva. B. Muestras en incubadora con

agitacion. C. Potenciémetro para medir pH.
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Después de 48 horas, se tomaron muestras de la solucion y se colocaron en tubos
Eppendorf de 1 ml y se centrifugaron durante 10 minutos a 13,300 rpm (Figura 6).
Después de la aspiracion del sobrenadante, se afiadid medio de cultivo, Dulbecco’s
Modified Eagle Medium DMEM (Gibco, Carlsbad, California) a los productos de
corrosion sedimentados para su posterior inoculacion en las células. La relacién
entre el volumen de la dilucién final y el peso de las muestras fue de 1 ml/0.1 mg,

segun lo recomendado por la Organizacion Internacional de Normalizacion.

Figura 6. Centrifugacion de muestras obtenidas después del proceso de corrosion de 48 y 72 horas. A. Centrifuga de

laboratorio. B. Muestras en tubos Eppendorf después de ser centrifugados.

El proceso de corrosion se continud hasta 72 horas, ajustando el pH cada 12 horas
y manteniéndolo en incubacién en las condiciones mencionadas. De los productos
de corrosion de 72 horas, se realizé el mismo procedimiento que con los productos

de 48 horas para la inoculacién posterior en cultivo celular.

Fase 3 — Pruebas de citotoxicidad

El ensayo de citotoxicidad se realizé en fibroblastos gingivales humanos (HGF) y en
fibroblastos del ligamento periodontal humano (HPLF), que fueron cultivados

mediante una técnica de explante. Los tejidos gingivales y periodontales fueron
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obtenidos de la remocidén quirargica de terceros molares inferiores de pacientes
sanos de entre 18 y 30 afios, bajo consentimiento informado (Anexo 1) aprobado
por el Comité de Bioética de la Escuela Nacional de Estudios Superiores (Leon,

Guanajuato, México).

Las células fueron mantenidas en medio de cultivo DMEM (Gibco, Carlsbad, CA),
adicionado con 10% de suero fetal bovino (Gibco) y 100 U/mL de penicilina-
estreptomicina (Gibco), en concentraciones de 4x10° células/ml. Las células se
sembraron en placas estériles de 96 pocillos (Figura 7), inoculando 100 pl/pocillo e
incubando durante 24 horas a 37°C en una atmosfera himeda de 95% y 5% de
COo..

Figura 7. A. Inoculacion de células en platos de 96 pocillos. B. Platos de 96 pocillos en incubadora de CO,.

Luego, se eliminé todo el medio de cultivo en la fila H y se colocaron 200 ul de los
productos de corrosién centrifugados en el medio de cultivo para las lineas celulares
HGF y HPLF. Se dejaron 100 pl en la fila H y se inocularon 100 pl en la fila G, y se
realizaron diluciones de 0-100% a partir de la dosis maxima hasta el 0%. La fila A

se mantuvo como grupo de control negativo (Figura 8).
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Figura 8. Esquematizacion de las diluciones realizadas.

Las células se incubaron durante 24 horas en las mismas condiciones. La viabilidad
celular se determind mediante un ensayo de bromuro de 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-il)-2,
5-difeniltetrazolio (MTT). Después de 24 horas, se elimind el medio de cultivo y se
agregaron 100 uyl de MTT (0,0002 g/ml en medio de cultivo) a cada pocillo, y las
células se incubaron durante 7 horas en condiciones de cultivo estandar. Se
aspiraron los sobrenadantes y se agregaron 100 ul de dimetilsulféxido DMSO
(Karal, Guanajuato, México). La absorbancia (570 nm) se determiné mediante un
espectrofotometro (Bio-Rad, Hercules, CA) (Figura 9).

Figura 9. Ensayo MTT. A. Cristales de formazéan que reflejan la actividad mitocondrial celular. B. Espectrofotémetro para

determinar la cantidad de formazan, después de ser disuelto por accion del dimetilsulféxido (DMSO).
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La citotoxicidad fue clasificada basandose en la viabilidad celular, de acuerdo con
Ahrari et al.>*, en las siguientes categorias: no citotéxico (>90% de la viabilidad
celular), ligeramente citotoxico (60-90%), moderadamente citotdxico (30-59%), y
severamente citotoxico (<30%). Se determind la concentracion citotoxica al 50%
(CCs0); se considerd CCso como la concentracion de material de prueba requerida
para reducir la viabilidad celular en un 50%, en comparacion con el control. El mismo
método se realiz6 para productos de corrosion de 48 y 72 horas y los datos se
obtuvieron de cinco experimentos diferentes por triplicado (n = 15).

Fase 4 — Microscopia Optica

El andlisis microscépico se realiz6 tomando fotografias (aumentos 15x) de los
dientes y aparatologia fija, colocados antes y después del proceso de corrosion,
mediante un estereoscopio (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania) (Figura 10).
Siguiendo el mismo procedimiento, se tomaron imagenes de los cambios

morfologicos sufridos por las células a diferentes diluciones.

Figura 10. Microscopio optico.
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Fase 5 — Espectroscopia Raman

Las muestras de solucion de 48 y 72 horas de los productos de corrosion se
analizaron mediante espectroscopia Raman (Figura 11) utilizando un Espectrometro
Raman Dispersivo Senterra (Bruker, Billerica, MA) equipado con un laser de 785 nm
y acoplado con un microscopio Olympus. Las muestras se analizaron utilizando los
siguientes parametros: tiempos de integracion entre 6 y 8s, 6 a 10 exploraciones,
longitud de onda de laser de 785 nm, potencia de 25 mW, resolucién de 9-15 cm?

y objetivo de 20x.

Figura 11. A. Muestras de los productos de corrosion. B. Deshidratacion de las muestras para andlisis de los residuos

sélidos. C. Microscopio acoplado a espectrémetro. D. Equipo para espectrometria Raman.
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Fase 6 — Microscopia Electronica de Barrido (SEM)/Espectroscopia de Energia
Dispersiva (EDS)

Los aparatos fijos de ortodoncia fueron examinados por caracterizacion topografica
y quimica. La microestructura de la superficie se evalu6 antes y después del proceso
de corrosion mediante Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), utilizando un
microscopio de mesa TM-1000 (Hitachi, Tokio, Japon) (Figura 12). Se obtuvieron
imagenes de la misma area para los brackets (aleta) y alambres NiTi de los controles
y muestras de 48 y 72 horas con aumentos de 1000x, 1500x y 3000x, operando a
15 kV. Las caracteristicas de la superficie se determinaron con base en una
evaluacion visual. El analisis elemental por Espectroscopia de Energia Dispersiva

(EDS) también se realizd, sobre un area de 10x10 yum a 15 kV.

Figura 12. A. Muestras fijadas. B. Microscopio de mesa para analisis SEM/EDS.

Fase 7 — Espectrometria de Masas con Fuente de Plasma Acoplado
Inductivamente (ICP-MS)

Similar al analisis Raman, se tomaron muestras de las soluciones de 48 y 72 horas

de los productos de corrosiéon y se analizaron mediante un espectréometro de masas
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con fuente de plasma acoplado inductivamente ICP-MS (iCAP Qc, Thermo Fisher
Scientific, Bremen, Alemania) (Figura 13). El instrumento fue optimizado
previamente al analisis de las muestras, con una solucién acuosa certificada (High
Purity Standards, North Charleston, SC), la cual contiene un amplio intervalo de
masas (Li, Co, In, Ba, Bi, Ce y U de 1 ug L1). La curva de calibracion se realizé con
16 puntos (0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 25, 50, 75, 100, 250, 500, pg L"
1) a partir de una solucién acuosa certificada (QCS-26, High Purity Standards) de
100 ug L. El drift instrumental se corrigié con el estandar interno indio (In de 10 ug
L1). El limite de deteccién (L.D.) se calculé mediante la siguiente ecuacion:

_ 3(SD int BCO)(conc STD)
" (int STD — prom int BCO)

Dénde:

SD int BCO — Desviacion estandar de la intensidad del blanco
conc STD — Concentracion de la solucion estandar

int STD — Intensidad de la solucion estandar

prom int BCO — Promedio de la intensidad del blanco

. AN _— :
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Figura 13. Espectrometro iCAP Qc. Fuente: Instituto de Geofisica, UNAM. Recuperado de
http://lwww.geofisica.unam.mx/iframes/laboratorios/institucionales/icp/ICP/infraestructura.html

35



Consideraciones bioéticas

La presente investigacion contemplo los principios éticos para las investigaciones
médicas en seres humanos de la Declaracion de Helsinki de la Asociacion Médica
Mundial (642 Asamblea General de octubre de 2013). En el Articulo 7 de este
documento se establece que “la investigacion médica esta sujeta a normas éticas
gue sirven para promover y asegurar el respeto a todos los seres humanos y para
proteger su salud y sus derechos individuales”. La donacion de érganos dentarios
no represento dafio alguno para los sujetos participantes, pues se realizd posterior
a indicacion ortoddncica o periodontal. La decision de extraer un 6rgano dentario
derivd siempre de la prescripcion fundamental del Ortodoncista o el Periodoncista,

y en ningun caso se vio influenciada por terceras personas.

Ademas, con apego al Articulo 9, se protegio a las personas que participaron en la
investigacion, velando por su integridad, salud, intimidad y dignidad, y resguardando
su informacion personal en calidad de confidencialidad. La participacion fue
voluntaria en todos los casos y cada individuo potencial recibié la informacion
adecuada acerca del proyecto de investigacion y de su colaboracion en el mismo,
de acuerdo con el Articulo 26. Todas las dudas sobre de los objetivos, métodos,
disposicion de las muestras, beneficios calculados, entre otros, fueron aclaradas por
el investigador o por el odontdlogo tratante hasta asegurar el completo

entendimiento de la informacion.55:56

Asimismo, se cumplieron las leyes y reglamentos vigentes en México, destacando
las siguientes consideraciones estipuladas en el reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Investigacion en Salud. Segun el Articulo 17, la presente
investigacion se considero “con riesgo minimo”, debido a que involucro la obtencion
de dientes permanentes extraidos por indicacion terapéutica, asi como de muestras

de tejido gingival para el caso de los cultivos celulares.

En el caso en el que el paciente fuera mayor de edad (donacién de érganos

dentarios, muestra de tejido gingival) firmo, junto con dos testigos, un escrito de
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consentimiento informado que reunio los requisitos enunciados en el Articulo 22.
Cuando el paciente fuera menor de edad (donacion de 6rganos dentarios), firmo un
escrito de asentimiento informado, conforme a lo establecido en el Articulo 37 y su
representante legal y dos testigos firmaron el consentimiento informado que reunié

los requisitos enunciados en el Articulo 22.57:58

Ademas, en todo momento se cuidd la integridad de los investigadores
implementando las medidas de seguridad establecidas en el Laboratorio de
Investigacion Interdisciplinaria en el area de Nanoestructuras y Biomateriales de la
Escuela Nacional de Estudios Superiores (ENES) — Unidad Leodn. En relacion con
el investigador, se siguieron las normas de acuerdo con el reglamento de la ley
general de salud en materia de investigacion para la salud titulo cuarto, de la
bioseguridad de las investigaciones capitulo |, de la investigacion con
microorganismos patdégenos o material bioldégico que pueda contenerlos, descrito

en los articulos 75y 77.57:58

Analisis estadistico

Los datos se expresaron como medias, porcentajes y desviaciones estandar. El
analisis estadistico se llevd a cabo mediante pruebas de normalidad de Shapiro-
Wilks, andlisis de varianza de un factor (ANOVA) y post-hoc de Tukey para los
grupos de 48 y 72 horas, por dilucion. El nivel de significancia se consideré en un

valor P inferior a 0.05.
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Resultados adicionales

Microscopia Optica

A partir de las imagenes obtenidas por microscopia, se observaron cambios en la
estructura del esmalte, mostrando un aspecto erosivo y una superficie irregular. En
los brackets, alambres NiTi y ligaduras metélicas no se observaron cambios
significativos (Figura 14). Sobre los cambios morfologicos sufridos por las células,
se observo una degradacion de la integridad celular proporcional a la dilucion. En el
0% para ambos tipos de células (HGF, HPLF), se observd una forma circunscrita
tipica de huso en contraste con la forma mas cénica e irregular con centro

redondeado exhibido por ambas células a una concentracion del 100% (Figura 15).

Figura 14. A y B. Controles. Se observa estructura integra de la superficie dental y aparatologia fija nueva (15X). Cy D.
Muestra de 48 horas. Se muestra esmalte descalcificado proximo al bracket. E y F. Muestra de 72 horas. Se aprecia una

amplia zona del esmalte erosiva e irregular (15X).
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Figura 15. A, B y C. Morfologia celular de HGF al 100%, 50% y 0% de dilucién (15x). D, E y F. Morfologia celular de HPLF
al 100%, 50% y 0% de dilucién (15x).

ICP-MS

Mediante ICP-MS se analizé la liberacion de diversos iones metalicos de los
aparatos fijos de ortodoncia en las soluciones empleadas durante el proceso de
corrosién. La concentracién de estos se muestra en la Tabla 3. En general, se
observé un notable aumento de todos los elementos detectados en la muestra de
72 horas con respecto a la muestra de 48 horas. En este sentido, resaltan el cromo
y el niquel, dados los efectos adversos reportados, que exhibieron una
concentracion de aproximadamente 32.3 veces y 415 veces mas alta,
respectivamente, a las 72 horas en comparacion a la muestra de 48 horas. En el
primer grupo, el nivel de cromo y niquel fue de 0.045 pg/L y 0.297 ug/L,
respectivamente, mientras que para los mismos metales fue de 1.457 pg/L 'y 12.351
Mg/L en el grupo de 72 horas.
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Tabla 3. Concentracion de metales traza por ICP-MS (ug L-1).

Elemento L.D. 48-h, pg/L 72-h, pg/L
Cr 0.035 0.045 1.457
Mn 0.036 0.248 6.791
Fe 0.549 0.628 20.515
Co 0.004 <L.D. 0.158
Ni 0.072 0.297 12.351
Zn 0.052 2.655 79.454
Cd 0.004 <L.D. 0.026
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10. Discusién

Como sabemos, es un periodo largo en el que los pacientes usan aparatos fijos de
ortodoncia y, por lo tanto, una mayor exposicion a la liberacion de iones metalicos.
En este estudio, informamos el dafio potencial a las células orales humanas HGF y
HPLF por corrosibn metalica, siendo de interés dadas las implicaciones
clinicamente observadas durante los tratamientos de ortodoncia, y lo que a su vez

lleva a establecer estrategias que limiten el dafio latente.

De acuerdo con los resultados de este estudio, rechazamos la hipotesis establecida,
dado que los productos de corrosion no causaron reduccion de la viabilidad celular
de HGF y HPLF mas alla del 70%, en cambio se observaron distintos niveles de
citotoxicidad, siendo mas sensibles los segundos al referirnos a la concentracion
citotéxica media CCso. Otros estudios también han reportado diferentes respuestas

citotéxicas a la corrosion dependiendo de la linea celular evaluada®.

El llamado efecto hormesis se observd en muestras de 48 y 72 horas en lineas
celulares de HGF y HPLF a ciertas diluciones, siendo comparable al encontrado por
Vande Vannet et al.?%, en su estudio sobre la toxicidad de arcos de ortodoncia
usados y Taira et al.5, sobre citotoxicidad de iones de niquel utilizando fibroblastos.
Este aumento en la viabilidad celular puede explicarse como una respuesta de
defensa propia causada por estimulacion de una dosis baja, lo que podria sugerir
que la exposicién a iones metalicos que causan corrosion, a ciertas dosis, puede
ser beneficiosa para promover la proliferacion de las células en estudio. Ambos tipos
de células en contacto con muestras de 72 horas exhibieron un menor efecto de
hormesis, y por lo tanto, se podria deducir que la mayor liberacién de iones se
produjo después de las 48 horas, lo que seria analogo a lo informado por
Mikulewicz®? en estudios in vivo, sin embargo, las condiciones experimentales son

diferentes entre si.

El analisis SEM mostrd, en general, una degradacion en la superficie de los brackets

y alambres después del proceso de corrosion, similar a lo informado por otros
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autores.5364 En la muestra de brackets después de 72 horas, los pequefios orificios
y surcos distribuidos en la superficie se apreciaron mas acentuados, lo que puede
sugerir que las depresiones son mas profundas con una mayor pérdida de material.
Comparable a estos, la muestra de alambres NiTi después de 72 horas exhibi6
varias grietas en su superficie, lo que puede ser indicativo de pérdida de continuidad
en la estructura del metal, ya que estuvo expuesta al proceso de corrosion durante
mas tiempo. Lo anterior podria ser respaldado por el analisis EDS realizado, que
apunta a la liberacion de iones metalicos durante el proceso de corrosion; sin
embargo, sélo en el caso de los brackets se encontr6 una reduccién de algunos
elementos, principalmente Ni. Estos resultados concuerdan con los presentados por
Unal et al.*” en su trabajo sobre la influencia de la saliva artificial en los alambres

de ortodoncia de NiTi.

Segun el andlisis Raman, la banda de absorcién a 961 cm™ correspondiente al
calcio seria indicativa de la desmineralizacién dental, causada por la solucion en si,
pero también por los iones liberados después del proceso de corrosion. Sin
embargo, en este analisis no se detecto claramente la presencia de iones metalicos,
qgue si fueron evidentes al evaluar las muestras de las soluciones después del
proceso de corrosion mediante ICP-MS, representando una técnica que permite

medir concentraciones extremadamente bajas de iones liberados.

Es bien sabido que, cuando un bracket y un arco de alambre se combinan con una
ligadura de metal, puede producirse corrosién por grietas o galvanica en la cavidad
oral, lo que conduce a la liberacion preferencial de iones metélicos de la aleacion
anodica**®®, fendmeno que estaria ocurriendo de manera continua durante el uso
de estos dispositivos en los tratamientos de ortodoncia. Este estudio in vitro
contribuye a aclarar el comportamiento corrosivo de la sinergia de estos tres
materiales comunmente utilizados, ya que la mayoria de los estudios previos sobre
citotoxicidad metalica se han centrado en el comportamiento corrosivo de los arcos
de alambre metalico y no en la combinacion de brackets, arcos y ligaduras. Sin

embargo, encontramos algunas limitaciones, siendo la mas notable que las
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condiciones controladas de laboratorio no reflejan exactamente los fenémenos que
ocurren en el entorno oral, y asi mismo, que solo evaluamos el comportamiento de
tres materiales y marcas especificos, y hoy existe una amplia gama de ellos
disponibles, por lo que se pueden establecer diversas combinaciones y dar lugar a
diferentes respuestas. Algunas opciones libres de metal, como los brackets
ceramicos, los moédulos elasticos y los alineadores plasticos, se han venido
utilizando en el campo de la ortodoncia como respuesta a la mayor demanda de
estética y el menor contacto con metales, sin embargo, es una realidad que a la
fecha es imprescindible el uso de materiales como el niquel titanio durante las fases
de alineaciéon y nivelacién y que los brackets que mas se siguen utilizando, son
aguellos hechos de metal, incluyendo los convencionales, los de autoligado y los
linguales. Aunque el uso de metales en boca puede resultar mas vistoso, también
aporta ventajas desde diversas perspectivas, entre ellas, una mayor eficacia del
movimiento dental debido a la menor friccion que se genera, una menor retencion
de placa dentobacteriana, ausencia de pigmentacién y sujecion firme y ajustada
entre el arco de alambre y la ranura del bracket cuando se usan ligaduras metalicas
en lugar de mddulos elasticos, y asi mismo, un menor coste respecto a las

contrapartes estéticas.

A pesar de que nuestros resultados sugieren el uso seguro de estos materiales
metélicos en términos de citotoxicidad, la perspectiva a futuro debera incluir un
analisis mas exhaustivo en estudios in vivo que reflejen de manera mas fiel las
condiciones del medio oral al que estan sujetos los tratamientos de ortodoncia con
aparatologia fija. Ademas, de acuerdo con los datos que se tienen hasta ahora, es
muy probable que distintos metales se sigan utilizando durante largo tiempo, debido
a la indiscutible eficacia y ventajas que siguen aportando. Sin embargo, también se
debe estar consciente que el enfoque actual no debe basarse en el uso exclusivo
de uno u otro material, sino mas bien en el empleo simultdneo de distintos
materiales, técnicas y auxiliares, que en fin udltimo cumplan con los objetivos

planteados y las expectativas del paciente.
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El impacto de la corrosion durante los tratamientos de ortodoncia y la salud de
nuestros pacientes aun no esta esclarecida del todo; segun la evidencia actual, no
parece ser un proceso que deba preocupar, incluso hay indicios de que el
tratamiento de ortodoncia puede mejorar la tolerancia del sistema inmunitario al
niquel en personas sensibles*, siguiendo el concepto de hormesis. El trabajo futuro,
tanto in vitro como en situaciones clinicamente relevantes, conducira a una mejor

comprension de los efectos clinicos de la corrosion.
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11. Conclusiones

La seguridad y la salud de los pacientes bajo tratamiento de ortodoncia debe ser
una de las preocupaciones constantes de los odontélogos, evitando el riesgo de
exponerlos a efectos toxicos adversos por los aparatos fijos de ortodoncia.
Siguiendo esta linea, se recomienda realizar estudios in vitro e in vivo adicionales
que ayuden a comprender de una manera mas clara los efectos a largo plazo de

estos materiales.

Segun los datos obtenidos, los brackets, arcos y ligadura metalicos, bajo las
condiciones experimentales, liberaron iones metélicos en la solucion
desmineralizante y los productos de corrosion obtenidos de ella causaron efectos
citotoxicos de leves a moderados al evaluar la viabilidad celular de los fibroblastos
gingivales humanos (HGF) y fibroblastos de ligamento periodontal humano (HPLF).
HPLF tuvo una respuesta mas sensible en comparacion con HGF y exhibié un
mayor fenémeno de hormesis en la curva dosis-respuesta. Ademas, los aparatos
fijos de ortodoncia mostraron una degradacion topografica proporcional al tiempo

de corrosion y cambios menores en la composicion quimica de los brackets.

Podemos concluir que el uso clinico de la combinacién de estos materiales es
seguro; sin embargo, en casos de alergia, para reducir el riesgo de dafio potencial,
se recomienda el empleo de alguna otra terapia ortodoncica libre de metal, como
los alineadores plasticos, actualmente en auge, o brackets estéticos, como los

ceramicos o de zafiro.
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13. Anexos

Anexo 1. Consentimiento informado

Consentimiento informado

Titulo

“Corrosion de aparatologia fija en cultivo celular humano: citotoxicidad,

evaluacion quimica y microestructural”

Investigador

principal

E. en Ort. David Bautista Martinez

Coinvestigadores

Dr. en C.S. René Garcia Contreras, Dr. en O. Rogelio J. Scougall Vilchis

Lugar

Escuela Nacional de Estudios Superiores, Unidad Ledn; Universidad Nacional
Auténoma de México. Direccion: Boulevard UNAM No. 2011, Col. Predio el
Saucillo y El Potrero CP36969, Ledn, Gto.

Introduccioén

Antes de aceptar la participacion en este estudio de investigacion, es
importante que usted lea y entienda la siguiente informacion sobre el mismo.
Este documento de consentimiento describe el propdésito, procedimientos,
beneficios, riesgos, inconformidades y precauciones del estudio.

Propésito

Los tejidos que le seran extraidos podran ser donados para la realizacién de
un proyecto de investigacion de la Escuela Nacional de Estudios Superiores,
UNAM, Unidad Leon.

De los participantes

Para participar en esta investigaciéon usted tendra que cubrir los siguientes

requisitos:
e Ser un paciente sano de acuerdo con su historia clinica.

e Tener entre 18 y 30 afios, y acudir a la clinica de cirugia bucal de la
ENES, UNAM.

e Estar libre de infecciones.
e No padecer enfermedades sistémicas.
e No presentar toxicomanias.

e Firmar el presente informe de consentimiento.

No sera permitida su participacién si usted:
e Presenta alguna enfermedad de tejido éseo.
e Consume inmunomoduladores, esteroides o bifosfonatos.

e Padece cancer.
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e Es alérgico a la penicilina.
e Tiene alguna enfermedad cardiovascular diagnosticada.
e Presenta alguna enfermedad sistémica diagnosticada.

e Esta embarazada o se encuentra bajo lactancia.

Si usted califica, sera uno de los participantes que colaborara en este estudio.

Procedimientos
(aproximadamente
20 minutos)

A usted se le requerir&:
e Leery firmar este formulario de informe de consentimiento.

e Contestar preguntas para determinar si usted califica para participar
en este estudio.

e Contestar preguntas acerca de su estado actual de salud.

e Participar en la toma de muestra de tejido gingival durante el

tratamiento de odontectomia quirdrgica de terceros molares
inferiores. Se administrara anestesia local, se realizara tratamiento
de odontectomia quirdrgica de terceros molares inferiores donde se
retirara el tejido gingival como parte del procedimiento y se

conservara en Phosphate-buffered saline (PBS).

Riesgos e
Inconformidades

Se le informa que la toma de muestra de tejido gingival que se retira durante
el tratamiento de odontectomias de terceros molares es considerada una

técnica invasiva con riesgo minimo.

Costos

No hay costo por participar en este estudio, mas que su tiempo.

Confidencialidad

El presente estudio tiene consideraciones de confidencialidad basado en la
ley organica de proteccion de datos personales 15/1999, donde solo se
accederd al historial clinico por los monitores del estudio, los miembros del

comité de bioética y las autoridades sanitarias.

Participacion
Voluntaria

Su decision de participar en este estudio es voluntaria.

Consentimiento

He leido y entendido la informacién en este documento de informe de
consentimiento. Asi mismo, he tenido la oportunidad de hacer preguntas,
mismas que han sido respondidas satisfactoriamente. Yo voluntariamente

acepto participar en este estudio.

Nombre y firma del

Paciente
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ENSAYO 1, MUESTRA 1
Folio de
plato de
cultivo

Fecha

ENSAYO 1, MUESTRA 2
Folio de
plato de
cultivo

Fecha

ENSAYO 1, MUESTRA 3
Folio de
plato de
cultivo

Fecha

Linea celular
(HGF/HPLF)

Linea celular
(HGF/HPLF)

Linea celular
(HGF/HPLF)

Anexo 2. Instrumento de medicién

Cantidad de
muestra
(ul)

Cantidad de
muestra

(ki)

Cantidad de
muestra

(u1)

Nombre del investigador principal: David Bautista Martinez

Disolucién
(0-100%)

Disolucién
(0-100%)

Disolucién
(0-100%)

Fila
(A-H)

Fila
(A-H)

Fila
(A-H)

Células viables
iniciales
(0-n cel)

Células viables
iniciales
(0-n cel)

Células viables
iniciales
(0-n cel)

Titulo: “Corrosion de aparatologia fija en cultivo celular humano: citotoxicidad, evaluacién quimica y microestructural”

Células viables
finales
(0-n cel)

Células viables
finales
(0-n cel)

Células viables
finales
(0-n cel)

Diferencia

Diferencia

Diferencia



Anexo 3. Presentacion en foros académicos

EVALUACION DE LA CITOTOXICIDAD POR

§Escuela
zhaciopalde  CORROSION DE APARATOLOGIA FlJA EN CULTIVO
SSuperiores CELULAR HUMANO

1Bautista Martinez David*, *Garcfa Contreras René, 1Scougall Vilchis Rogelio J., 1Garcfa Gardufio Rigoberto, *Hernandez Padrén Genoveva.

ICentro de Inve y Estudios dos en O ia (CIEAQ), Facultad de Odontologia. Universidad Auténoma de Estado de México (UAEMex).
2Laboratorio de Nanoestructuras y Biomateriales, Escuela Nacional de Estudios Superiores (ENES), Unidad Ledn, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).
3Centro de Fisica Aplicada y Tecnologfa Avanzada (CFATA). Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM).

INTRODUCCION

En ortodoncia, diversas aleaciones metélicas son utilizadas para la fabricacién de brackets, arcos, bandas y tubos, entre otros. Estas aleaciones estdn hechas
principalmente de acero inoxidable, niquel, titanio, cromo y cobalte. La influencia de estos metales sobre la proliferacién celular y viabilidad ha sido objeto de
estudio para determinar su toxicidad in vitro. El ambiente oral es particularmente ideal para la degradacion de metales, facilitando el proceso de corrosion de
brackets y otros materiales metélicos usados en ortodoncia.

OBJETIVO
Evaluar la citotoxicidad causada por lessproductos descorrosion de brackets metélicos en fibroblastos gingivales humanos (HGF) y fibroblastos del ligamento

periodontal humanos (HPLF) en un modelo in vitro.

METODOLOGIA RESULTADOS

Tipo de estudio: experimental in vitro, prospectivo y comparativo. El andlisis SEM mostro diferencias visuales entre las muestras de control, 48

Cementacién

Corrosion

Solucién desmineralizante (1.5 mM CaCl,, 0.9 mM KH,PO,, 150 mM KC|
y 0.1 mM CH,COONa), 24 horas a 37°C en agitacién (250 rpm), pH'5.
NaOH, 12 horas en agitacién, pH 7. HCl, 12 horas en agitacion, pH 5.
Obtencién de muestras de 48 y 72 horas.

Espectroscopia Raman — Las muestras de solucion de 48 y 72 horas de

¥.72 horas, tanto para los brackets como para los arcos NiTi. Las bandas de
absorcién de Raman confirmaron la presencia de iones Ni y Ti en la solucién.
Las muestras de 48 horas en contacto con HGF y el HPLF mostraron efectos
citotéxicos con diferencia estadistica al alcanzar aproximadamente el 75% de
la viabilidad celular. Las muestras de 72 horas mostraron una disminucién en
la viabilidad celular proporcional al porcentaje de dilucion para ambas lineas
celulares. CC., para HGF a las 48 horas, se registro al 97.6% de la dilucion.

los productos de corrosion se analizaron mediante Raman.

SEM — La microestructura de la aparatologia fija se evalu@ antes y
después del proceso de corrosién mediante microscopia electfénica de
barrido a 1000, 1500 y 3000X.

Ensayo de citotoxicidad — Inoculacién en platos de 96 pocillos a
densidades de 4x10° células/ml. Incubacién 24 horas a 37°C en una
atmosfera himeda del 95% y 5% de CO,.

Centrifugacion, adicion de medio de cultivo e inoculacién de muestras
(48 y 72 h) en cultivo celular, 200 pl; Diluciones del 0-100%, 24 horas en
condiciones de cultivo estandar.

Colocacion de 100 ul de MTT e incubacién durante 7 horas a 37°C. La
absorbancia se determiné a 570 nm de longitud de onda.

Analisis microscopico — fotografias (magnificacion 15X).

Andlisis estadistico — pruebas de normalidad de t-Student pareada y t-
Student de medias con una significancia de p<0.05.

—=—HGF 48-h
—e—HPLF 48-h|
—4—HGF 72-h
—¥—HPLF 72-h|

3
8
L

Cell viability %

T T T T T
15625 3125 625 125 25

Dilution %

DISCUSION

El llamado efecto de hormesis se observé en muestras de 48 horas para
lineas celulares tanto de HGF como de HPLF, siendo comparable al
encontrado por Vande Vannet et al. en su estudio sobre la toxicidad de los
arcos de alambre ortodoncicos usados y Taira et al. sobre citotoxicidad de
iones de niquel utilizando fibroblastos.

El impacto de la corrosion en el tratamiento de ortodoncia y la salud de
nuestros pacientes aiin no se conoce bien. El trabajo futuro en situaciones
mas clinicamente relevantes conducirda a una mejor comprensién de los
efectos clinicos de la corrosi

CONCLUSIONES

Los productos de corrosién de aparatologia fija ortodéncica metélica en
contacto con las lineas celulares HGF y HPLF causan efectos citotoxicos de
leves a moderados, mostrando un efecto de hormesis en la curva de dosis-
respuesta para muestras de 48h.

Figura 2. A, B y C. Micrografias electronicas de barrido de los brackets (1500X). Control, 48 y 72h.
D, E, F. Alambres NiTi (1500X). Control, 48 y 72h. Los controles y las muestras de 48 horas
mostraron una superficie similar mas lisa en contraste con las muestras de 72 horas, que

exhibleron una superficie mas irregular y hendiduras mas acentuadas

REFERENCIAS

I.  Vande Vannet B, Mohebbian N, Wehrbein H. Toxicity of used orthodontic archwires assessed
by three-dimensional cell culture. Eur. J. Orthod. 2006;28(5):426-32.

Il. Taira M, Toguchi MS, Hamada Y, et al. Studies on cytotoxicity of nickel ions using C3H10T1/2
fibroblast cells. J. Oral Rehabil. 2010;27(12):1068-72.
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INTRODUCCTION

En ortodoncia, diversas aleaciones metalicas son utilizadas para la fabricacién de brackets, arcos, bandas y tubos, entre otros. Estas aleaciones estan hechas principalmente de acero

inoxidable, niquel, titanio, cromo y cobalto. La influencia de estos metales sobre la proliferacién celular y viabilidad ha sido objeto de estudio para determinar su toxicidad in vitro. El

ambiente oral es particularmente ideal para la degradacion de metales, facilitando el proceso de corrosién de brackets y otros materiales metalicos usados en ortodoncia.

0.8 JET L V0

Evaluar la citotoxicidad causada por los productos de corrosion de brackets metalicos en fibroblastos gingivales humanos (HGF) y fibroblastos del ligamento periodontal humanos

(HPLF) en un modelo in vitro.

METODOLOGTA

Tipo de estudio: experimental in vitro, prospectivo y comparativo.
Cementacion
Corrosion
Solucién desmineralizante (1.5 mM CaCl,, 0.9 mM KH,PO,, 150 mM KCl y 0.1
mM CH,COONa), 24 horas a 37° Cen agitacion (250 rpm), pH 5.
NaOH, 12 horas en agitacion, pH 7. HCI, 12 horas en agitacion, pH 5.
Obtencion de muestras de 48 y 72 horas.
Espectroscopia Raman — Las muestras de soluciéon de 48 y 72 horas de los
productos de corrosion se analizaron mediante Raman.
SEM/EDS - La microestructura de |a aparatologia fija se evalué antes y después
del proceso de corrosion mediante microscopia electrénica de barrido a 1000,
1500 y 3000X. Asi mismo la composicién quimica de la aparatologia.
Ensayo de citotoxicidad — Inoculacién en platos de 96 pocillos a densidades de
4x10° células/ml.
Centrifugacién, adicion de medio de cultivo e inoculacién de muestras (48 y 72 h)
en cultivo celular, 200 W; Diluciones del 0-100%, 24 horas en condiciones de
cultivo estandar.

Colocacién de 100 [ de MTT e incubacién durante 7 horas a 37° C. La
absorbancia se determiné a 570 nm de longitud de onda.

Analisis microscépico - fotografias (magnificacion 15X).
Analisis estadistico — pruebas de normalidad de Shapiro-Wilks, t-Student
pareada y t-Student de medias con una significancia de p<0.05.

DL 8 CUS§A

El llamado efecto de hormesis se observé en muestras de 48 horas para lineas
celulares tanto de HGF como de HPLF, siendo comparable al encontrado por Vande
Vannet et al. en su estudio sobre la toxicidad de los arcos de alambre ortodéncicos
usados y Taira et al. sobre citotoxicidad de iones de niquel utilizando fibroblastos.

El impacto de la corrosién en el tratamiento de ortodoncia y la salud de nuestros
pacientes aun no se conoce bien. El trabajo futuro en situaciones mas clinicamente
relevantes conducira a una mejor comprensién de los efectos clinicos de la corrosién.

CONCLUSTONES

Los productos de corrosion de aparatologia fija ortodoncica metalica en contacto con
las lineas celulares HGF y HPLF causan efectos citotéxicos de leves a moderados,

mostrando un efecto de hormesis en la curva de dosis-respuesta para muestras de 48h.
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Tabla I. Composicién quimica de los brackets ortodéncicos y arcos (peso%) medida por EDS

Aloy  Sample Al
Control

SSBracket  48-h
72h
Control

NiTiwie 48

72-h

g

Figura 2. Curvas de viabilidad
celular a distintas diluciones.

Cell viabilly %

H
e

15625 3125 825 125
Dilution %

Figura 3. A, B y C. Micrograffas electrénicas de barrido de los brackets (1500X). Control, 48 y 7
D, E, F. Alambres NiTi (1500X). Control, 48 y 72h. Los controles y las muestras de 48 horas
mostraron una superficie similar mds lisa en contraste con las muestras de 72 horas, que
exhibieron una superficie mas irregular y hendiduras mas acentuadas.
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