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1 INTRODUCCION

Dentro de los principales problemas odontolégicos que se presentan en la practica
clinica se encuentra el edentulismo ya sea parcial o total en la cavidad oral, el cual
afecta significativamente la armonia oclusal y estética del paciente asi como el
prondstico e integridad de los 6rganos dentarios remanentes. Al realizar un plan de
tratamiento en estos casos se deben de contemplar diferentes opciones para
solucionar el problema, lo que resulta en un aumento significativo de las

expectativas de los pacientes(1).

Tomando en cuenta lo anterior, al realizar tratamientos integrales se incluye: la
rehabilitacion de dientes con tejido remanente para la preparacion de coronas,
rehabilitacion de implantes dentales e incluso prétesis parciales fijas, donde se
observen ausencias de uno o mas dientes. A lo largo de los afios se han realizado
avances en cuanto a la planeacion, fabricacion, eleccion de materiales y colocacion
de las restauraciones tanto temporales como definitivas por lo que actualmente si
se realiza una restauracion temporal impresa se pueden obtener muchos beneficios
para el paciente y el estomatdlogo tales como exactitud, ahorro de tiempo,

practicidad, rapidez y estética (2).

Enfocandonos provisionales de coronas y protesis parcial fija son definidos como
restauraciones temporales utilizadas durante el proceso de fabricacion de la
restauracion definitiva del tratamiento planeado y tienen como objetivo proteger la
estructura dental preparada y la pulpa de estimulos térmicos, mecanicos y noxas
bioldgicas asi como participar en la estabilizacion de la posicion del diente, restaurar
estética y asegurar una funcion fonética y masticatoria. Por lo que durante ese
periodo se decide utilizar biomateriales con indicaciones para un corto plazo de
tiempo que va de un dia a tres meses como maximo (3)

Dependiendo de la cantidad de dientes ausentes o el plan de tratamiento ya sea
para dientes unitarios o protesis parcial fija sera el tipo de extensidn de la
restauracion que en su defecto sera sobre tejidos blandos o unicamente con apoyo
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en tejido dental. Es aqui donde la biocompatibilidad de los materiales utilizados para
la fabricacion de los provisonales juega un papel importante, ya que al estar en
contacto directo con la encia ya sea sana o posterior a un procedimiento quirurgico
como extraccion dental o alargamiento coronario, aumentan las probabilidades de

desarrollar reacciones adversas (4).

Con relacidn a esto es importante determinar componentes, caracteristicas e
indicaciones de los materiales de impresion 3D que se utilizan en la industria
odontologica para asi mejorar el pronostico del tratamiento. En la actualidad no
existen estudios que evaluen la compatibilidad con tejidos blandos de las resinas
de impresion 3D de las casas comerciales utulizadas en este estudio, las cuales
fueron seleccionadas ya que son las mas utilizadas en el posgrado de rehabilitacion
Oral de la FEBUAP. La investigacion se realizara mediante la generacion de cultivos
celulares in-vitro y el empleo de impresoras 3D para la fabricacion de discos de
resina de impresion 3D. Se prevé obtener resultados concisos esto por las
condiciones en las que se desarrolla el presente estudio.

De modo que este estudio pretende dar a conocer resultados en los que se
identifique la resina para impresion 3D con mejor biocompatibilidad y la de mejores
resultados esto en cuanto a la disminucién del potencial de generar reacciones
adversas a nivel clinico y reacciones de citotoxicidad a nivel celular, por la
interaccion presente entre las superficies de resina para impresion 3D con los
fibroblastos gingivales humanos. En la investigacion se pretende obtener resultados
que influyan en la toma de decisiones clinicas respecto al proceso de seleccion de
materiales y fabricacion de los mismos en pacientes que sean candidatos para la

utilizacién de provisionales para coronas y proétesis parcial fija.

2 PALABRAS CLAVE
Fibroblastos, tejidos blandos, resinas de impresion 3D, provisionales, citotoxicidad.
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3 ANTECEDENTES
ANTECEDENTES GENERALES
FIBROBLASTOS

El tejido conjuntivo adulto abarca una gran familia de tejidos que cumplen diversas

funciones, dentro de las que se encuentran dar forma y soporte al cuerpo y érganos,

conectar y anclar sus componentes, intercambiar nutrientes y productos de desecho

con otros tejidos, defender y proteger, y almacenar grasa en el tejido adiposo para

amortiguar y regular la temperatura (5,6).

Histologicamente se puede clasificar como laxo o denso: segun la densidad y

proporciéon de los componentes fibrosos de la Matriz Extracelular (MEC) y puede

estar distribuido de forma regular como por ejemplo en los tendones o de manera

irregular como en la dermis (Tabl

a1)(7,8).

Tabla 1. Clasificacion del tejido conjuntivo propiamente dicho

Tipo
Tejido conjuntivo del adulto
Laxo (areolar)

Denso
[ lIrregular
[J  Regular

Localizaciones principales

-En la mayoria de los tejidos y 6rganos; mucosas; directamente bajo
el epitelio.

-Dermis de la piel; capsulas de érganos; submucosa de visceras
huecas.

-Tendones; ligamentos; aponeurosis; cérnea.

Formas de tejido conjuntivo
especializado
Adiposo (graso)
Elastico

Reticular

-Tejido subcutaneo; epiplon; mesenterios; mama; médula ésea.
-Tunica media de las grandes arterias; ligamentos elasticos (nucales
y amarillos); pulmones.

-Estroma de los 6rganos linfoides, médula 6sea, higado.

Tejido conjuntivo embrionario

Mesenquimatoso

Mucoso

-Principalmente en el embrion y el feto; perivascular en el adulto.
-Cordon umbilical (gelatina de Wharton).

Fuente: Netter. Histologia esencial. Burrell Bustos Ma., et al.(6).

Para un correcto funcionamiento

células que lo conforman como

de este tejido debe existir homeostasis entre las
lo son los fibroblastos, mastocitos, macréfagos,
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células plasmaticas, adipocitos, pericitos, de la matriz extracelular y de la sustancia
fundamental amorfa en la cual se suspenden fibras de colageno, elasticas y
reticulares (9).

Normalmente los fibroblastos se encuentran inactivos en el tejido conectivo maduro
y se suelen llamar fibrocitos, pero cuando existe una herida se activan e inician su
proliferacion y empiezan a sintetizar nuevas fibras y sustancia fundamental para la
matriz extracelular para asi realizar el remodelado tisular(10).

En cuanto a su descripcion morfolégica se describen como células ovoideas que
poseen procesos filiformes con ramificaciones, tienen un nucleo eliptico vy
eucromatico con 1 6 2 nucleos visibles. Si bien dentro de su estudio microscopico
muestran ciertas propiedades tintoriales de su citoplasma las cuales van cambiando
dependiendo de su situacion funcional, cuando se encuentran en un estado activo
o inmaduro su citoplasma se ve relativamente bien pero baséfilo y cuando estan
maduras tienen un citoplasma ligeramente acidofilo y dificiimente visible con un
aspecto homogeéneo, también se encuentra un aparato de Golgi prominente cerca
del nucleo, numerosas vacuolas pequenas y vesiculas asociadas al aparato de
Golgi, mitocondrias de forma ovalada y de baston dispersas en el citoplasma, un
reticulo endoplasmatico rugoso (RER) extenso en células con una activa secrecion
(7,9-11).

CULTIVOS CELULARES

El cultivo celular hace referencia a células que se encuentran dispersas en un tejido
las cuales se obtiene por disgregacion ya sea quimica, mecanica o enzimatica.
Anteriormente estos procesos llevaban el nombre de cultivo tisular ya que los
cultivos se realizaban por fragmentos de tejido, en los cuales sin ningun proceso de
disgregacion las células migraban y comenzaban a proliferar (12).

Esta técnica tiene ciertas ventajas dentro de las que se encuentra el control de las
condiciones fisicoquimicas y fisiologicas, hablando de las fisicoquimicas se
encuentran la temperatura, el pH, la presion de oxigeno (02) y diéxido de carbono
y por las fisiolégicas nos referimos a la composicion del medio de cultivo en
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metabolitos, nutrientes, hormonas y de mas sustancias que participen en su
mantenimiento y crecimiento correcto (13,14).

Dentro de las desventajas de estos cultivos se encuentra tener a disposicion todo el
equipamiento necesario para evitar contaminacién por microorganismos y controlar
las condiciones adecuadas para la supervivencia de los mismos(6).

Estos cultivos celulares tienen ciertas caracteristicas las cuales varian entre cultivos
por disgregacién o por migracion en los que se produce un proceso de seleccion y
aqui unas células proliferan mas que otras, dentro de los tipos celulares se
encuentra el fibroblasto el cual a nuestro interés es importante mencionar que tras
una serie de subcultivos, lo que significa que, tras un numero limitado de divisiones,
van a sufrir un cambio que les provocara senescencia (muerte celular). A este grupo
de células se les llama lineas celulares finitas, ya que dejaran de dividirse tras 25-
40 divisiones en cultivo. Esta deficiencia en su capacidad de proliferacion se puede
deber al acortamiento de los telomeros de sus cromosomas. La linea celular
utilizada en los cultivos para este estudio son fibroblastos gingivales (6).

Por otro lado, se encuentran las células infinitas que tienen la capacidad de crecer
indefinidamente. A esto se le llama transformacion lo cual se debe a una serie de
alteraciones genéticas que son o de causa espontanea o inducida mediante agentes
quimicos, virus o radiaciones. Es importante saber que este fendmeno solo sucede
en células de roedores, las que provienen de tumores humanos o animales y no en

células humanas sanas (13).

EVALUACION DE CITOTOXICIDAD IN VITRO DESCRITA POR LA NORMA ISO
10993-5:2009 (E)

La prueba de citotoxicidad se encuentra dentro del grupo de pruebas que se
encargan de la evaluacion y cribado que utiliza células tisulares in vitro y asi poder
observar la reproduccion, el crecimiento celular y efectos morfolégicos de productos
sanitarios. (4,15)

Si bien se considera la prueba de eleccion por su rapidez, alta sensibilidad y
sencillez. La Organizacién Internacional de Estandarizacion en la ISO 109993-5
establecio tres tipos de pruebas de citotoxicidad las cuales son: por contacto directo,
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contacto indirecto (en esta se incluyen el ensayo de superposicion en agar y la
difusion por filtro) y pruebas de extraccion (16).

Dentro de estos métodos de deteccion establecidos en la ISO 10993-5:2009(E) para
determinar la viabilidad celular, se describe a la prueba de extracto como una
evaluacion cualitativa y cuantitativa de la citotoxicidad, en el cual su principio base
es la medicion del rendimiento de la deshidrogenasa mitocondrial, conocida como
ensayo 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio bromuro (metil tiazolil tetra-
zolio; MTT) (17).

Por otro lado, esta la prueba por contacto directo que hace una evaluacién
cualitativa y cuantitativa de la citotoxicidad, y se produce observando cambios
morfolégicos detecta cambios en el numero de células y refleja directamente el
impacto que tiene probar dispositivos médicos en las células (17).

Y bien, el ultimo tipo de prueba es por contacto indirecto el cual si es por filtracion
molecular permite una evaluacion cualitativa de la citotoxicidad la cual es detectada
mediante la evaluacion de la actividad de la monocapa de succinato dehidrogenasa
por los productos sanitarios. Finalmente, si es por ensayo de superposicion de agar
se puede hacer una evaluacion cualitativa, pero para evaluar productos sanitarios
bilégicos que pueden lixiviar sustancias toxicas y se realiza en productos sanitarios
o extractos que puedan difundirse en el agar para su evaluacion (15).

Para determinar la citotoxicidad por medios de cultivos cualitativos que es la opcién
mas apropiada para fines de cribado se examinan las células microscépicamente
utilizando tincion citoquimica y se evaluan los cambios, como por ejemplo en la
morfologia general celular, la vacuolizacion, la lisis, la integridad de la membrana y
el desprendimiento de la misma; estos cambios son registrados en un informe de
prueba ya sea de forma numérica o descriptiva, por lo que en base a los siguientes
cuadros se pueden calificar las muestras de ensayo (Tablas 2y 3) (16,18).

Tabla 2. Clasificacion de la morfologia cualitativa de la citotoxicidad de los extractos.

Grado Reactividad Condiciones de todas las células

. Granulos intracitoplasmaticos discretos, sin lisis celular, sin reduccion del
0 Ninguno o
crecimiento celular.
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No mas del 20 % de las células son redondas, poco adheridas y sin granulos
1 Leve intracitoplasmaticos, o muestran cambios en la morfologia; ocasionalmente hay

células lisadas; sélo se observa una ligera inhibicion del crecimiento.

No mas del 50 % de las células son redondas, desprovistas de granulos
2 Medio intracitoplasmaticos, sin lisis celular extensa; no mas del 50 % de inhibicién del

crecimiento observable.

No mas del 70 % de las capas celulares contienen células redondeadas o estan
3 Moderado lisadas; las capas celulares no estan completamente destruidas, pero se

observa una inhibicion del crecimiento superior al 50 %.

4 Grave Destruccion casi completa o completa de las capas celulares.

Fuente: ISO 10993-5: 2009(E) (16).

Tabla 3. Grados de reactividad celular para la prueba de difusion en agar y filtro y la

prueba de contacto directo.

Grado Reactividad Descripcion de la zona de reactividad
0 Ninguno No hay zona detectable alrededor o debajo de la muestra.
1 Leve Algunas células malformadas o degeneradas bajo la muestra.
2 Medio Zona limitada al area bajo la muestra.
3 Moderado Zona que amplia el tamafio de la muestra hasta 1,0 cm.
4 Grave Zona que se extiende mas alla de 1,0 cm del espécimen.

Fuente: ISO 10993-5: 2009(E) (16).

PROVISIONALES PARA CORONAS Y PROTESIS PARCIAL FIJA

Una restauracion temporal esta definida como una proétesis provisional ya sea fija o
removible disefiada para mejorar la estética y funcion por un tiempo limitado la cual
sera sustituida por una protesis dental definitiva. Asi mismo se utiliza para ayudar a

determinar la eficacia terapéutica de un plan de tratamiento especifico (19).

Dentro de las caracteristicas que tiene un provisional estan el hecho de que
permiten planear citas con tiempos de trabajo 6ptimos, visualizar los resultados
estéticos, mantener una salud tisular deseable por un correcto sellado periférico de
la restauracién temporal con la preparacion del sustrato y otorga soporte para una

impresion definitiva de alta calidad (20).
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Aunado a esto, se pueden clasificar en provisionales inmediatos o provisionales

fabricados en laboratorio dental, y en cuanto en sus técnicas clinicas de elaboracion

se pueden obtener mediante: (20,21).

a)

Técnica con matriz de material de impresion alginato o masilla de silicona por
adicion: en esta técnica se carga con el material provisional la matriz y se
lleva directo a boca o sobre un modelo de estudio, se recorta el provisional,
pule y cementa sobre el diente.

Técnica directa/indirecta: con esta técnica se lleva a laboratorio para la
fabricacion del provisional de forma analoga a base de acrilico auto o termo
polimerizable y posteriormente durante el procedimiento clinico se realiza un
rebase de dicha restauracién temporal, esta técnica actualmente es la mas
utilizada tanto en provisionales para coronas y proétesis parcial fija sobre
dientes asi como para provisionales sobre implantes.

Impresion con resina 3D: se refiere al disefio digital e impresion 3D con resina
biocompatible indicada para restauraciones temporales de coronas y proétesis
parcial fija.

RESINA DE IMPRESION 3D

En los ultimos afios, la odontologia digital ha incrementado su auge y cada vez

aparecen nuevos materiales y técnicas para su utilizacién, lo que permite observar

un cambio y evolucion constante, parte de las ventajas que tiene el flujo digital son

la reduccion de costos, tiempo de espera de los pacientes y menor numero de citas

(22).

Si bien la impresion 3D se ha convertido en una alternativa de los materiales

fresados, clinicamente sus indicaciones estan limitadas (23).

En particular el uso de las impresoras 3D con certificacion para uso de resinas

dentales se ha ido convirtiendo en una opcidn al alcance de todos, esto aunando el

interés de empresas, odontélogos y fabricantes (24).
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Para su proceso de fabricacion, los objetos tridimensionales se pueden obtener de
fabricacion aditiva esto es tras la impresién capa por capa que se puede clasificar

en 7 categorias (25,26).

o Estereolitografia (SLA)

o Deposicion directa de energia (DLP)
o Fusion basada en polvo

o Extrusidon de material

o Laminacion

o Chorro de tinta

o Chorro de aglutinante

De las técnicas de impresion mas utilizadas son la estereolitografia y la impresion
3D por DLP. En la primera, la plataforma de fabricacion se sumerge en resina liquida
la cual es polimerizada por un laser ultravioleta (UV), este laser a su vez dibuja una
porcion transversal del objeto 3D para seguir el proceso de formar capa por capa.
Una vez que esa capa se ha formado, la plataforma comienza a descender en una
distancia igual a la capa formada, este grosor permite que la resina que no ha sido
obtenida cubra la capa anterior, es asi como este proceso se repite varias veces
hasta que da como resultado la construccién del objeto tridimensional impreso, en
cuanto a la impresion por DLP ésta utiliza un proyector de luz digital como fuente de
luz esto para solidificar la resina liquida expuesta y no un laser ultravioleta para
formar capas solidas apilables que posteriormente daran como resultado un objeto
sélido (5,24,27-29).

Existe un gran numero de nuevos materiales para fabricacion aditiva y su uso a nivel
dental, a continuacién, en la Tabla 4 se muestran los componentes que tiene cada
tipo de resina 3D para impresion de provisionales de coronas y proétesis parcial fija,
asi como las reacciones adversas descritas por las casas comerciales utilizadas en

este estudio:
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Tabla 4. Relacidon entre componentes y reacciones adversas para cada tipo de

resina para guias quirurgicas proporcionados por los fabricantes (30,31).

Casa . . Método de Reacciones adversas descritas por el
comerci Componentes peligrosos g i h
al desinfeccion fabricante
-Irritacion ocular grave.
0,

Seed No hay informacion [EOEIEEEE) .98 /° -Podria  causar irritacion  cutanea.
C&B . durante 3 min en . T ;
LeafDent proporqlonada por la casa bafio de -Poqua causar irritacion de las vias

comercial. ) respiratorias.
al MR ultrasonnidos s - .
-Reaccion alérgica en la piel
7,7,9(or 7,9,9)-trimethyl-4,13-
dioxo- 3,14-dioxa-5,12- e
. . -Irritacion ocular grave.
diazahexadecane- 1,16-diil . - s , . .
Nextdent . P Alcohol isopropilico | -Irritacién de las vias respiratorias.
bimetacrilato; etileno o s )
C&B . o . . al 90% durante 5 -Irritacion cutanea.
dimetacrilato; HEMA; TPO; E- . . P . .
MFH MR R o minutos -Reaccion alérgica en la piel. -Toxico para
BPA; didoxido de titanio; . e
L : e los organismos acuaticos.
mequinol; 4-metoxifenol; Eter
monometilico de hidroquinona
iFUN No hay informacién | Alcohol isopropilico :FI)?r g\a/‘gg;)inrr?tgigélﬁaoizllaar plrzl\-/e
Temp proporcionada por la casa | al 70% durante 5 Toxi | "9 : i
MR comercial minutos -Toxico para los organismos acuaticos,
’ con efectos nocivos duraderos.

Fuente: Elaboracion propia.

ANTECEDENTES ESPECIFICOS

En los ultimos afos se han realizado pocos estudios sobre la citotoxicidad que
presentan los fibroblastos gingivales al contacto con resinas de impresion 3D que
empero se han encontrado resultados que recomiendan seguir investigando y
evaluando dichos compuestos lixiviables y su biocompatibilidad con los tejidos de la
cavidad oral (32,33).

En un estudio realizado por Frasheri I., et al. (3) en el 2022 evaluaron el efecto de
resinas convencionales y resinas de impresién 3D para la fabricacion de
restauraciones provisionales sobre queratinocitos gingivales, en donde expusieron
queratinocitos gingivales humanos (IHGKs) a los biomateriales antes mencionados
y realizaron ensayos XTT a las 24 hrs, 48 hrs, 72 hrs o 144 hrs para cuantificar la
respuesta proinflamatoria, donde se determiné la cantidad de proteina IL-6 y 8 entre

los grupos, de lo estudiado concluyeron que en comparacion con las restauraciones
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convencionales, las restauraciones provisionales impresas en 3D podrian inducir
efectos mas negativos sobre la salud gingival y probablemente también pulpar, ya
que la viabilidad y la respuesta proinflamatoria de los queratinocitos orales se ven

afectadas mas intensamente por estos materiales.

Por otro lado en 2023 Folwaczny M. et al, (34), prepararon muestras de cuatro
materiales de resina dental para la impresién 3D de restauraciones provisionales
(MFH, Nextdent MR; GC Temp, GC MR; Freeprint temp, Detax MR; 3Delta temp,
Deltamed MR) y un material de obtencién sustractiva (Grandio disc, Voco) y un
material convencional para provisionales (Luxatemp, DMG), a estos materiales se
expusieron células del ligamento peridontal (PDL-hTERT) para determinar la
viabilidad celular, y se realizaron ensayos de XTT y se evaluo la expresion de
citocinas proinflamatorias IL-6 y 8. Los autores concluyeron que el material
Luxatemp y el material aditivo 3Delta temp afectan gravemente la viabilidad celular

cuando estan en contacto directo con las células PDL-hTERTSs.

Gia-Tae et al, (35) en el 2022 realizaron un estudio en el cual imprimieron muestras
usando fenilfosfinato de etilo (2,4,6-trimetilbenzoil) (TPO-L) como foto iniciador para
la impresiéon 3D de resina para su aplicacion en la produccion de productos médicos,
y evaluaron la citotoxicidad, la estabilidad del color, la precisidon dimensional, el
grado de conversion y las propiedades mecanicas-fisicas, donde encontraron que
el foto iniciador mostré excelente biocompatibilidad y estabilidad de color, de igual
manera poseia una precision dimensional aceptable para utilizarlo en la impresién

3D de resinas dentales.

Hunter et al, (29) utilizaron dos resinas 3D biocompatibles, Dental SG (DSG) MR y
Dental LT (DLT) MR para hacer plataformas microfisiolégicas 3DP de los cuales se
examino la toxicidad de estos compuestos lixiviables mediante un ensayo de
maduracion de oocitos de mamifero in vitro en la cual se encontr6 una grave
toxicidad reproductiva inducida por la exposicion in vitro a estas resinas de
impresion 3D.
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Aunado a esto y de manera mas especifica Burgers R. et al. (36) en el 2022
realizaron pruebas sobre la biocompatibilidad de las resinas fresadas e impresas en
3D para guardas nocturnas, in vitro se evaluo la influencia del método de fabricacion
en la citotoxicidad de las resinas en células L929 y fibroblastos gingivales humanos,
con ensayos de inmunofluorescencia y WST-8 para evaluar los efectos citotoxicos
donde encontraron que la citotoxicidad se encontraba por debajo de un umbral
critico en las células GF1. Afirmaron que la composicion quimica podria ser mas
crucial que el método de fabricacion para la biocompatibilidad de las resinas
dentales.

Park JH. et al, (37) en 2020 evaluaron la influencia de resinas para impresion 3D de
tipo DLP de restauraciones temporales en fibroblastos gingivales, esto se hizo
mediante un cultivo celular en cada especimen y posteriormente se observo la
morfologia de las células adheridas. Los autores concluyeron que la
citocompatibilidad de las resinas para impresion 3D antes mencionadas es mejor
que las resinas autopolimerizables y existe una mayor adhesion celular en muestras

fabricadas mediante impresion 3D.

Si bien la resina de impresion es el objetivo de esta investigacion, las soluciones
utilizadas en la fase de lavado van de la mano con la biocompatibilidad del producto
por lo que Hwangbo N. et al. (38) en el 2021 evaluaron el efecto del uso de
diferentes soluciones y tiempos de lavado sobre la biocompatibilidad de
restauraciones impresas con resina 3D utilizando restauraciones lavadas en una
solucion con alcohol isopropilico y éter monometilico de tripropilenglicol con
diferentes tiempos (3, 5, 10, 15, 30, 60 y 90 min) evaluaron la viabilidad celular,
citotoxicidad y el estado de los fibroblastos gingivales humanos, por lo que
concluyeron que el aumento del tiempo de lavado afectd significativamente la
biocompatibilidad y las propiedades mecanicas de las resinas dentales impresas en
3D.
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Guerrero-Gironés J. et al. (24) en 2022, evaluaron y compararon la
biocompatibilidad de nuevas resinas (Keysplint Soft MR, NexDent Ortho Rigid MR,
Freeprint Splint MR y resinas convencionales) utilizadas para guardas dentales,
utilizaron discos estandarizados (n=40), alizaron fibroblastos gingivales humanos a
partir de tejidos gingivales y se aplicaron ensayos MTT para evaluar la actividad
metabdlica celular, generacion de especies de reactivas de oxigeno (ROS)
intracelulares y microscopia electronica de barrido (SEM), con un analisis
estadistico mediante ANOVA unidireccional y prueba post hoc de Tukey (p<0,05)
encontraron que con la prueba MTT Freeprint Splint reduce significativamente la
actividad metabdlica del hGF y en el analisis SEM mostré que casi ninguna célula
se adheria a su superficie, finalmente se mostré que existe una biocompatibilidad
similar entre resinas convencionales y las de impresion 3D, excepto Freeprint Splint

demostrd ser la mas citotoxica para los hGF.

Por ultimo en un estudio realizado por Oberoi G. et al. (32) en el 2021, evaluaron el
impacto que tenia LAY-FOMM 40, LAY-FOMM 60 y acido polilactivo biocompatible
impreso en 3D por método de modelado por deposicion fundida (FDM) sobre
actividad murina L929, fibroblastos gingivales (GF) y fibroblastos de ligamento
periodontal (PDLF) utilizando medios de cultivo indirecto, directo en monocapa y
directo en esferoides con ensayo de toxicidad basado en resazurina, confirmado por
tincion MTT y prueba vivo-muerto, se descubridé que estas resinas pueden reducir
la actividad de las células L292 y células orales, los autores recomiendan una

modificacion del material en términos de biocompatibilidad.

4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

En los procedimientos odontolégicos que incluyen el uso de resinas para impresion
3D se busca que exista una biocompatibilidad aceptable para tener un resultado
exitoso en el tratamiento, si bien es una tecnologia reciente, ha demostrado ser una
opcién de biomaterial exitoso, esto respaldado con la exactitud que tiene en cuanto
al sellado del provisional a la preparacién de coronas o protesis parcial fija sobre

organos dentarios o aditamentos para provisionalizar sobre implantes, la reduccion
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del tiempo de trabajo tanto de laboratorio como de clinica y la calidad del provisional

sindo una restauraciéon temporal.

A pesar de que se han realizado estudios experimentales respecto al uso de resinas
dentales para impresién 3D, no se tiene establecido cual de las resinas a estudiar
en la presente investigacion seria la ideal para utilizar durante la fabricacion de
provisionales que cumpla con los requisitos de dicha restauracion, con minimos
riesgos de provocar reacciones de citotoxicidad en tejido gingival adyacente y que

pueda reemplazar el uso de resinas acrilicas autopolimerizables.

Por lo tanto se prentende saber si las resinas para impresibn mencionadas
anteriormente y que se encuentran en el mercado como material biocompatible tiene
la misma reaccion de citotoxicidad y si existe algun impacto econémico dentro de

los resultados.

PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Existe diferencia en la viabilidad celular de fibroblastos gingivales humanos entre
tres diferentes resinas de impresion 3D de provisionales para coronas y proétesis

parcial fija?

5 JUSTIFICACION

La colocacion de provisionales unitarios o para proétesis parcial fija ya sea sobre
dientes o aditamentos sobre implantes forma parte del proceso para una
rehabilitacion definitiva. Es en este periodo donde el tejido gingival se adapta al
material que proporcionara el disefio y las condiciones necesarias para el éxito del
tratamiento protésico restaurador, en el caso en el que el material cause reacciones
adversas y se mantenga un proceso inflamatorio en la zona sera muy dificil
continuar con la rehabilitacidon por lo que es de importancia seleccionar materiales

con caracteristicas optimas de biocompatibilidad.
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Por lo que este estudio pretende determinar con base a los nuevos materiales, las
caracteristicas de las superficies de resinas para impresion 3D que tengan mejor
compatibilidad, adaptacion y menor numero de reacciones adversas para optimizar
el éxito del uso de estas. Esto influira en la toma de decisiones clinicas respecto al
proceso de utilizacion de resinas para provisionales en pacientes que lo requieran
y seleccionar la resina de determinada casa comercial que tenga mayor

biocompatibilidad con los tejidos duros y blandos de la cavidad oral.

6 HIPOTESIS

HIPOTESIS CIENTIFICA

Existe diferencia significativa en la viabilidad celular de fibroblastos gingivales
humanos en superficies de tres diferentes resinas de impresion 3D de provisionales

para coronas y proétesis parcial fija.

HIPOTESIS NULA
No existe diferencia significativa en la viabilidad celular de fibroblastos gingivales
humanos en superficies de tres diferentes resinas de impresion 3D de provisionales

para coronas y proétesis parcial fija.

7 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comparar la viabilidad celular de fibroblastos gingivales humanos sobre los tres
diferentes tipos de resina de impresion 3D de provisionales para coronas y protesis
parcial fija.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1 ldentificar el grado de reactividad, proliferacion celular y tamafo de células.
"1 Determinar la morfologia cualitativa de la citotoxicidad de los extractos.
"1 Determinar en qué tipo de resina existe mayores cambios morfologicos

celulares en fibroblastos humanos.
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8 MATERIALES Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

. Estudio In vitro
. Experimental

. Comparativo

. Prospectivo

. Longitudinal

POBLACION Y MUESTRA

Muestreo por conveniencia: 48 discos impresos con resina 3D de 1,5 mm de grosor
x 20 mm de diametro de las casas comerciales: Seed C&B Leaf Dental MR,
Nextdent C&B MFH MR, iFUN Temp MR y 16 discos de acrilico autopolimerizable

como parte del grupo control.

Marca comercial: NicTone MR acrilico autopolimerizable para provisionales de
coronas y protesis parcial fija (n=16).

Marca comercial: Seed C&B Leaf Dental MR resina para provisionales de coronas
y prétesis parcial fija (n=16).

Marca comercial: Nextdent C&B MR resina para provisionales de coronas y protesis
parcial fija (n=16).

Marca comercial: iFUN Temp MR resina para provisionales de coronas y protesis
parcial fija (n=16).

Cultivos celulares con confluencia y crecimiento a determinar.
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CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION
Discos de resina para impresion 3D y resina bisacrilica:

"1 Que cumplan las dimensiones establecidas para el estudio.

Pacientes donadores:

"1 Pertenecientes al mismo grupo de edad, sanos, sin gingivitis o algun proceso

infeccioso. Que hayan firmado el consentimiento informado.

Cultivos:
[J No contaminados.

[1 Con las condiciones de incubacion necesarias.

CRITERIOS DE EXCLUSION
"1 Discos de resina fracturados.
"1 Cultivos que sean sometidos a temperaturas o contaminantes no deseadas.
"1 Pacientes que presenten algun padecimiento sistémico, local o que no

firmen el consentimiento informado.

CRITERIOS DE ELIMINACION
Discos de resina y cultivos que sufran dafos durante el procedimiento.
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VARIABLES (DEFINICION CONCEPTUAL, OPERACIONAL, ESCALA Y

CATEGORIA)

Tabla 5. Tabla de variables.

Variable

Definiciéon

conceptual

Definiciéon operacional

Escalay

Andlisis estadistico

Categoria

Variable independiente

Resinas para

Material liquido
fotosensible que
se utiliza en la
fabricacion aditiva

capa por capa de

Se emplearan tres tipos de resinas para

impresion 3D y se formaran grupos:

Cualitativa, Nominal

3 . Grupo I: Resina Leaf Dental MR (n=16) ) ) No aplica
impresién 3D un objeto . policotomica
Grupo lI: Resina Nexdent MR (n=16)
tridimensional
) Grupo llI: Resina iFUN MR (n=16)
exponiendola a
haces de luz LED
uv
Material de
provisionalizacién | Se empleara un grupo de control de
; a base de bis- resina bisacrilica para _ .
Acrilico . . : . » Cualitativa, Nominal .
L diacetato, acido | Grupo IV: Resina bisacrilica Protemo 4 . No aplica
autopolimerizable » . policotémica
bencilico-fenil- MR (n=16)
barbiturico y silice
tratada con silano.
Variables dependientes
Estadistica

Tamano de las

células

Area espacial que

ocupa una ceélula

Analisis con regla métrica sobre platina de

microscopio. Unidad de medida pm?.

Cuantitativa Continua
Media y Desviacion

estandar

descriptiva, ANOVA y
t de student en caso

de distribucion normal

Proliferacion

Cantidad de
células

encontradas en

Prueba por contacto directo detectando

Cuantitativa Continua

Media y Desviacion

Estadistica
descriptiva, ANOVA y

celular una determinada | cambios en el numero de células. tand t de student en caso
estandar
area de las de distribucion normal
muestras
La repercusion del | Se calcularan los grados de reactividad
) ) o Estadistica
biomaterial en las | celular para las pruebas de difusion de o . o
) ] ) Cualitativa Nominal descriptiva,
Grado de células del cultivo | agar y filtro, prueba de contacto directo: o )
L. . policotémica frecuencias y
reactividad para la prueba de | Grado 0 Ninguno

difusion en agar y

filtro y la prueba

Grado 1 Leve
Grado 2 Medio

porcentajes. Chi

cuadrada
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de contacto Grado 3 Moderado

directo. Grado 4 Severo

Se realizara una clasificacion de acuerdo
a la morfologia cualitativa de la toxicidad
de los extractos:

Grado 0 Ninguno

Grado 1 Leve

Grado 2 Medio
La repercusién del

Morfologia ) ) Grado 3 Moderado
biomaterial en las . .
cualitativa de la L Grado 4 Severo Cualitativa Nominal )
. . modificaciones o No aplica
citotoxicidad de policotomica
celulares de los i . )
los extractos Con fines de cribado se examinan las
extractos.

células microscopicamente utilizando
tincion citoquimica y se evaluan los
cambios, como lo son la morfologia
general celular, la vacuolizacion, la lisis, la
integridad de la membrana y el

desprendimiento.

CONCORDANCIA Y FIABILIDAD

Durante el mes de abril se llevé a cabo un curso titulado "Técnicas basicas para el
cultivo de lineas celulares de mamiferos" en las instalaciones del Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran en la Ciudad de México. Durante
el curso, se presto especial atencidn a varias caracteristicas de las células, como el
tamarno de los fibroblastos, la forma de las células, la cantidad de células por campo
y el grado de reactividad de las células. Estas caracteristicas se compararon con
las de un grupo control que no ha estado expuesto a los materiales, y dos personas
con experiencia evaluaron y cuantificaron los resultados para su posterior

comparacion. Anexo (.)
UBICACION ESPACIO-TEMPORAL
Los cultivos celulares y las pruebas de citotoxicidad y viabilidad celular se realizaron

en el departamento de Biologia Celular y Tisular del Laboratorio de Inmunoterapia

e Ingenieria de Tejidos de la Facultad de Medicina UNAM y Laboratorio Nacional
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de Citometria de Flujo UNAM LABNALCIT durante el mes de Octubre del 2023.

Figyra{—)

Figura 1. Laboratorio de Inmunoterapia e Ingenieria de Tejidos de la Facultad de Medicina
UNAM y Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo UNAM LABNALCIT.

PROCEDIMIENTOS, TECNICAS Y FUENTES DE RECOLECCION

Se adaptaron ciertos pasos de protocolo descritos anteriormente por
(6,24,29,32,39) asi como protocolos sugeridos por los fabricantes de los reactivos
utilizados durante las pruebas.

Preparacion y cultivo de fibroblastos gingivales

1. Tras el proceso quirurgico de gingivectomia y gingivoplastia y el
consentimiento informado por escrito de los donantes sanos en un rango de
edad de 18 a 30 afios se recolecto el tejido gingival.

2. Se colocoé inmediatamente en un medio de cultivo DMEM con una
temperatura ambiente y con un sellado hermético, almacenado en

condiciones deseables para su transportacion en una hielera.
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Figura 2. Obtencion de medio, SFB al 10% y Antibiotico para cultivo celular de FGh’s

3. Posteriormente la muestra se transport6 al laboratorio dentro de las primeras
4 horas posteriores a la obtencion del tejido.

4. Se lavaron los explantes con solucién salina amortiguada (PBS) y se coloco
en cajas de Petri de 60 mm.

5. Se aislaron y se suspendieron los fibroblastos en el medio de cultivo (DMEM)
colocando las muestras en un tubo de falcén y se maceraron, obteniendo asi
el cultivo primario.

6. Esto se transport6 a una caja Petri de 60 mm de diametro.

7. En un area estéril, los cultivos de explantes se realizaron en medio esencial
(DMEM) bajo 5% de CO., a una temperatura de 37 °C y 95% de humedad
atmosférica, suplementado con un 10% de suero fetal bovino, con 500 g/ml
de gentamicina, 200 IU/ml penicilina -200g/ml estreptomicina y 25g/ml

anfotericina.

—>» Sustrato

Adhesiones focales

Figura 3. Adhesion de un fibroblasto al plastico del frasco de cultivo mediante el

establecimiento de adhesiones focales.

Fuente: Técnicas de cultivo celular. Técnicas en histologia y biologia celular Montuenga Badia L

8. Para el mantenimiento del cultivo se cambié el medio, se despego y

subcultivaron las células.
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9. Se lavo con PBS o medio de cultivo sin suero y se agregd un volumen de
solucién de tripsina la cual tenia que cubrir el area de cultivo, en este punto
se esperdé de 3-5 min a temperatura ambiente o 37°C. (incubadora de COx).

10.El siguente paso fue colectar lo tripsinizado y mezclar con medio de cultivo
suplementado con suero (SFB) en una relacién 1:1. En este punto también
se mezcl6 el tripsinizado con medio de cultivo directamente en la superficie
del cultivo en caja petri y asi se recupero el tubo conico para centrifugar.

11.Se centrifugd de 3 a 5 minutos.

12.Se elimind el sobrenadante y se resuspendid el botdn celular en el medio de
cultivo suplementado y sembrar una parte conocida del total de células.

Figura 4. Flujo de trabajo para realizar medio de cultivo suplementado con SFB y

antibiotico.

Confluencia y conteo celular

Una vez obtenidos los explantes se realizd un cultivo primario de los FGHs, este
cultivo se cuidd, cambio medio, y agregé medio suplementado para poder lograr
una confluencia celular del 100% una vez logrado esto, se cambio a nuevas cajas
petri para iniciar el cultivo secundario, como se observa en la Figura 5. se realiz6 un
conteo cada semana, logrando obtener el numero de celulas necesarias para iniciar
el conteo y determinar cuantas de ellas se sembrarian en cada pozo por prueba de
viabilidad y citotoxicidad celular.
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19 Junio 2023 10% 28 Junio 2023 70% 3 Julio 2023 90%

Figura 5. Estadios de cultivo primario de FG'’s.

Para el conteo celular:

1.
2.

Se aspird el medio de cultivo.

Se agregaron 300 ul de solucion fijadora y se dejaron fijando por 10min.

Se aspird la solucion fijadora y se lavé con agua corriente, se eliminé el
exceso de agua por inversion y se seco en flujo laminar.

Se agreg6 500ul de solucion de cristal violeta y se agité por 5minutos.

Se recuperod la solucién de cristal violeta y se lavd con agua corriente
abundantemente.

Se observé en el microscopio la tincién en presencia de agua y se lavo otra
vez abundantemente.

Se eliminaron excesos de agua por inversion y se seco en flujo laminar.

Se agreg6 1ml de acido acético al 10% y se agitd por 10 minutos.

Se agité con pipeta, se tomaron 100ul o 200ul (si los controles estan muy
concentrados realizar una dilucion 1:1 con acido) y se agregaron a una placa

de 96 pozos.

10.Finalmente se leyeron a 590nm en colorimetro o lector de ELISA las células

presentes.

11.Se contabilizaron 4 cuadrantes con una suma de 122, 108, 115, 144 células

en cada cuadrante y se realiz6 una multiplicacion de 125,2,10000 +
244450000 4890000 5 millones por pozo 2000/162 que da cmo resultado 12
ul de medio en cada pozo por 30 ml de células por pozo.
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Figura 6. Conteo celular para determinar numero de células a cultivar por pozo.

Discos de resina impresos en impresora 3D Phrozen Mini 4K

1.

Las muestras de resina para restauraciones provisionales de las distintas
casas comerciales se disefiaron con 20 mm de diametro por 1.5 mm de
grosor en software Meshmixer e impresos en impresora phrozen Mini 4K
durante el mes de agosto. Las muestras fabricadas con resina Nextdent C&B
MFH MR se limpiaran durante 5 minutos en bafo activado por ultrasonidos
con isopropanol al 90%, mientras que las muestras de Seed C&B LeafDental
MR se lavaron en recipiente con isopropanol 98% durante 3 min en bafo de
ultrasonnidos, por otro lado iIFUN Temp MR se limpiaron con alcohol
isopropilico al 70% durante 5 minutos.

O R R H RS

@

Figura 7. Disefio para impresién 3D y disefio para acrilico autopolimerizable.

38




Pruebas piloto

Estas pruebas formaron parte del experimento inicial, las cuales se obtuvieron por
analisis de los discos colocados en los cultivos celulares, tras las primeras 24 horas
se observaron en microscopia invertida las muestras para identificar si las células

cercanas a los discos estaban muertas o vivas y si habia cierta proliferacion celular.

En la Figura 6. se muestran los primeros tres grupos analizados para determinar si
es viable el estudio. Una vez se cumpli6 el periodo se encontro que: si hay presencia
de células apoptdticas pero también células vivas y prolongaciones citoplasmaticas
cerca de los discos. Tras estos resultados se continud el experimento sembrando
los FGHs, colocando las muestras y agrupandolas de acuerdo con la prueba a

realizar. Figura 9

Grupo A

Grupo B Grupo C

Figura 8. Prueba piloto de viabilidad celular.

Pruebas de citotoxicidad

Se aplicaron 4 pruebas de viabilidad celular de las cuales en tres se expusieron
fibroblastos gingivales humanos (FGHSs); para la cuarta prueba se expusieron
eritrocitos de bazo murino en lectores de citometria de flujo, a continuacion se

describiran los protocolos empleados.

PRESTOBLUE (Resazurina)
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Para esta prueba se utilizaron FGHs donados por el laboratorio de Ingenieria de
tejidos del posgrado de la facultad de medicina de la UNAM. Figura6y 9

1. Se realizaron medios de cultivo indirecto, directo en monocapa y directo con
ensayo de toxicidad basado en resazurina, confirmado por tincién XTT vy
prueva vivo-muerto.

2. Se colocaron los discos de resina en los cultivos celulares de cada grupo de
prueba y se marcaron con cada periodo establecido para realizar el conteo
celular.

3. Se incubaron los cultivos por 24 horas, 3, 5, 7 y 9 dias a 37°C y 5%CO:..
Posteriormente se analizaron bajo microscopio 6ptico el efecto celular de los
discos de resinaalas 24 h, 3, 5, 7 y 9 dias.

5. Finalmente se leyeron las cajas con las células metabolizadas en ELISA,
para identificar los niveles de proliferacién celular en cada grupo y realizar el
analisis de resultados.

Figura 9. Distribucién de muestras en cultivos celulares para pruebas de viabilidad
celular y conteo ELISA para prueba PRESTO BLUE.
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VIVO-MUERTO
Para esta prueba se utilizaron cultivos de FGHs que se sembraron en pozos de la

siguiente manera: (Figura 10)

1.

Se coloco un cubre de 4 x 4 mm de dimensiones directo en cada pozo y
encima de él se anadid un disco de cada muestra de las resinas a utilizar,

para al final agregar 60 ul de cultivo celular en cada pozo.

Figura 10. Colocacién de muestras para prueba Vivo-Muerto en cubres a caja con 6
poZos.

Cada tercer dia se cambio el medio de cultivo y se agregaba nuevo medio

suplementado al 10% con suero fetal bovino.

3. Se incubaron los cultivos por 24 horas, 3,5 y 7 dias a 37°C y 5%CO:..

4. Una vez cumplido el periodo de incubacion se fijaron las muestras con buffer

de cacodilatos diluido con glutaraldehido al 25% concentracion al 2.5%.

Posteriormente se analizé bajo microscopio optico de fluorescencia el efecto
celular de los discos de resina a las 24 h, 3, 5, 7 y 9 dias y se obtuvieron
imagenes de contraste donde se pudo observar la poblacion celular viva

como muerta.

CITOMETRIA DE FLUJO
Para esta prueba se seleccionaron tres murinos sanos de la cepa Balb-C con cuatro

semanas de vida. Se tuvo un tiempo de trabajo de maximo 2 horas donde se realiz6

un proceso de eutanasia de estos, extraccion de explante de bazo, maceracion de

este, obtencion de leucocitos, centrifugado por cinco minutos a 1800 RPM. Se
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obtuvo un pellet y se realizé un conteo celular de 54,375,000 células en 1 ml para
30 pozos, se realizdé una regla de tres y se utilizé una media de solucion de 18.5 ul
en cada pozo mas 81.5 ul de medio de cultivo, se transfirieron los cultivos a tubos
de Eppendorf y se realizé un lavado con solucion buffer de cacodilatos agregando
Anexina V 100 ul a 5 ml de cultivo.

Se llevaron muestras al Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo UNAM
LABNALCIT.

1. Obtencioén de bazo de 3 ratones cepa Balb-C. Figura 11

Figura 11.Explante de bazo murino de cepas Balb-C.

2. Se colocaron en tubos de falcén 50 ml con alcohol al 70% y se transporta
a cuarto de cultivo.

3. En campana se dispuso de PBS, medio de cultivo, alcohol al 96%,
jeringa, caja de 96 pozos con andamios.

4. Se lavaron los explantes con PBS una vez y con alcohol del 96% una vez
entre cada una se agitd bien y se retir6 el enjuague evitando que se
perdieran los explantes.

5. En caja petri con 3 ml de medio 3 mallas y el embolo de la jeringa se
colocaron los expedientes y se maceraron hasta que no se vio nada de
tejido entre las mallas y todos los leucocitos se disgregaron en el medio
una vez hecho esto en el tubo de falcon se transporté el medio con las
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células segregadas por los estudiantes y estos expedientes se
enjuagaron con 1 ml de medio se enjuago bien y se obtuvo de la caja de
petri se afiadio al tubo de falcén junto con lo anterior se cerré bien el tubo
y se llevo a centrifugar por 5 minutos a 1800 RPM.

6. Una vez finalizado el ciclo se obtuvo un pellet, se declind el medio del
pellet y se dejo solo en el tubo se le afadieron 2 ml de medio y se re
suspendio hasta deshacer el pellet, nuevamente esto se centrifugo en el
tubo a 1800 revoluciones por minuto por 5 minutos.

7. Se observd mas limpio y este paso es el mismo que el anterior, cuando
ya se obtuvo se agregd 3 ml y se re suspendié hasta homogeneizar en
una caja petri de conteo celular se colocaron 10 ml de azul de tripano
junto con 10 ml de célula esto se respondio 2 veces y se paso a la placa
de conteo, en el microscopio se realizé el conteo con 20 x, se contaron 8
cuadros y se obtuvieron: 15, 37, 19, 19, 18, 24, 20, 20 células
respectivamente. Figura 12

Figura. 12. Método de conteo de leucocitos obtenidos por maceracién de bazo murino.

8. Ahora la forma de conteo fue una suma de 8 cuadros y se dividié entre
los 8 que son y quedod de la siguiente manera 178 / 8 igual a 21.75 * 2 =
43.5 cuando tenemos muchas células se cuenta en “C” entre paréntesis
125000 se cierra paréntesis por lo que tenemos entonces ya llego
54375000 células en 1 ml.
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9. Enlos 30 pozos que se tenian se hace una regla de 3 de: 100 micro litros
= 54375000, X es igual a 100000.

10. Se puso una media de solucion de 185 micro litros en cada pozo +981.5
ml de medio de cultivo ya en placas con los andamios que son 3 por cada
marca igual a 15 se agregaron proporciones con punta por pozo tocando
los discos para sembrar las células hasta asi hasta completar con la
pipeta de 20 micro litros (18.5 micro litros).

11. Agrega el medio 982 micro litros con pipeta de 1000 en cada pozo con la
misma punta sin tocar nada, una vez terminado se cerré para observar al

microscopio, se dejo incubar durante 48 horas para realizar la prueba.

Figura 13. Flujo de trabajo para prueba de citometria de flujo.

MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO

Se realiz6 la fijacion de una muestra de cada grupo control por expertos en el area
de microscopia electronica de barrido y posteriormente dichas muestras se leyeron
a un objeto de 10, 20, 50 u.

9 RESULTADOS

La anexina V es una de las proteinas de 35-36 kDa mas estudiado de la familia de
las anexinas. Se expresa en casi todas las células, se unen con alta afinidad a la
fosfatidilserina, fosfolipido que en condiciones normales se localiza en el interior de

la membrana plasmatica y en células apoptdticas se expresa en la cara externa,
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esta anexina es asociada a canales ionicos y entrada de Ca2+. Por otro lado, el
colorante 7-amino- actinomicina (7-AAD) es un marcador de ADN, para poder dar
marca, se debe haber perdido la integridad de la membrana plasmatica y nuclear.
Por lo tanto, mediante esta doble marcacién se pueden diferenciar por citometria de
flujo: células viables (anexina V-/7-AAD-), células en apoptosis temprana (anexina
V+/7-AAD-), células en apoptosis tardia (anexina V+/7-AAD+) y células necroticas
(anexina V-/7-AAD+). Figura 14

7AAD intercalador fluorescente asociado al ADN

Normal cell Apoptotic cell

Annexin conjugate binds
to Phosphatidyiserine

Q Q

1t A f
wv i ff; i
\ ° uw
- [

Cell Membrane |

Nucleus

Fosfatidilserina - traslocacion (desplazamiento espontaneo flip-flop)

Figura 14. Mecanismo de accion de fosfatidilserina.

Se realiz6 una comparativa de los resultados obtenidos en los grupos
experimentales con el grupo control, teniendo que el numero maximo equivalente al
100% de células viables es de 65.5% con un resultado negativo a Anexina V y el
reactivo 7AAD. Como se puede observar en la Tabla 6, el grupo que obtuvo el mejor
resultado fue el de las muestras Nic Tone con un 25.7% de células viables. Por otro
lado el grupo control en el cuadrante de células presentes con apoptosis temprana
presenté un porcentaje de 1.25% dando positivo al reactivo Anexina V y el grupo
que tuvo un mayor numero de células con apoptosis temprana fue el grupo de Leaf
Dental con un 22.8% y el grupo experimental que presenté menor nimero de células
con apoptosis temprana, con un 9.88% fue el grupo de NexDent.

En cuanto a las células en franca apoptosis confirmadas por reaccionar a Anexina

V'y 7AAD como positivo el grupo control presentd un 0.12% que comparado con el
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grupo que tuvo mayor resultado de estas células con un 5.95% fue el grupo de UNIZ
y el de menor numero de células con franca apoptosis lo obtuvo el grupo de Next
Dent con 5.21%.

Por ultimo con el reactivo 7AAD positivo que demuestra la presencia de células con
necrosis franca se observo que el grupo control tenia un 0.0,47% de estas células
comprando los grupos experimentales, donde se observo que el grupo que presento
mayor numero de células en este cuadrante fue el grupo de la resina para impresion
3D Next Dent con un 22.1% comparado con las demas resinas que la que obtuvo
menor resultado de células en necrosis fue el grupo de la casa comercial UNIZ con
un 10.6%.

Tabla 6. Resultados de citometria de flujo.

Control NicTone NexDent LeafDental Uniz

Anexina V -, 7AAD- o 2 o o o < o
Viables 500009 |27 0000 289 @ 29900 222@
ﬁ“ema Ve 1.25 16.2 9.88 228 226

poptosis temprana
Anexina V +, 7AAD+
L 0.12Q 553 Q00 5210Q 5620000 59500000
7AAD + Necrosis 0.047@ 1320909 21990909 ) 10.6@@

Como se puede observar en la Tabla 6 tenemos al grupo control el cual presenta
una distribucion muy similar con el grupo experimental Nic Tone, en cuanto a las
células viables. Por otro lado el grupo de Next Dent presenta una mayor cantidad
de células necrdticas, en comparacion con las células viables, células con apoptosis
temprana y células con franca apoptosis. Esto quiere decir que es uno de los grupos
que presenta menor proliferacion celular y que presenta una mayor poblacién de
células en estadio de apoptosis en contacto directo con las muestras. Finalmente
tenemos los grupos que son Leaf Dental y UNIZ. Estos grupos de una casa
comercial de menor costo. Presentaron mejores resultados en cuanto a la presencia
de células viables; en el Grupo Leaf Dental presentd un numero significativo de
células en apoptosis temprana con un 22.8% y un 5.62% de células con franca
apoptosis. En cuanto al grupo de UNIZ, tenemos una distribucion muy parecida de
células viables de un 22.2%, aunado a esto las células en apoptosis temprana en
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estas muestras presentan una distribucion muy similar de células en apoptosis
temprana con un 22.6%. En contraste con el resto presenta un 0.32% mayor de
células en franca apoptosis que todas las demas. A su vez se comparé con las
células necroticas que solo obtuvo un 10.6%, comparado con el grupo NicTone que

presenté el mayor numero de células necroéticas con 22.1%.

CONTROL Nic Tone Next Dent

3 .
Anexina V+ Anexina V+, TAAD+ 10" [ Anexina V+.- " Anexina V+, 7TAAD+ 10 7 TAAD+ Anexina V+, TAAD+

012 3 2 ; 653

Anexina V
3
Anexina V

AnexinaV

7TAAD+
0.047

7AAD 7TAAD

Anexina V+, TAAD+

Anexina V+, TAAD+

Anexina V
Anexina V
3,

7AAD 7AAD
Leaf Dental Uniz

Figura 15. Diagrama de citometria de flujo de pruebas con leucocitos de vaso murino.

Los resultados descritos anteriormente se pueden observar de una forma gréfica en
la Figura 15 donde se encuentran presentes los tres grupos experimentales y el
grupo control este siendo el primero en la esquina superior izquierda. La presencia
de colores azul y verde demuestra hacia donde es la distribucion de las células
presentes en la lectura de la exposicion de los discos de impresion 3D y los discos
de acrilico autopolimerizable. Como se observa cada grupo presentan una
distribucién por cuadrantes donde el cuadrante infeiror izquierdo representa la zona
donde se encuentran las células viables, el cuadrante superior izquierdo representa

el reactivo Anexina + con la presencia de células en apoptosis temprana, el
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cuadrante superior derecho representa la reaccién al reactivo Anexina + y AAAD +
como ceélulas en apoptosis tardia y el ultimo cuadrante que se observa en las
esquinas inferior derecha representa la reaccion al reactivo 7AAD + como presencia
de células en estado de necrosis.

Se puede observar en la Figura 15 que el mayor porcentaje celular muestra células
vivas que representan el 25.7, 22.8, 22.9 y 22.2% de los grupos Nic Tone, Next

Dent, Leaf Dental y Uniz respectivamente.

Es de importancia mencionar que las células de bazo, son muy labiles y mueren
facilmente durante la técnica si no se tiene la habilidad, razén por la cual, se
corrobord el estudio cultivando células adherentes como WJ-MSC en contacto
directo con las resinas, encontrando que al tefir las células con calceina AM y
homodimero de etidio para discriminar células vivas de las muertas
simultdneamente, esto sucede porque la calceina unida a AM (acetoximetilo) le
permite atravesar la membrana plasmatica y las esterasas intracelulares rompen el
AM haciendo que las células se tifan de verde, mientras que el homodimero de
etidio se une a las ADN, indicando la pérdida de integridad de la membrana
plasmatica en las células muertas, tifiendo de rojo. Por lo tanto en la figura X se
puede observar las células en forma fibroblastica de color verde con largas
prolongaciones. Figura 16

Como podemos observar en la Figura 17 de los objetivos 100 X y 200 X se
presentan células tefiidas con calceina unida a acetoximetilo y se observa una
morfologia célular de nucleos redondeados definidos dentro de citoplasmas
expandidos con la mayoria de las células con prolongaciones citoplasmaticas, las
cuales se unen con otras células y forman un conglomerado que demuestra
positivamente la proliferaciéon celular de color verde, por otro lado se observan
también puntos rojos, lo cual significa que son células en apoptosis que permanecen
en el medio que se fijé con cacodilatos en su momento. En cuanto a la proliferacion
celular de FGH podemos informar que en comparativa con el grupo control, las

muestras de resina para impresion 3D UNIZ muestra una mayor conglomeracion,
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dificultando la claridad de cada célula que se encuentra superpuesta demostrando
una confluencia celular en aumento.

Por otro lado comparado con lo que fue el grupo experimental Next Dent y Leaf
Dental presentan un crecimiento celular gradual, lento y disminuido, con mayor
numero de células en apoptosis presente para el grupo Next Dent y la presencia de
espacios entre células en ambos grupos lo que demuestra que si existe proliferacion
pero en menor grado. Por lo que se puede inferir visualmente que los grupos como
mayor confluencia celular son UNIZ y Next Dent seguidos del grupo de acrilico
autopolimerizable Nic Tone y el grupo Leaf Dental.

Control NicTone

Figura 16. Imagenes de fotometria con microscopia invertida a 100 x.

Control NicTone

NexDent LeafDental

Figura 17. Imagenes de fotometria con microscopia invertida a 200 x.
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En las imagenes obtenidas de la microscopia electronica de barrido se observan los
cambios morfolégicos que han presentado las células expuestas a las muestras de
cada grupo experimental, la adhesion a los discos de resina impresos en resina 3D
asi como cambios en las prolongaciones filopoidales citoplasmaticas y los nucleos.

En la Figura 18 A se observa una célula a un aumento de 10 X |la cual se encuentra
adherida a la superficie del disco de acrilico autopolimerizable Nic Tone, en una
superficie lisa, pero sin células a su alrededor, lo cual significa que son células
escasas aisladas en la zona, morfolégicamente tiene una forma definida con un
citoplasma reducido, presenta prolongaciones filopoidales las cuales no se unen a
otras ceélulas en comparacion con la imagen obtenida con un aumento de 20 X del
mismo grupo (Figura 18 B). Observamos que la célula carece de prolongaciones
citoplasmaticas y el cuerpo de la misma presenta una forma irregular confirmando
dichos cambios en un aumento de 50 x se observan células dispersas en la
superficie del disco, las cuales no se encuentran completamente adheridas en todo
su cuerpo celular, sin embargo aun con dichos cambios las células han permanecido
alrededor del disco y han proliferado sutilmente (Figura 18C).

Para el grupo de la resina para impresion 3D Next Dent se obtuvieron tres imagenes
a diferentes objetivos, en la Figura 18 D a un aumento de 10 X se pueden observar
FGHs alargados, con un citoplasma distribuido en un cuerpo como tal y
prolongaciones del mismo que conecta con mas células creando una confluencia
celular estable, con un mayor numero de células en su superficie y con mejor
definicion de sus adherencias al disco y entre ellas se observan nucleos ovalados y
definidos, sin embargo en otra zona obtenida a un aumento de 20 x como se
muestra en la figura 18 E las células se encuentran aisladas y sin actividad de
adhesion a las superficies, en comparacion con la anterior imagen se observa un
cambio en la textura de las superficies del disco donde se observa mayor rugosidad
en el segundo lo que provoca inestabilidad en las células para proliferar, para el
mismo grupo se obtuvo una imagen a 50 x en la cual se observan resultados

similares en una superficie irregular la ausencia de FGHs. (Figura 18 F)
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Para el tercer grupo perteneciente a la resina de impresion 3D Leaf Dental se
obtuvieron mejores resultados como podemos observar en en la primera imagen
con un aumento de 10 x las células adheridas al disco presentan un citoplasma
ancho con nucleos definidos y prolongaciones con adhesion a las superficies, un
mayor numero de células alrededor y por ende mayor proliferacion celular lo cual
nos indica una interaccion estable entre las células y los discos utilizados en este
grupo (Figura 18 G) , con un objeto a 20 X se obtuvieron dos imagenes de este
grupo que representan el contraste de zonas con confluencia celular diferente entre
si ya que la figura presenta un menor numero de células pero agrupadas y con un
nucleo redondeado, las células presentes se encuentran conectadas entre si por las
prolongaciones filopoidales que permiten esta conexion (Figura 18 H), en la otra
imagen (Figura 18 1) a un aumento de 20 X del mismo grupo se observa
particularmente la mejor imagene obtenida de SEM de los grupos a estudiar ya que
las células presentes han confluido de una forma estable y en aumento, creando
conexiones entre todas las células para adherirse a las superficies del disco, con
una morfologia definida, un nucleo ovalado sin dafos y un citoplasma continuo y
creando prolongaciones filopoidales numerosas y fijas a las muestras. Por ultimo en
la Figura 18 J con un aumento de 50 x del mismo grupo Leaf Dental observamos el
contraste anterormente mencionado pero en una misma imagen donde se aprecia
la confluencia celular obtenida que va en aumento hacia otras zonas del disco, que
inicia con un pequefio grupo de células creando pequefias conexiones a
extensiones de células proliferando en grupos mas grandes con un aumento
significativo de prolongaciones que permiten esta confluencia celular.

Finalmente para el ultimo grupo experimental UNIZ solo se pudo obtener una
imagen a un aumento de 10 x ya que los demas cortes sufrieron dafios durante el
proceso de fijacion. En la Figura 18 K podemos observar como las células se
encuentran en una superficie lisa lo que permite la extension de los FGHs
conectandose entre si mediante uniones en sus citoplasmas en forma de husos que
se extienden para crear una confluencia celular estable y en aumento, con nucleos

definidos, redondeados y sanos.

51



PHOTO
11224

1
KATYA

= uUNANn
DSH 9580

Katva
uNAN
b OSH 9

9se

PHOTO
11231
KaTva

UNAH
DSH 950

Figura 18. FGHs expuestos a especimenes de resinas evaluadas en SEM a 50X, 20X y
10X. Grupo experimental Nic Tone (A, B, C), grupo experimental Next Dent ( D, E, F),
grupo experimental Leaf Dental (G,H,l, J), grupo experimental UNIZ (K).
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Resazurina Resorufina

Lector ELISA

Figura 19. Mecanismo de accién de Resazurina, proteina utilizada en prueba
PRESTOBLUE.

Mediante la prueba de citotoxicidad PrestoBlue, el mecanismo de accion de la
proteina resazurina pasa por un cambio de tincion resultado de la actividad
metabdlica de las célula vivas en cada pozo donde la muestra de cada resina para
impresion 3D estuvo en contacto directo con el medio de cultivo y los fibroblastos
gingivales humanos. El lector ELISA expone la actividad metabdlica mediante el
conteo de células que han proliferado, el cambio de color de azul a rosa se debe a
un incremento en esta actividad por una mayor proliferacién celular. (Figura 19)

Durante cada periodo establecido a evaluar en la presente investigacion se realizé
un conteo celular doble para verificar los grupos con mayor actividad metabdlica
junto con una curva de crecimiento la cual no fue expuesta a ningun espécimen de
resina para impresion 3D, esto con el fin de comparar los resultados obtenidos de
la actividad metabdlica de los fibroblastos libre de contacto de discos de ningun
grupo experimental y la actividad metabodlica resultado de la exposicion del
espécimen al cultivo celular. Como podemos ver en la Tabla 7 y en la Tabla 8 estos
fueron los unicos dos periodos en los cuales se agregaron 2 curvas de crecimiento
con el fin de corroborar que no existiera contaminacion cruzada durante su
incubacion o por el cambio de medio de cultivo, ademas de verificar que existiera

un crecimiento celular continuo durante el periodo de evaluacion establecido.
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Tabla 7. Resultados lectura de ELISA para prueba PRESTOBLUE a las 24 hrs el dia 3 de

Octubre 2023.

Measurement count: 1 Filter: 570

1 NicTone 2 NexDent 3 LeafDental 4 Uniz SWhipMix 6 Control
A 0.3192 0.3273 0.3518 0.3479 0.3203 0.3897
B 0.3352 0.3540 0.3559 0.3314 0.2763 0.3587
C 0.3040 0.3390 0.3110 0.3567 0.3455 0.3852

Measurement count: 2 Filter: 570

1 NicTone 2 NexDent 3 LeafDental 4 Uniz SWhipMix 6 Control
A 0.3188 0.3256 0.3507 0.3472 0.3195 0.3892
B 0.3340 0.3524 0.3536 0.3287 0.2755 0.3574
C 0.3005 0.3369 0.3094 0.3541 0.3451 0.3795

Curva
Punto Medio
4 8 12
= = X
0.3603 0.3488 0.3527
0.3534 0.4290 0.3634
0.3425 0.3219
Curva
4 8 12
- - X
0.3589 0.3457 0.3515
0.3520 0.4144 0.3635

0.3403 0.3204

20

0.3833
0.3953

20

0.3806
0.3960

40

0.3915
0.4105

40

0.3909
0.4114

30

0.4386
0.4023

30

0.4260
0.4030

Tabla 8. Resultados lectura de ELISA para prueba PRESTOBLUE a las 48 hrs, el dia 4 de

Octubre 2023.

Measurement count: 1 Filter: 570

1 NicTone 2 NexDent 3 LeafDental 4 Uniz S5WhipMix 6 Control
A 0.3215 0.2857 0.3393 0.3429 0.3538 0.4278
B 0.3435 0.2687 0.3271 0.3091 0.2833 0.3997
C 0.3574 0.3704 0.3231 0.3524 0.3422 0.4340

Measurement count: 2 Filter: 570

1 NicTone 2 NexDent 3 LeafDental 4 Uniz SWhipMix 6 Control
A 0.3191 0.2840 0.3359 0.3399 0.3504 0.4241
B 0.3412 0.2654 0.3238 0.3072 0.2814 0.3971
C 0.3552 0.3667 0.3186 0.3485 0.3394 0.4312

Curva
4 8

0.3912 0.4099
0.3701 0.4053
Curva

4 8

0.3886 0.4069
0.3675 0.4028

12

0.3907
04111

12

0.3876
0.4085

20

0.3930
0.4169

20

0.3896
0.4146

40

0.3933
0.3967

40

0.3899
0.3944

30

0.4105
0.5168

30

0.4097
0.5137

Como se puede observar en la Tabla 9 no hubo una diferencia significativa en la

confluencia celular ni en la actividad metabdlica de los fibroblastos gingivales humanos

en los diferentes grupos experimentales comparados con el grupo control. Se observo

una diferencia minima en esta actividad la cual se vio disminuida en el grupo Next Dent

y en el grupo UNIZ. Estos resultados anteriormente descritos se pueden observar en la
Tabla 10 a los 7 dias con fecha de lectura el dia 9 de Octubre del 2023.
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Tabla 9. Resultados lectura de ELISA para prueba PRESTOBLUE a los 4 dias, el dia 6 de

Octubre 2023.
Measurement count: 1 Filter: 570
1 Nic Tone 2 NexDent 3 LeafDental 4 Uniz SWhipMix 6 Control
A 0.4374 0.4138 0.4419 0.3970 0.3811 0.5359
B 0.3647 0.3886 0.4026 0.4176 0.2554 0.4949
C 0.3730 0.0501 0.2970 0.3993 0.3158 0.5202

Measurement count: 2 Filter: 570

1 Nic Tone 2 NexDent 3 LeafDental 4 Uniz SWhipMix 6 Control
A 0.4387 0.4150 0.4442 0.3976 0.3821 0.5361
B 0.3653 0.3891 0.4039 0.4184 0.2559 0.4968
C 0.3743 0.0503 0.2970 0.4008 0.3168 0.5268

Tabla 10. Resultados lectura de ELISA para prueba PRESTOBLUE a los 7 dias, el dia 9 de

Octubre 2023.
Measurement count: 1 Filter: 570
1NicTone 2 NexDent 3 LeafDental 4 Uniz S5WhipMix 6 Control
A 0.3634 0.4912 0.3991 0.3839 0.3160 0.5450
B 0.3735 0.4052 0.3262 0.4077 0.3298 0.5159
C 0.3525 0.4339 0.3587 0.4239 0.4005 0.5513
LECTURA DE BARRIDO 0.4230 0.3943 0.3757 0.4146 0.4320 0.5758

Measurement count: 2 Filter: 570

1 NicTone 2 NexDent 3 LeafDental 4 Uniz SWhipMix 6 Control
A 0.3507 0.4688 0.3758 0.3680 0.3080 0.4369
B 0.3618 0.3986 0.3132 0.4009 0.3241 0.4816
C 0.3421 0.4264 0.3535 0.4190 0.3960 0.5213
LECTURA DE BARRIDO 0.4120 0.3861 0.3482 0.4067 0.4271 0.5677

En la ultima lectura ELISA que se realiz6 el dia 12 de octubre del 2023 se puede observar
que en la Tabla 11 que el grupo experimental Next Dent fue el que obtuvo los menores
resultados en cuanto a actividad metabdlica celular comparado con el grupo control y los
demas grupos experimentales. Comprobado con una segunda lectura en la cual se arrojaron
los mismos resultados, es por ello que la diferencia obtenida no fue significativa lo cual nos
da como resultado después de las 5 lecturas realizadas en la prueba de viabilidad celular
gue no hay cambios notorios en los resultados obtenidos por las 3 resinas para impresion
3D Investigadas lo cual significa que los las prétesis fijas temporales implanto soportadas
en contacto directo con tejido conectivo fabricadas con cualquiera de estos materiales para
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impresion 3D tienen los mismos resultados en cuanto a la adherencia, viabilidad y
citotoxicidad celular, por ende materiales innovadores utilizados de un menor costo como
son las resinas de los grupos UNIZ y Leaf Dental son una opcidn viable para sustituir
materiales analogos como es el grupo experimental de acrilico auto polimerizan Nic Tone y
resinas para impresion 3D de gama alta como lo es la resina Next Dent dan los mismos

resultados.

Tabla 11. Resultados lectura de ELISA para prueba PRESTOBLUE a los 10 dias, el dia 12
de Octubre 2023.

Measurement count: 1 Filter: 570

1 NicTone 2 NexDent 3 LeafDental 4 Uniz SWhipMix 6 Control
A 0.4432 0.3788 0.4038 0.4240 0.3839 0.6033
B 0.5151 0.3537 0.3793 0.4193 0.3916 0.5559
C 0.3832 0.4429 0.4094 0.4608 0.3861 0.5604

Measurement count: 2 Filter: 570

1 NicTone 2 NexDent 3 LeafDental 4 Uniz S5WhipMix 6 Control
A 0.4442 0.3779 0.4042 0.4247 0.3834 0.6017
B 0.5153 0.3533 0.3799 0.4186 0.3920 0.5561
C 0.3833 0.4413 0.4099 0.4616 0.3865 0.5604
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DIAGRAMA DE FLUJO

Proceso de investigacion de informacion
para el estudio.

D

\4 /A -

Andlisis de la informacidn.

Obtencion de resinas para impresion 3D
de las casas comerciales LeafDental MR,
Nextdent MR e iFUN MR y acrilico
NicTone.

Impresion de 42 discos de resina 3D y
fabricacién de 16 discos de acrilico
autopolimerizable.

Esterilizacion de los discos impresos y
confeccionados.

Pruebas Piloto

Extraccion de tejido gingival donante.

Cultivos primarios, recoleccion de datos.

Cultivos secundarios, recoleccion de
datos por confluencia celular.

Colocacion de discos de resina impresos
3D y confeccionados en acrilico
autopolimerizable en cultivos.

Comparacion de 4 grupos de estudio a
24 h, 3, 5y 9 dias. Ensayo basado en
resazurina, confirmado por tincién XTT.
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Andlisis de los resultados obtenidos.

Divulgacion de la informacién.
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ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico incluira estadistica descriptiva dependiente del tipo de
variable: cualitativa o cuantitativa. Como la distribucién fue normal en las variables
cuantitativas se realizé un analisis de varianza (ANOVA) unidireccional seguido de
una prueba de post hoc de Tukey para asi obtener una comparativa multiple, esto
con el software BM SPSS Statistics versién 23 (IBM Corporation, Armonk, NY,
Estados Unidos) y el programa GraphPad. El nivel de significacion estadistica se
fijo en p < 0,05.

Como se puede observar en la Figura 20 y la grafica uno, el grupo experimental de
la resina para impresion 3D NicTone posterior a una prueba anova y post hoc de
tukey se obtuvo que a los 10 dias comparado al dia 1, 2, 4 y 7 existio una diferencia
significativa.

Por otro lado como se puede ver en la grafica dos el grupo NexDent no demostré
ninguna diferencia significativa durante el periodo experimental ni comparado con
los otros grupos investigados.

Aunado a esto la grafica numero tres nos muestra que en grupo Leaf Dental a los
10 dias comparado al 1, 2 y 4 dias existié una diferencia significativa > a 0.05% lo
que significa qué existio un aumento en la proliferacion celular.

Finalmente en la grafica numero cuatro que es el grupo experimental de la resina
para impresion 3D UNIZ se observdé una diferencia significativa del dia uno
comparado a los dias 4, 7 y 10 asi como la presencia de una diferencia significativa
> a 0.5% del dia 2 comparado a los dias 4, 7 y 10.
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Grafica 1. Resultado obtenido por prueba de ANOVA y comparativa Gréafica 2. Resultado obtenido por prueba de ANOVA y

multiple post hoc de Tukey donde se observa una diferencia
significativa unicamente a los diez dias comparado con 1 dia, 2
dias, 4 dias y 7 dias.

comparativa multiple post hoc de Tukey donde no se
observa una diferencia significativa.
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Gréfica 3. Resultado obtenido por prueba de ANOVA y comparativa Gréfica 4. Resultado obtenido por prueba de ANOVA y

multiple post hoc de Tukey donde se observa una diferencia comparativa multiple post hoc de Tukey donde se observa una

significativa unicamente a los diez dias comparado con 1 dia, 2 diferencia significativa tinicamente del dia uno comparado a los

dias y 4 dias. 4,7y 10 dias y del dia dos comparado a los 4, 7 y 10 dias.

Figura 20. Gréficas obtenidas de analis estadistico con prueba ANOVA seguida de
prueba Post Hoc Tukey.

10 DISCUSION

En el 2022 Atria y colaboradores realizaron una investigacion en la cual compararon
resinas para impresion 3D con indicaciones de restauraciones temporales De las
casas comerciales: Saremco , FormLabs, NextDent y una resina experimental para
prétesis definitiva de la casa comercial Saremco. Las pruebas utilizadas para
determinar la viabilidad celular de dichas resinas fueron ensayos de citotoxicidad

microscopia electronica de barrido e inmunohistoquimica donde se imprimieron los
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especimenes segun el flujo de trabajo recomendado por cada casa comercial. Como
parte de los resultados obtenidos se demostro que no existia una diferencia
significativa en cuanto a la proliferacion celular y citotoxicidad de los diferentes
materiales estudiados el material con mayores valores de probabilidad de
supervivencia fueron los especimenes realizados con resina para protesis fija
permanente comparando dicho estudio con el presente estudio realizado podemos
demostrar que las resinas para impresién 3D de restauraciones temporales tienen

resultados similares en cuanto a estas pruebas de viabilidad celular.

Aunado a esto, en un estudio realizado por Folwaczny y colaboradores en el afio
2023 se expusieron células del ligamento periodontal a muestras de resina para
impresion 3D de restauraciones temporales fabricadas de la casa comercial
NextDent GC details delta med un material substractivo Grandio disc de Voco y un
material convencional de resina bisacrilica Luxa Temp, los cuales se estandarizaron
en un tamano de muestra y se fabricaron, segun las instrucciones del fabricante se
expusieron las células a los especimenes y al medio de cultivo por 1, 2,3, 6,9y 10
dias. Para determinar la viabilidad celular se realizaron ensayos XTT mas la
expresion de citoquinas pro inflamatorias como la interleucina 6 y 8 utilizando el
supernadante con la prueba de ELISA asi mismo se realizd una
inmunofluorescencia de estos resultados y una microscopia electronica de barrido
de los discos una vez terminado el proceso de cultivo. Realizaron una prueba
estadistica t de student y como resultado se obtuvo que comparado con los grupos
de control la exposicion de las muestras de resina inducian la disminucion de la
viabilidad celular en el caso del material Luxa Temp que fue una resina bistacrilica
y los materiales aditivos Next Dent.

Asimismo en este estudio los cultivos con los especimenes de resina para impresion
3D demostraron cambios minimos en las viabilidad celular lo cual no tuvo una
significancia estadistica y por ende comparando el presente estudio se demuestra
que no hay una afectacion significativa en la viabilidad celular de fibroblastos

gingivales humanos expuestos a discos impresos de resina 3D para restauraciones
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temporales fabricados con resina de la casa comercial NextDent, Leaf Dental UNIZ
y el acrilico auto polimerizable NicTone.

Por otro lado, en un estudio realizado por Park y cols. en el 2020 se compararon
como grupo control un acrilico auto polimerizable y grupos experimentales de
resinas para impresion 3D para modelos, guias quirurgicas y para restauraciones
temporales. Los grupos de resina autopolimerizables fueron Lang Dental, Alike y
Milky blue asi como TOKVSO CUREFAST y UniFast lll. Posteriormente las
muestras fueron tratadas en un analisis morfolégico donde se observo cada una en
microscopia laser y microscopia electrénica de barrido como resultado se obtuvo en
dichas pruebas que se presentaba una mejor adhesidén célular a los materiales
aditivos de impresion 3D comparado con los materiales convencionales de acrilico
auto polimeriza posteriormente se confirmé con un analisis estadistico, la prueba de
Kruskal Wallis, Shapiro Wilk y Kolmogorov-Smirnov, con estos resultados podemos
comparar la presente investigacion donde obtuvimos en el grupo experimental de la
casa comercial Nic Tone muestra resultados similares a los obtenidos en las resinas

para impresion 3D.

Finalmente en otro estudio publicado por Frasheri y cols. en el 2022 se realizd un
analisis de pruebas de viabilidad celular en materiales para impresion 3D de las
casas comerciales Delta Med, Next Dent Detax GC comparados con resinas
bisacrilicas Grandioso Disc de Voco y Luxa Temp, se utilizaron queratinocitos
gingivales humanos expuestos al sobrenadante de e los materiales a estudiar y se
realizd un ensayo de viabilidad celular XTT a las 24 48, 72 y 144 horas asi como
una prueba de respuesta pro inflamatoria a proteinas de interleucina 6 y 8
determinado por el sobrenadante que se leyé en ELISA se realizd una prueba
estadistica ANOVA de una via y un analisis Post Hoc para comparar las diferencias
en las viabilidad celular. De estas pruebas como resultado se obtuvo una
disminucioén significativa en las viabilidad celular de las resinas para impresion 3D
comparado con el grupo control donde no presentaba espécimen y comparado con
las resinas bisacrilicas concluyeron que todos los materiales causan un efecto en la

prueba pro inflamatoria de lectura de interleucina 6 y 8 por lo que determinaron que
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los materiales aditivos pueden llegar a afectar la proliferacion celular de diferentes
formas ya sea por una obtencion sustractiva o aditiva por lo que comparado con el
presente estudio se demostré que todos los materiales producen una alteracion de
la viabilidad celular pero sin una diferencia significativa entre ellos ya sea de forma
convencional o de impresién 3D.

Cabe mencionar que el unico estudio que ha realizado pruebas de citometria de
flujo respecto a materiales de impresion 3D en odontologia fue realizado por
Guerrero Gironés J., et al en el 2022. Las resinas estudiadas eran indicadas para
realizar retenedores posterior a tratamiento de ortodoncia las cuales fueron
expuestas a Anexina +y 7AAD + para determinar la presencia de células viables,

apoptosis temprana y apoptosis franca asi como necrosis.

11 CONCLUSIONES

Al realizar rehabilitaciones integrales que involucran tanto protesis fijas como
removibles implanto soportada se vuelve una clave importante el uso de
restauraciones temporales ya que proveen la estabilidad necesaria en el tiempo
indicado para devolver la funcidn y estética de los dientes ausentes o en su defecto
dientes que ya han sido tratados previamente con restauraciones que han
fracasado, estas restauraciones temporales permiten que cada paso del tratamiento
puede ser completado con éxito antes de avanzar al siguiente paso para establecer
una rehabilitacion definitiva implantosoportada, parte de los beneficios que se tienen
al realizar estas restauraciones temporales es la visualizacion de cémo va a
establecerse la parte estética y la adaptaciéon del tejido alrededor de las
restauraciones permitiendo una higiene oral deseable para evitar el fracaso de las
restauraciones como resultados de inflamacién de los tejidos circundantes, pérdida
de soporte o en su defecto el fracaso de las restauraciones. Para obtener una
restauracion definitiva de alta calidad es importante tener restauraciones temporales
de igual o mayor calidad a lo esperado.

Con base a la investigacion realizada con las 3 resinas para impresion 3D

estudiadas se puede concluir que no hay una diferencia significativa entre los
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materiales analizados tomando en cuenta que el primero fue un acrilico auto
polimerizable analogo de la casa comercial NicTone una resina para impresion 3D
de gama alta de la casa comercial Next Dent y 2 resinas de gama intermedia de la
casa comercial Leaf Dental y UNIZ.

Estos resultados nos demuestran que la adaptacion de los tejidos es muy similar y
que la reaccion citotoxica hacia el resinas estudiadas no difiere entre si por lo que
nos da la libertad de utilizar resinas de gama media para realizar restauraciones
temporales de una alta calidad e incluirlas como parte del protocolo a realizar dentro

de la practica clinica diaria.

12 BIOETICA

Dentro de los articulos establecido en la Ley general de salud de los Estados Unidos
Mexicanos se establece en el titulo décimo cuarto, capitulo dos la donacion de
organos, tejidos y células. Dentro de este capitulo se encuentra el articulo 320 que
determina que toda persona dispone de su cuerpo para donarlo ya sea de manera
parcial o total con los requisitos y fines descritos en el titulo décimo cuarto. A la par
en el capitulo 321 se establece que la donacién en materia de 6rganos, tejidos,
células y cadaveres consiste en el concentimiento expreso o tacito de la persona
donante para que en su defecto sea en vida o despues de de su muerte su cuerpo
o cualquier componente de éste sea utilizado.(40)

Si bien se habla de un consentimiento informado, la donacién expresa se describe
en el articulo 322, la cual especifica por escrito de manera amplia que la disposicion
total del cuerpo o limitada se podra hacer a favor de determinadas personas o
instituciones, donde se podra expresar las circunstancias de modo, lugar, y tiempo
asi como cualquier otra que condicione la donacion, esto descrito en el punto
numero 8 de la Norma Oficial Mexicana NOM-012-SSA3-2012 (40,41).
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El consentimiento a utilizar en este estudio consta de un escrito de acuerdo al
articulo 323 de la Ley general de Salud y el punto numero 4.3 de la Norma Oficial
Mexicana NOM-012-SSA3-2012 ya que se utilizaran tejidos en vida de los donantes
para la presente investigacion. Se excluiran los consentimientos tacitos ya que de
acuerdo al articulo 324 de la misma estos manifiestan negativa de los donantes a

que su cuerpo o componentes sean utilizados(40,41).

Asi mismo de acuerdo al articulo nuero 23 de la declaracidén de Helsinki el protocolo
sera enviado a un comité de bioética antes de realizar el estudio y una vez finalizado
se realizara un reporte final el cual sera presentado al comité con un resumen de
los hallazgos y conclusiones y se desarrollara de acuerdo a las bases descritas en
el articulo 100 de la misma declaracion.(42)

Por lo descrito en los parrafos anteriores se utilizara un consentimiento informado
escrito para la donacién de tejidos gingivales de la cavidad oral de los donantes
incluidos en la presente investigacion. Dicho consentiminto se encuentra en el

Anexo 1.
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14 ANEXOS

Anexo 1. Carta de consentimiento informado y consentimiento informado.

BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y ESTUDIOS DE
POSGRADO

MAESTRIA EN ESTOMATOLOGIA CON OPCION TERMINAL
EN REHABILITACION ORAL

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA DONACION DE
TEJIDO PARA INVESTIGACION EN ESTOMATOLOGIA

Donacioén de tejido para uso en investigacion cientifica.

Por parte de la presente se le hace la invitacion para donar el tejido gingival
proveniente de su cirugia para de esta manera ser utilizado en futuras

investigaciones en el area de estomatologia.

Para poder decidir sobre su participacion en la donacién usted debe conocer y
comprender cada apartado descrito en las siguientes lineas, a esto se le conoce
como consentimiento informado. Antes de tomar cualquier decision siéntase en
completa libertad de preguntar cualquier inquietud sobre el proceso, de esta manera
le ayudara a decidir al aclarar sus dudas. Una vez leida esta carta de consentimiento
informado y aclaradas sus preguntas y de ser el caso que usted quiera donar, sera
entonces que se le pedira firmar el formato de consentimiento informado del cual se

le entregara una copia a usted, con firma y fecha de aceptacion.
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Justificacion

La donacion del tejido gingival proveniente de la cirugia dental realizada no afecta
y mucho menos pone en riesgo su salud asi mismo no interfiere en el diagnostico ni
plan de tratamiento a realizar. Posteriormente se desechara de la siguiente manera:
al final del proceso de cultivo celular se colocara en una bolsa amarilla la cual sera
recolectada por la empresa de tratamiento de residuos biolégicos con la cual la

institucion tenga convenio.

Objetivo

El objetivo de solicitar esta donacién de tejido gingival es para realizar investigacion
dentro del laboratorio de Fisiologia celular de la FMBUAP por tesista de la FEBUAP.
A estos tejidos se le realizaran diversas pruebas de viabilidad celular con el objetivo
de comparar la citotoxicidad de resinas de impresion 3D de tres casas comerciales
Anycubic, FormLabs y KeyPrint.

Beneficios

Dentro de los resultados e informacion obtenida de la presente investigacion sobre
estos tejidos se utilizara para evitar la manifestacion de reacciones adversas por el
uso de ciertas resinas de impresion 3D para la fabricacion de guias quirurgicas.
Cabe mencionar que usted no recibira un beneficio directo o inmediato, pero la
informacion que se obtenga sera de ayuda para el desarrollo y uso de nuevas
tecnologias de impresion 3D en el area odontoldgica, por ultimo los datos obtenidos

de la investigacion seran publicados y difundidos con fines cientificos.
Procedimiento

El procedimiento explicado por la estomatdloga no se vera afectado de ninguna
manera.

Unicamente se realizara una recoleccién de datos, edad, género, estado de salud
actual, antecedentes personales patologicos del tejido gingival que se obtendra y
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de ser necesario el diagnostico. Por ultimo el tejido obtenido sera colocado en un

medio de cultivo especifico para posteriormente procesarlo.

Aclaraciones

El decidir donar o no el tejido es completamente voluntario.

"1 No existira ninguna consecuencia negativa en caso de no aceptar.

1 La informacién obtenida sera tratada con estricta confidencialidad por la
investigadora por lo cual su nombre sera reemplazado por un numero de
folio.

"1 No significa ningun gasto alguno derivado de la donacion.

"1 El participar en esta investigacion no significa la otorgacioén de servicio
estomatolégico gratuito o ningun tipo de apoyo gratuito para el
tratamiento dental.

"1 De usted considerar que no haya preguntas ni dudas sobre su participacion
en estudio, si asi lo desea puede firmar la carta de Consentimiento
Informado anexado a este documento.

FAVOR DE CONSERVAR ESTAS HOJAS
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BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA

SECRETARIA DE INVESTIGACION Y ESTUDIOS DE
POSGRADO

MAESTRIA EN ESTOMATOLOGIA CON OPCION TERMINAL
EN REHABILITACION ORAL

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Yo,

he leido y comprendo la informacion descrita anteriormente y mis dudas han sido
resultas de manera satisfactoria. Se me ha informado y entiendo que la informacién
y resultados obtenidos en el estudio pueden ser publicados y difundidos con fines
cientificos. Convengo en donar el tejido gingival proveniente de mi cirugia para
investigacion en estomatologia.

Recibi una copia firmada y fechada de este formato de consentimiento.

Nombre y Firma del participante
Fecha

Domicilio:

Teléfono:

Nombre y Firma del Testigo 1 Fecha
Relacion con el
participante:
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Teléfono

Domicilio:

Nombre y Firma del Testigo 2 Fecha
Relacion con el
participante:

Teléfono

Domicilio:

Este apartado debera ser completado por el Investigador:
He explicado al Sr(a).

la naturaleza vy

objetivos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que
implica su participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible
y he preguntado si tiene alguna duda a lo que el/la Sr(a) ha contestado no tener
dudas. Estoy consiente y acepto que he leido y conozco la normatividad
correspondiente para realizar investigacion con seres humanos y me apego a ella.
Una vez concluida la sesion de preguntas y respuestas, se procedio a firmar el

presente documento.

Firma del investigador Fecha

Hoja para el investigador
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Anexo 2. Tabla para recolecccion de resultados.

Grupo Grupo Grupo Grupo

1 2 3 4

Tamano de celulas

Grado de reactividad

Proliferacion celular

Morfologia cualitativa de la citotoxicidad de
los extractos
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