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IX. Abreviaturas

CAD. Disefio asistido por computadora (por sus siglas en inglés).

CAM. Manufactura asistida por computadora (por sus siglas en inglés).

Cols. Colaboradores.

DAPI. 4 ',6-diamidino-2-fenilindol.

DMEM. Medio de cultivo Eagle modificado de Dubelcco (por sus siglas en inglés).
FGH. Fibroblastos gingivales humanos.

HT. Alta traslucidez (por sus siglas en inglés).

ISO. Organizacion internacional de estandarizacion (por sus siglas en inglés).
PBS. Solucion amortiguadora de pH.

pH. Medida del grado de acidez o alcalinidad de una sustancia.

STL. Estereolitografia.

STML. Super trasltcida multicapa (por sus siglas en inglés).

TZP. Policristales tetragonales.

Y-PSZ. Zirconia parcialmente estabilizada con 6xido de itrio.

UTML. Ultra trasltcida multicapa (por sus siglas en inglés).

UV. Ultravioleta.
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COMPARACION DE LA VIABILIDAD CELULAR DE FIBROBLASTOS
GINGIVALES HUMANOS SOBRE DIFERENTES TIPOS DE
TRASLUCIDEZ DE ZIRCONIA: ESTUDIO IN VITRO.

1. RESUMEN

Introduccion: El éxito de un implante esta principalmente determinado por el proceso
de osteointegracion que este conlleva, ademas de ello, la integracion del aditamento
protésico con los tejidos blandos y el sellado que este nos brinde determina la salud de
los tejidos periimplantares evitando la filtracion de patégenos al complejo implante
aditamento. Los fibroblastos gingivales humanos determinan la adhesion transmucosa
de la restauracion implanto soportada. Los aditamentos protésicos deben ser
biocompatibles con los fibroblastos gingivales permitiendo su diferenciacion, proliferacion
y la unién con estas células. La zirconia ha sido utilizada para restauraciones y elementos
transmucosos, mostrando una buena compatibilidad con los tejidos blandos y excelentes
resultados estéticos cuando se compara con metales. Actualmente existen grandes
variedades de zirconias con distintos contenidos, caracteristicas fisicas y estéticas.
Objetivo: Comparar de manera in vitro la viabilidad celular de fibroblastos gingivales
humanos sobre los diferentes niveles de traslucidez de zirconio. Materiales y métodos:
30 discos (10 por grupo) de zirconio UTML (Ultra translucent Multilayered), STML (Super
Translucent Multilayered) y HT (High Translucent) Katana (Kuraray) con unas
dimensiones de 8 mm de diametro y 2 mm de ancho, pulidos mecéanicamente sin alcanzar
alto brillo y posteriormente lavados con alcohol isopropilico al 70% vy esterilizados a
135°C durante 10 minutos. Cultivo primario de fibroblastos gingivales humanos. Se
sembraron las muestras en cultivos de FGH durante 72 horas y fueron observados bajo
microscopio de fluorescencia cada 24 horas para realizar un conteo y medir su longitud.
Resultados: No se encontraron diferencias significativas (p > 0.05) en la proliferacion
celular de fibroblastos gingivales humanos sobre los diferentes niveles de traslucidez de
zirconia durante las 72 horas. Conclusion: No existe diferencia en la viabilidad celular
de fibroblastos gingivales humanos sobre diferentes niveles de traslucidez de zirconia de

in vitro.

Palabras clave:
Zirconia, aditamentos, viabilidad, tejidos blandos, fibroblastos, traslucidez.
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2. INTRODUCCION

Reemplazar uno o multiples 6rganos dentarios ausentes y enfrentar las consecuencias
gue derivan de su ausencia son de los principales retos a los que se enfrenta
cotidianamente un odontélogo. Las consecuencias a las que nos enfrentamos debido al
edentulismo pueden afectar la armonia oclusal tanto funcional como estéticamente, asi
como afectar a los tejidos adyacentes y estructuras anatdmicas contiguas. El factor
estético conlleva mayor exigencia de tratamiento para solucionar la ausencia de 6rganos
dentarios, opciones cada vez mas sujetas a las altas expectativas por parte de los

pacientes.

El uso de implantes dentales en el campo de la odontologia se ha convertido en una
modalidad ampliamente aceptada por los pacientes para rehabilitar zonas desdentadas.
Con el paso del tiempo esta practica ha adquirido un auge debido a la incorporacion de
nuevas tecnologias y materiales y a inmensidad de estudios que buscan el refinamiento
de las técnicas actualmente empleadas y a que los pacientes se han concientizado del
uso de estas nuevas tecnologias (1-3).

El éxito de la colocacidon de un implante esta principalmente dictado por un proceso de
integracion del hueso al implante, llamado osteointegracion, el cual puede ser definido
como la tolerancia que tiene el hueso vivo sobre un objeto extrafio inerte al cual le puede
proveer un anclaje estable y sustentable. Ademas de este proceso, existe también una
remodelacion del tejido gingival en contacto con los aditamentos protésicos
transmucosos. Al igual que los dientes naturales, el complejo de tejidos blandos que
rodean un implante consiste en un epitelio surcular, epitelio de uniéon y de un tejido
conectivo formando un espesor bioldgico. En particular, los fibroblastos gingivales son
las células mas importantes en la adhesion transmucosa de la protesis
implantosoportada. Mientras que, el tejido conectivo es el responsable de lograr un
sellado mucoso alrededor del aditamento protésico. Por lo tanto, la viabilidad celular y
la adherencia de los fibroblastos hacia la subestructura protésica forman un sellado
mucoso adecuado, permitiendo el correcto mantenimiento e integracion de la

restauracion y restringe filtraciones bacterianas o migraciones apicales gingivales (3,4).

13



El elemento protésico conocido transgingival debe de ser fabricado de un material
biocompatible que sea aceptado por los fibroblastos gingivales y también permita la
proliferacion, la diferenciacion y la union con estas células. Historicamente los
aditamentos protésicos han sido elaborados principalmente de metales como el titanio.
Al utilizar aditamentos metéalicos se observaba una descoloracion gingival del tercio
cervical del implante en el sector anterior con apariencia de una encia grisacea por lo
que decidieron satisfacer las demandas estéticas de los clinicos y pacientes,

comenzando a fabricar aditamentos ceramicos, obteniendo buenos resultados estéticos
(5).

La zirconia u 6xido de zirconio, es un 0xido metalico que aparece en la naturaleza y ha
recibido mucha atencion debido a sus propiedades mecéanicas y estabilidad quimica.
Este ha sido utilizado en la odontologia principalmente en la elaboracion de
restauraciones indirectas, ya sean monoliticas o estratificadas. Destacando por sus
caracteristicas mecanicas (fuerza flexural y resistencia a la fractura), estéticas,
estabilidad quimica, baja conductividad térmica, alta biocompatibilidad, asi como una
baja adherencia bacteriana en su superficie. Gracias a las tecnologias asistidas por
computadora como el CAD/CAM, recientemente se ha utilizado en la manufactura de
pilares y aditamentos protésicos transmucosos mostrando excelentes resultados en su

precision y en adaptacion con los implantes y los tejidos blandos.(6)

Diferentes presentaciones de zirconia se han introducido en los Gltimos afios, con gran
variedad respecto a durezas, traslucidez, composicion quimica, multicapas y también en
distintas presentaciones. Es de vital importancia clinica establecer la respuesta de los
tejidos blandos hacia estas nuevas clases de zirconia para determinar como obtener
mejores resultados en la implantologia. La biocompatibilidad de las zirconias traslicidas
debe de investigarse y ser comparada respecto a su traslucidez y determinar si existe
diferencia significativa biolégicamente hablando en la adaptacion de los fibroblastos
gingivales a las superficies de este material. Este estudio propone realizar pruebas de
viabilidad celular y de citotoxicidad de fibroblastos gingivales humanos en contacto con
discos elaborados con zirconia de diferente nivel de traslucidez (7).
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3. ANTECEDENTES

3.1 Antecedentes generales

Un implante dental es un componente quirargico de forma cilindrica que simula la porcion
radicular de un diente natural, siendo el titanio el material de eleccion para su fabricacion.
Después de su colocacion en el hueso residual del maxilar, entra en un proceso de
osteointegracion para posteriormente soportar un aditamento protésico y una
restauracion. Un aditamento tiene la capacidad de alojar una restauracion, funcionando

como una interfaz entre el implante y la protesis.

La correccion de dientes ausentes fue identificada en momias egipcias de civilizaciones
antiguas con proétesis pequefias ligadas a los dientes adyacentes. Uno de los implantes
dentales més antiguos fue fabricado con 3 fragmentos de concha nécar, descubierto en
playa de los muertos, en Honduras en 1931, localizado en los alveolos de un craneo
humano. Uno de los primeros implantes dentales metélicos, datan del siglo | en el imperio

Galo-Romano en Francia.

Fue hasta el afio 1960 que se hizo posible la implantologia moderna gracias a los
estudios del doctor Per-Ingvar Branemark en Suecia. Fue el primero en proponer el
concepto de osteointegracién de un biomaterial metalico implantado en hueso. En un
estudio experimental en 1952 encontrd accidentalmente que el hueso estaba firmemente
fijado a la superficie de titanio de un dispositivo implantado en defectos 6seos. Con este
estudio concluy6 que habia una buena biocompatibilidad del hueso con el titanio, siendo
esta la mejor propiedad bioldgica de este metal. Esto llevé a la creacion de dispositivos
de titanio atornillados en diferentes zonas del hueso (3,8).

Mas tarde, el profesor André Schroeder, de la Universidad de Berna (Suiza), investigo la
adaptacion tisular con distintos materiales, reportando de manera histolégica el contacto
de los implantes con el hueso calcificado. Afios mas adelante, también informo sobre las

interacciones de los implantes de titanio con los tejidos blandos orales (9).
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3.1.1 Aplicaciones dentales de la zirconia

Recientemente la zirconia ha emergido como un material versétil y prometedor dentro de
las ceramicas dentales debido a sus excelentes propiedades mecénicas, aceptable
biocompatibilidad por lo que son utilizadas como biomateriales para implantes o
restauraciones mostrando mejor apariencia que las restauraciones hechas con otras
ceramicas. La zirconia es una ceramica policristalina sin una fase vitrea y se puede
encontrar en distintas formas: monociclica que se encuentra a temperatura ambiente y
es estable hasta los 1170 °C; se transforma a una fase tetragonal (TZP) cuando alcanza
temperaturas entre los 1170 a los 2370 °C; y la cubica se forma arriba de los 2370 °C
hasta su punto de fusion 2680 °C. Este elemento quimicoes un metal duro,
blangquecino, resistente a la corrosion que pertenece al grupo 4 de la tabla periddica con
namero atobmico 40 y masa atomica 91,22. Tiene una resistencia a la flexion de 900-
1600 MPay una resistencia a la fractura de 9-10 MPa, que es superior a todas las
ceramicas restauradoras. La zirconia parcialmente estabilizada con 6xido de itrio (Y-PSZ)
es una ceramica de zirconio tetragonal hecha 100% de granos finos tetragonales (Y-
TZP) después de la adicion de aproximadamente 2 al 3 mol% de oxido de itrio (Y203)
como agente estabilizador. Esta Ultima es la forma mas estable de zirconia y ha sido
utilizada para restauraciones de proétesis fija con combinacién de tecnologias CAD/CAM
(8-14).

3.1.2 Traslucidez de la zirconia

Debido a la apariencia opaca de la zirconia, se han propuesto técnicas de estratificacién
para enmascarar esta apariencia y también se han desarrollado nuevas zirconias
monoliticas traslucidas para mimetizar el color de los dientes naturales. La traslucidez se
define como la capacidad de un material de permitir la difusién de la luz a través de este
(5,14,15). De acuerdo a su color pueden clasificarse como: blancas o multicapa/precolor,

teniendo entre ellas una diferencia en el porcentaje de su contenido mineral (16).

La traslucidez de la zirconia es determinada por el tamafio de las particulas, el contenido
itreo con el cual es reforzada para lograr su estabilizacion y la cantidad de impurezas
(17). El tamafio de las particulas de zirconia tiene un efecto directo sobre la dispersion

de la luz. Las particulas de zirconia son de alrededor de 400 nm, mientras que la longitud
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de onda de la luz es de 400-700 um, ocasionando que la luz se disperse y no logre
atravesar el material, por lo tanto, debe evitarse este rango de tamafio de particulas. Se
ha logrado mejorar su traslucidez aumentando el tamafio de las particulas a 15-30 pum
logrando un 90% de traslucidez en 1 mm de grosor, y también disminuyendo el tamafio
de estas a 70-82 nm. El tamafo de las particulas de zirconia afectan directamente a la
resistencia del material, aumentando hasta los 1000 MPa con particulas de 900-1400 nm
y disminuyéndolo a 650 MPa cuando encontramos particulas de 1800 nm (14,18).

Normalmente encontramos zirconia con 5.7% de peso de contenido itreo y una fase
tetragonal arriba de 90%. Se ha comprobado que aumentar el contenido itreo aumenta
la cantidad de fase cubica, disminuye la cantidad de fase tetragonal y esto aumenta
directamente la traslucidez del material. Las impurezas de la superficie de zirconio afecta
en gran nivel la traslucidez del material debido a la diferencia entre los indices de
refraccion entre el aire y el zirconio (14,15,19,20).

3.1.3 Implantes y aditamentos protésicos de zirconia

El diéxido de zirconio tetragonal estabilizado con itrio (Y-TZP) se considera una buena
alternativa a los implantes de titanio debido a sus propiedades mecanicas, asi como una
respuesta positiva con los osteoblastos en cuanto a su adherencia y proliferacion.
Ademas de estas caracteristicas, las superficies de zirconia son resistentes a agresiones
por agentes quimicos, y es por ello que pueden someterse a tratamientos de superficie
para aumentar su biocompatibilidad (2,21). Los aditamentos fabricados en zirconia han
demostrado ser biocompatibles, tener menor adhesion de bacterias y no sufren de
corrosion ni choques galvanicos. Los aditamentos protésicos de zirconia son una
excelente solucion a los problemas estéticos en sector anterior en pacientes con fenotipo
delgado que permiten la visibilidad de un color oscuro a través de los tejidos blandos,
correspondiente a los aditamentos de titanio. Frecuentemente los implantes se insertan
sumergidos para evitar la visibilidad del margen de la restauracion, esto, aumentando el
riesgo de inflamacién por exceso de cemento en el area submucosa (5,22-24).
Actualmente no hay disponibles aditamentos angulados de zirconia que permitan la
correccion de la alineacion de los implantes. Gracias a la implementacion de la

tecnologias asistidas por computadora es posible personalizar aditamentos que puedan
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ser atornillados al implante en una porcion cervical y estar en contacto con la gingiva, y

otra porcion oclusal, la cual esta destinada para la restauracion final (25).

3.1.4 Sellado biolégico

Los primeros estudios que describen una unién entre el diente y el epitelio fueron
descritos durante la primera mitad del siglo pasado, pero esta unidén mas tarde es definida
por Cohen como “espacio biolégico” hasta el afio 1962. Siendo dentro de este complejo
el epitelio de union quien da esa insercion entre diente y tejido blando. El epitelio de union
esta compuesto por epitelio escamoso, estratificado no queratinizado. Esta conformado
por queratinocitos (capa basal y estrato espinoso) y otras células (no queratinocitos o
células claras) como son melanocitos, células de Merckel, linfocitos T y B, macréfagos y
polimorfonucleares. Es mas grueso en su zona mas coronal (15-20 capas celulares),
que, en su zona basal, es donde se producen las mitosis. Desde ahi las células migran
hacia el surco gingival (el suelo de la hendidura estd constituido por los elementos
superiores del epitelio de union). La adherencia epitelial real al diente es efectuada por
las hemidesmosomas ubicados en la lamina basal interna, que se adhieren a la superficie
del esmalte por encima de la union cementoesmalte. La adhesion con el tejido conectivo

gingival se realiza por medio de la lamina basal externa (26).

3.1.5 Integracion con los tejidos blandos

La interfaz implante-aditamento es un complejo que juega un papel importante en el
mantenimiento de la salud periimplantar. Los implantes dentales no solo requieren de un
proceso de osteointegracion, sino que, también requieren un sellado estable de los
aditamentos protésicos con los tejidos blandos. La calidad de este sellado depende del
material y las caracteristicas de la superficie del aditamento, la calidad de los tejidos
blandos y de la profundidad del implante. Por lo cual, es crucial mejorar las interacciones
entre los aditamentos de los implantes y los tejidos adyacentes. Los tejidos peri-
implantares deben sellar adecuadamente con el complejo implante-aditamento para
evitar el paso de microorganismos (24,27,28). Estudios anteriores han demostrado un
flujo sanguineo similar en los tejidos gingivales alrededor de un diente natural y de

aditamentos de zirconia, comparado con otros materiales (29).
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La calidad del sellado bioldgico logrado en un implante es distinta al de un diente natural,
esto es debido a que el epitelio que contacta el implante no es queratinizado a nivel de
la lAmina basal y hemidesmosomas. Ademas, la fibras de coldgeno del tejido conectivo
periimplantar tienen una distribucion circular u oblicua respecto a su superficie
conformando un menor sellado comparado con la disposicidon perpendicular de las fibras

de Sharpey hacia las superficies dentales (30).

Cuando la superficie de zirconia entra en contacto con las células epiteliales, contiene
hemidesmosomas, que actlan como una especie de pegamento para el tejido en
contacto con las proteinas. Este epitelio conectivo consta de una capa longitudinal de 3
0 4 células que se extiende aproximadamente 2 mm longitudinalmente y aprox. 1,5 mm
apicalmente (28). Ciertas proteinas han sido identificadas por su importancia en la
adhesién de tejidos, como la laminina, que conecta la lamina basal con la membrana
celular, y la fibronectina, que se encuentra muy por fuera de la lamina basal (29). El
microespacio entre la mucosay el implante es de 100 um, pero existen areas donde este
espacio se reduce a 15 nm, denominada zona de adhesion focal, donde se encuentran
presentes grandes cantidades de actina en el citoplasma adyacente (30). Estos
filamentos de actina se unen indirectamente a la matriz extracelular a través de proteinas
de adhesién transmembrana como las integrinas y proteinas de unién especificas como
la vinculina. La presencia de vinculina provoca una fuerte adhesion de la molécula a la
matriz (31).

Después de la colocacion del implante y la insercion del pilar del implante (zirconia), la
encia marginal a menudo se irrita 0 se lesiona y tiene que regenerarse. Dentro de la
primera fase de la regeneracion de tejidos blandos, los fibroblastos migran hacia el area
de la herida y producen la matriz de coladgeno subyacente. En un siguiente paso, los
gueratinocitos migran sobre esta matriz de colageno y crean la capa de queratinocitos
epitelial de cobertura que influye principalmente en la estética. Esta capa de
gueratinocitos también tiene una funcién de barrera entre los tejidos blandos orales y la
cavidad bucal. Idealmente, esta barrera se adhiere también a la superficie de los pilares
del implante (zirconia), ya que esto crea una barrera periimplantar que protege la
conexion implante-pilar y, en consecuencia, el hueso periimplantar contra bacterias

exdgenas y nocivas. Esto toma mayor importancia cuando utilizamos implantes Bone-
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Level cuando se colocan aditamentos de zirconia, los cuales, estdn en contacto directo
con los tejidos blandos. La ausencia de esta barrera periimplantar podria resultar en
general en el desarrollo de periimplantitis, pérdida 6sea y tal vez también en una falla

temprana del implante.

3.1.6 Adherencia de los fibroblastos a la superficie de zirconia

La adhesion del tejido conectivo de la encia a la parte transmucosa de los implantes
(aditamentos), juega un papel importante en la formaciébn y mantenimiento de un
adecuado sellado entre el medio oral y el hueso periimplantar. Esta interfaz del tejido
conectivo, con los fibroblastos en particular funciona como una barrera contra la
migracion apical del tejido conectivo y previene la invasion bacteriana que puede
ocasionar una recesion o una formacion de bolsa, inflamacion, resorcion del hueso

marginal y la consecuente pérdida del implante (5,6,28,31).

Evidencia ha demostrado que las caracteristicas de la superficie de los aditamentos
protésicos pueden afectar el comportamiento epitelial, alrededor de la interfaz implante-
aditamento, asi como el sellado, la proliferacion y la adhesion celular. De acuerdo con
multiples estudios en humanos y animales, la rugosidad de la superficie en una cantidad
de (rugosidad de superficie)Ra=0.2 pum es necesaria para lograr un optimo sellado
aditamento-tejido blando, donde, las superficies lisas pueden resultar en una adhesion

no deseada y una migracion epitelial de las células (32,33).

Las superficies de los aditamentos protésicos pueden ser modificados con el uso de
grabado acido, pulido y arenado. El bafio con hidroxiapatita, plasma u éxido de aluminio
y el grabado acido se encuentran dentro de las técnicas mas utilizadas el tratamiento de
superficie para aumentar la biocompatibilidad de los implantes. Ademas del tratamiento
de la superficie, el tipo de aditamento también puede afectar la reaccion o el

comportamiento de los fibroblastos gingivales humanos (34-36) .

Zhu 'y cols., afirmaron que cambiar la topografia del sustrato aumenta la distribucion y la
migracion de las células y disminuye los contactos focales entre las células. Esto
promueve la tasa de mitosis y proliferacién celular, mejorando la adhesién celular al
sustrato. Las células planas y elongadas con pseudopodos pueden aumentar la calidad
y cantidad del hueso adyacente al cuello del implante (35).
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La humectabilidad de la superficie es un factor que también determina la preferencia de
la adhesion celular, a través de la regulacion de las cantidades de proteinas absorbidas
en la superficie (37). De acuerdo con una revision sisteméatica del 2021 por Paul S, existe

mejor adherencia y proliferacion celular a superficies hidrofilicas (28).

3.1.6 Cultivos celulares

El cultivo celular es una técnica en la cual, con una compleja combinacion de nutrientes
y factores de crecimiento en conjunto con el medio ambiente, pueden favorecer al
crecimiento de células nuevas. Los nutrientes difieren entre una linea celular y otra, al
igual que el pH, aunque la eleccion del medio no es critica siempre y cuando se mantenga
constante. Asi que, teniendo un control de todas estas variables se puede optimizar las
probabilidades de éxito (38). Estos cultivos pueden obtenerse a partir de tejidos, biopsias
y otras células ya cultivadas. Las células cultivadas a partir de un tejido se conocen como
cultivo primario. El cultivo primario puede ser producido permitiendo que las células
migren fuera del tejido después de una diseccion estéril, ya sea por adherencia un
sustrato o disgregando el tejido mecénica o enzimaticamente para producir la suspension
normalmente heterogéneas de células. Estas células son mas representativas del tejido,

aungue no todas logran sobrevivir reproducirse in vitro.

Una vez que las células hayan alcanzado una confluencia, se transfieren y diluyen a un
segundo recipiente disociando las células de la monocapa con tripsina. Este subcultivo
se logra lavando con PBS, afiadiendo tripsina e incubando 2-3 minutos a 37°C.

Posteriormente se centrifugan y se resuspenden en medio de cultivo (39—-41).

Las lineas celulares son aquellas células que se pueden mantener y expandir mediante
la transferencia a otros cultivos celulares. Estas lineas celulares se pueden dividir en tres
tipos: definitivas, continuas y lineas de células madre (39). Las caracteristicas del
crecimiento celular estan determinadas por la generacion de la curva de crecimiento.
Cuando las células son plantadas inicialmente entran en un periodo latente de no
crecimiento, conocido como periodo estacionario, el cual, dura de 2-24 horas y permite
gue se recuperen de la tripsinizacion, reconstruir su citoesqueleto, liberar moléculas de

adhesion y reiniciar el ciclo celular. Después entran una fase de crecimiento exponencial,
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donde la poblacién celular se duplica definidamente. Al alcanzar confluencia, las células
entran en una etapa estacionaria y dejan de reproducirse. Las células pueden
subcultivarse preferiblemente antes de que alcancen la etapa estacionaria para que

puedan tener mayor factor de crecimiento (42).

Los fibroblastos gingivales humanos son las principales células que constituyen los
tejidos gingivales y son células similares a las embrionarias con la capacidad de
autorenovarse. Poseen también capacidades inmunomoduladoras asociadas a la
secrecion de citoquinas antiinflamatorias. Al producir citoquinas son capaces de
promover procesos de destruccion celular y procesos de reabsorcion Osea. Estas
caracteristicas las han llevado a estas celular a ser utilizadas para la reparacion tisular y

regeneraciones (43-45).

Los cultivos de fibroblastos gingivales humanos se llevan a cabo en condiciones que
asemejen el medio bucal, el tejido gingival puede ser extraido de pacientes sanos y
almacenado inmediatamente en un medio de transporte a 4°C y sellado herméticamente.
Se manipulan en un ambiente estéril dentro de una campana de extraccion de gases. El
medio Eagle modificado de Dubelcco (DMEM) es el més utilizado para cultivos celulares.
Las células se cultivan en una incubadora a una temperatura de 37 °C bajo 5% de COs-.
El cultivo se debe suplementar con 10% de suero fetal bovino y 1% de antibidtico, el cual
puede ser: 500 g/ml de gentamicina (Gibco), 100 IU/ml penicilina -100 g/mi
estreptomicina (Lonza, Verviers, Belgium) and 25g/ml anfotericina B (Gibco) (46).

3.1.7 Evaluacion de la citotoxicidad In vitro segun la ISO 10993-5

La evaluacion citotoxica es una via sencilla, rapida y econdmica para obtener informacién
acerca de la biocompatibilidad de los biomateriales, y presenta una precision del 97%
con los ensayos de implantacion. Estos métodos utilizan tejidos celulares in vitro para
visualizar el crecimiento celular, reproduccion o efectos morfolégicos. Recientemente se
ha logrado la deteccion de dafio celular por cambios morfologicos, medir el crecimiento

celular y propiedades metabdlicas.

Segun la parte 5 de la regla ISO 10993-5, se pueden emplear tres pruebas: la
citotoxicidad por contacto directo, en la cual, se realizan tinciones con colorantes vitales,

el método por contacto indirecto, el cual utiliza un medio con contenido en agar
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(obteniendo un medio fresco en gel), y la prueba de extraccion, que es una técnica que
mide el metabolismo celular gracias a la actividad de la deshidrogenasa mitocondrial (47—
49).

El método por contacto directo permite medir la citotoxicidad cualitativa y
cuantitativamente. Se requiere colocar una suspension celular en contacto con la
muestra. Se incuba un cultivo a 37°C con o sin didéxido de carbono hasta obtener
subconfluencia. Se descarta el medio de cultivo fresco y se coloca una muestra del
material a observar en contacto con las células. Se incuba durante 24hrs con las
condiciones ya mencionadas, se descarta el medio de cultivo antes de afadir quimicos

para determinar la citotoxicidad.

La prueba de citotoxicidad por contacto indirecto permite resultados cualitativos. Se
colocan suspensiones celulares en distintos recipientes, distribuyéndolas de manera
horizontal. Se cultivan a 37°C con CO2 hasta alcanzar subconfluencia. se descarta el
medio de cultivo del recipiente y se realiza una mezcla del medio de cultivo con suero de
agar para obtener una masa con una concentracion de 0.5-2%. Se llevan a esta mezcla
las muestras a analizar y se cultivan bajo las mismas condiciones durante 24-72 horas.

Se afiade una tincion vital para la deteccién de citotoxicidad.

La tercer técnica mencionada permite medir la citotoxicidad de forma cualitativa y
cuantitativa. Necesitamos un cultivo de monocapa con las condiciones antes
mencionadas hasta alcanzar subconfluencia. Se retira el medio de cultivo y se afiade
una alicuota en un recipiente. Se cultivan bajo las mismas condiciones y se determina la
citotoxicidad a las 24 horas (47-49).
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Tabla 1. Clasificacion del grado de reactividad de las pruebas de citotoxicidad segun la Norma ISO 10993-
5.

Grado | Reactividad Descripcién de la zona de reactividad

0 Ninguna Zona no detectada debajo o alrededor del espécimen

1 Leve Algunas malformaciones o degeneraciones celulares

bajo el espécimen

2 Media Zona limita al &rea del espécimen
Moderada Zona extendiéndose hasta 1.0 cm del espécimen
4 Severa Zona extendiéndose mas de 1.0 cm del espécimen

Los niveles de reactividad celular a biomateriales en contacto directo deben ser

evaluados mediante la tabla 1 (49).

La zirconia utilizada en las pruebas para este estudio seran en sus presentaciones
KATANA de Kuraray (STML), KATANA de Kuraray (UTML) y KATANA Kuraray (HT).
Estos materiales presentan diferentes caracteristicas fisicas y mecanicas, como distinto

nivel de traslucidez (50).

3.2 Antecedentes especificos

Yoichiro Ichicawa y cols. en 1992 realizaron un estudio donde colocaron fragmentos de
zirconia subdérmicamente en ratas Wistar de 8 semanas de edad. Observaron que a los
3 meses, los fragmentos de zirconia habian sido encapsulados por fibroblastos, a los 6
meses después del estudio la capsula seguia ahi y no se encontraron con ninguna

reaccion inflamatoria (51).

Miao Zheng et al. En 2015, evaluaron la presion atmosférica y el plasma frio colocado en
un disco de zirconio y su efecto en los fibroblastos humanos. Las muestras de zirconio
utilizados se fresaron a un diametro de 20 mm por un espesor de 2 mm y se sometieron
a tratamiento con plasma y helio durante 30, 60 y 90 segundos. Como resultado, el
angulo de contacto disminuy6 de 78.31° a 43.71° después del tratamiento. Encontraron
un aumento en la densidad de fibroblastos en todas las areas tratadas, especialmente

en aquellas tratadas durante 60 segundos. En los grupos expuestos a 30 sy 60 s durante
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3 h en cultivo y 24 h, los genes expresados aumentaron significativamente durante la
adhesioén de fibroblastos (52).

Alberto Siciliay cols., en 2015 realizaron tres revisiones sistematicas que presentaron en
la cuarta reunion de la EAO (European Association of Osseointegration) como
recomendaciones clinicas concluyeron que no hay evidencia que confirme que los
aditamentos dezirconia reduzcan la acumulacion de placa dentobacteriana y no hay
diferencia significativa en el sangrado gingival entre aditamentos de Zr y de Ti.
Determinaron también, que la zirconia tiene ventajas desde el punto de vista estético,
mencionando que seria importante comparar aditamentos de Zr con otros materiales

como zirconia modificada en color (53).

F. Nothdurf y cols., En 2015 realizaron un estudio con diferentes superficies en pilares
de zirconio y titanio que fueron maquinados, pulidos y arenados. El andlisis topografico
y los calculos del angulo de contacto se realizaron mediante espectroscopia de rayos X
de dispersion de energia. Cultivaron fibroblastos humanos y células epiteliales en las
muestras, las evaluaron y contaron después de 24 y 72 horas mediante estudios de
imagenes de fluorescencia. La abundancia de la proteina de adhesion focal vinculina se
analizé por inmunohistoquimica. Los resultados mostraron que hubo mas dispersion en
la superficie de zirconio y que los fibroblastos se adhirieron mejor a las superficies pulidas

y maquinadas que a las superficies pulidas con chorro de arena (54).

Fischer y cols., en 2017 compararon la adhesion de fibroblastos humanos en diferentes
niveles de pulido utilizando una casa comercial. Los resultados mostraron que, a largo
plazo, se extendieron mas fibroblastos en la superficie mas lisa porque la superficie de
control se desempefié mejor al comienzo de la prueba (49).

En 2018 Brito da Cruz y cols., compararon el comportamiento de los osteoblastos y
fibroblastos gingivales humanos cuando se exponen a PEEK, zirconia y titanio. Cada
grupo consistia en 16 discos con un diametro de 8 mm y un espesor de 3 mm. Se llevaron
al alto brillo puliendo con 6xido de aluminio. Posteriormente se lavaron en una tina de
ultrasonido en una solucion de 5% HNO3, 10% HF y 85% agua bidestilada. Se arenaron
las muestras con 6xido de aluminio de 100 um. Finalmente, las muestras se esterilizaron.
Se cultivaron fibroblastos gingivales humanos en placas durante 14 dias. La morfologia

y la adhesion celular se evaluaron mediante microscopia electrénica. Los resultados
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mostraron que los osteoblastos y fibroblastos proliferaron mas en las superficies de
PEEK y zirconia en comparacion con las de titanio. Esto se debe a la mayor
humectabilidad de estas superficies en comparacién con el titanio (50).

Un estudio similar realizado en el 2015 por V. Ruktunas evaluaron el efecto del
tratamiento con luz UV en discos de zirconia de diferente traslucidez, comparando la
citotoxicidad y proliferacion de fibroblastos gingivales humanos sobre las superficies de
las muestras. Utilizando discos de zirconia HT (High Translucent, Katana, Kuraray) y
UTML (Ultra Translucent Muti Layered, Katana, Kuraray), con el mismo protocolo de
pulido y diferente tratamiento con luz UV, llegaron a la conclusion de que el tratamiento
de superficie con luz UV aumenta la proliferacion celular, siendo las muestras de zirconia

de alta traslucidez la que mostré mayor proliferacion a las 24 horas (16).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Posterior a la colocacion de un implante y su rehabilitacion protésica, se desea lograr
una adecuada adaptacion de los tejidos duros y blandos que lo rodean. Se ha
comprobado que un adecuado sellado periférico periimplantar otorga un mejor prondstico
al implante, a su restauracion y a los tejidos adyacentes. Asi mismo, la interaccion con
los fibroblastos gingivales va a determinar la calidad del sellado, evitando la filtracion
bacteriana hacia la plataforma del implante. Recientemente se han introducido
aditamentos protésicos fresados en zirconia y no se cuenta con evidencia cientifica
suficiente en la cual comparen distintos niveles de traslucidez de zirconia y la viabilidad

celular que estas puedan tener con los fibroblastos gingivales humanos.

4.1 Pregunta de Investigacion

¢ Existe diferencia en la viabilidad celular de fibroblastos gingivales humanos sobre

diferentes niveles de traslucidez de zirconia in vitro?
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5. JUSTIFICACION

Es importante establecer las caracteristicas 6ptimas de los materiales para lograr una
mayor adaptacion de los tejidos blandos en la zona en que el epitelio contacta el
aditamento, puesto que un sellado de los tejidos con el complejo implante-aditamento

nos ayuda a mejorar el prondstico del tratamiento.

Actualmente no existe suficiente evidencia cientifica que comparen la compatibilidad

celular de los tejidos blandos sobre estructuras de zirconia con distinta traslucidez.

El uso de cultivos celulares in vitro y la aplicacion de tecnologias CAD/CAM facilita la
obtencion de resultados debido al control posible sobre las condiciones en las que se

llevara este experimento.

Este estudio pretende determinar con base a los materiales modernos las caracteristicas
de la superficie de zirconia que tengan mejor adaptaciéon y unién a los tejidos blandos
para optimizar el sellado gingival al completo implante-aditamento. Esto influird en la
toma de decisiones clinicas respecto al proceso de rehabilitacién de implantes utilizando

aditamentos de zirconia en pacientes que requieran de mayores resultados estéticos.
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6. HIPOTESIS
Hipotesis Cientifica

Existe diferencia significativa en la viabilidad celular de fibroblastos gingivales humanos

in vitro en superficies de zirconio de diferente nivel de traslucidez.

Hipotesis nula

No existe diferencia significativa en la viabilidad celular de fibroblastos gingivales

humanos in vitro en superficies de zirconio de diferente nivel de traslucidez.
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7. OBJETIVOS

7.1 Objetivo general.

Comparar de manera in vitro la viabilidad celular de fibroblastos gingivales humanos

sobre los diferentes niveles de traslucidez de zirconio.

7.2 Objetivos especificos

e Determinar en qué tipo de zirconio segun su traslucidez existe mayor adaptacion
celular de los fibroblastos humanos.
e Determinar en qué estrato del disco de zirconio existe mayor adaptacion celular

de los fibroblastos humanos.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Disefo del estudio

e Estudio In vitro
e Experimental

e Comparativo

e Prospectivo

e Longitudinal

8.2 Poblacion y muestra

Muestreo por conveniencia: 30 discos fresados de zirconia de 2 mm de grosor x 8 mm
de didmetro de la casa comercial Kuraray, de los cuales, 10 seran Katana STML (Super
Translucent Multi Layered), 10 Katana UTML (Ultra Translucent Multi Layered) y 10
Katana HT (Hight Translucent) pulidos mecanicamente sin alcanzar alto brillo.

Cultivos celulares con 80% de confluencia.

8.3 Criterios de seleccion

8.3.1. Criterios de inclusion

Discos de zirconia:
¢ Que cumplan las dimensiones establecidas para el estudio.

e Que los discos sean pulidos de acuerdo con el protocolo establecido para este

material.

Cultivos:

e Que el cultivo celular no haya sido contaminado durante el proceso.

e Que cumpla con las condiciones de incubacion establecidas.

Pacientes donadores:
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e Pacientes pertenecientes al mismo grupo de edad, sanos, sin enfermedad
periodontal o algun proceso infeccioso.
e Pacientes que hayan aceptado la escision quirdrgica de tejido gingival y que hayan

firmado el consentimiento informado.

8.3.2 Criterios de exclusién

Discos de zirconia fracturados o dafados durante el estudio.

Cultivos que no cumplan con las condiciones de incubacion o que hayan sido

contaminados.

Pacientes que presenten algun padecimiento sistémico, local o que no firmen el

consentimiento informado.

8.3.3 Criterios de eliminacioén

Discos de zirconio y cultivos que sufran dafios durante el procedimiento
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8.4 Tabla de definicion y medicidon de variables

Tabla 2. Tabla de definicion y medicién de variables.

VARIBLE DEFINICION ESCALA CATEGORIA Analisis
INDEPENDIENTE | OPERACIONAL Estadistico
' Traslucidez dela Relacién entre  Cualitativa, e Katana STML (Super No Aplica
zirconia difusion de luza = Nominal Translucent Multi

través de un dicotomica Layered)
material.

e Katana UTML (Ultra
Translucent Multi

Layered)

e Katana HT (High
Translucent)

Capa del disco Grosor de los Cualitativa e Esmalte No Aplica

discos de Ordinal

. . e Capa de transicion 1
zirconio

e Capa de transicion 2

e Cuerpo (Dentina).

VARIABLES DEFINICION ESCALA CATEGORIA

DEPENDIENTES | OPERACIONAL

Proliferacion Cantidad de Cuantitativa NUmero de células por milimetro Estadistica
celular células ) cuadrado descriptiva.
encontradas en Raz?n ANOVA
una determinada continua Post Hoc
area de las
muestras
Tamafio de las Longitud espacial Cuantitativa pm Estadistica
células gue ocupa una ) descriptiva.
célula Razf’" ANOVA.
continua Post Hoc.
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8.5 Concordanciayy fiabilidad

El sabado 11 de junio de 2022 se tomé el curso “Técnicas basicas de cultivos de lineas
celulares de mamifero.” En las instalaciones del Instituto nacional de ciencias médicas y

nutriciéon Salvador Zubiran en la Ciudad de México.

Se toma en cuenta el tamafio de los fibroblastos, la forma de las células y la cantidad de
células por campo. Estas caracteristicas seran comparadas con un grupo control no
expuesto al contacto con los materiales. Y seran evaluados y cuantificados por dos

personas con entrenamiento previo para comparar resultados.

8.6 Ubicacion espacio temporal

Los procedimientos se llevaron a cabo en la clinica de posgrado de rehabilitacion oral de
la FEBUAP, por el departamento de Fisiologia celular de la FMBUAP y los discos fueron
manufacturados por el laboratorio dental CERAMICO S.A. de C.V. entre el mes de
septiembre de 2022 y abril de 2023. El protocolo de cultivo primario fue determinado
analizando la literatura publicada relevante que hayan realizado experimentos in vitro
similares. Se probaron distintos métodos reportados en estudios in vitro hasta obtener
una confluencia superior a 80% y una curva de crecimiento adecuada para desarrollar

este estudio.

8.7 Aspectos éticos

Tanto como la recoleccién del tejido, como los experimentos, asi como los desechosde
los cultivos seran afectados bajo las indicaciones que la NOM-087-ECOL-SSA1- 2002
bajo los criterios del comité de bioética de la FEBUAP y de la FMBUAP. La obtencion del
tejido gingival se realizara con el consentimiento voluntario del paciente de acuerdo con
el cdédigo de Nuremberg y a la declaracion de Helsinki, y este sera tomado por
profesionales de la salud informando al paciente del procedimiento a realizar sin
involucrar la salud de este. De la misma manera, cumpliendo con la Norma oficial
mexicana NOM-012-SSA3-2012, que establece los criterios para la ejecucion de
investigaciones de la salud con humanos, otorgando al paciente una carta de
consentimiento informado e informandole que la obtencién del tejido gingival se realiza

con el propdsito de aportar conocimientos cientificos en el area de la salud.
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8.8 Procedimientos, técnicas y fuentes de recoleccién

8.8.1 Obtenciodn de los fibroblastos gingivales humanos

35

La obtencion del tejido gingival fue realizada en pacientes sanos, de una edad de
entre 18-30 afos, que hayan recibido una extraccion dental y que hayan firmado
el consentimiento informado.

Una vez extraido el tejido, es colocado inmediatamente en un medio de cultivo
DMEM a temperatura ambiente y sellado herméticamente (Figura 1A).

Las muestras fueron transportadas al laboratorio dentro de las primeras 4 horas
después de la obtencion del tejido.

Dentro de una caja de Petri de 60 mm, las muestras fueron fragmentadas con una
hoja de bisturi (Figura 1B).

Los explantes fueron lavados en cajas de Petri de 60 mm con solucion salina
amortiguada estéril (PBS) mudltiples veces hasta observar que el tejido se
encontrara libre de sangre y, que, al ser observado al microscopio, se detectara

la menor cantidad de eritrocitos posible.

Imagenes propias
Figura 1. Obtencidon de tejido gingival y segmentacion del tejido lavado en solucién PBS.
(A) El tejido gingival obtenido del paciente fue transportado en un tubo de falcon de 15 ml sellado
herméticamente y dentro de una caja con bolsas de gel congeladas para conservacién del tejido.
(B) Se colocé el explante dentro de una caja de Petri de 60 mm y se lavé mdltiples veces con
solucién salina amortiguada por fosfatos (PBS) hasta que el tejido se observara libre de sangre.
Posteriormente, fue fragmentado con una hoja de bisturi para sembrar lo restos de tejido en cajas

de 6 pozos.
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6. Los fragmentos de tejido y fibroblastos fueron suspendidos en medio de cultivo
(DMEM) suplementado con solucion de suero fetal bovino al 10% y 2% de
antibidtico (500 g/ml de gentamicina, 200 IU/ml penicilina -200 g/ml estreptomicina
y 25 g/ml anfotericina B), obteniendo el cultivo primario.

7. Los fibroblastos suspendidos se transportaron a una placa de 6 pozos con medio
DMEM suplementado, colocando 3 ml en cada uno de los pozos.

8. Se mantuvieron en un area estéril y se incubaron en una incubadora con camara
hameda, a una temperatura de 37 °C y una atmaosfera con 5% de COo..

9. Se mantuvo en observacion el cultivo primario cada 24 horas bajo microscopio
Optico, analizando que no estuviera contaminado el medio de cultivo y que haya
presencia de células adheridas en el fondo de los pozos (Figura 2A).

10.Se cambiod el medio de cultivo cada 72 horas, aspirando el medio de cultivo y
desechandolo, para poder colocar medio de cultivo nuevo.

11.Al observar un cultivo con la confluencia deseada (Figura 2B), se retir6 el medio
de cultivo y se realizé un enjuague de los pozos con solucion PBS estéril
realizando movimientos circulares para limpiar por completo cada uno de los

poZzos.

e

AR ° 40
Imagenes propias

Figura 2. Fibroblastos gingivales humanos suspendidos en el medio de cultivo y

fibroblastos gingivales humanos adheridos a la superficie del pozo. (A) Imagen de

microscopio optico donde se observan los fibroblastos gingivales humanos suspendidos en el

medio de cultivo, caracterizandose por su forma circular con su centro iluminado. Al tratarse de un

cultivo células bidimensional, si las células se mantienen en las condiciones in vitro adecuadas,
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estas se adhieren al fondo del recipiente donde se encuentren almacenados, adquiriendo una
forma fusiforme. (B) Después de alcanzar una confluencia del 100% se debe tripsinizar el

recipiente para desprender las células, llevarlas a otro recipiente y asi evitar la muerte celular.

12.Una vez lavados los pozos, se colocé tripsina para poder separar las células que
habian sido adheridas al fondo del recipiente. Se realizaron movimientos
circulares durante 3-5 minutos para desprender la mayor cantidad de células
posibles.

13.Se revisaron en el microscopio todos los pozos para observar que las células se
encuentren flotando en la tripsina.

14.Se sugiere que, en caso de haber células adheridas al fondo de los pozos, dar
unos ligeros golpes en el fondo de cada uno de los pozos para asi lograr que estas
células puedan separarse.

15. Se colocé el doble de medio de cultivo DMEM suplementado para anular el efecto
de la tripsina.

16.Se aspird la solucion de DMEM, tripsina y fibroblastos gingivales humanos y fue
llevada a un tubo de falcon de 15 ml.

17.Se centrifugd durante 10 minutos a 1500 rpm a 25°C (Figura 3A).

18.Retiramos el sobrenadante manteniendo la integridad de la pastilla formada
(Figura 3B) por los fibroblastos en el fondo del tubo y se colocé medio de cultivo

nuevo.



Imagenes propias

Figura 3. Centrifugado y pastilla de células. (A) Tubo de falcon de 50 ml con medio de cultivo y
fibroblastos obtenidos de los cultivos celulares tripsinizados, colocado en centrifugadora con contrapeso
para obtener una (B) pastilla de células posterior al proceso de centrifugado (indicado dentro del circulo

blanco).

19. Se resuspendio el medio de cultivo para integrar las células con el medio de cultivo
nuevo.

20.Se tomaron 45 pl del tubo para mezclarlo en un vial con tripan azul y solucién PBS
esteril.

21.Se llevé 100 pl del vial tefiido a una camara de Neubauer para realizar conteo de
fibroblastos en 5 cuadrantes (4 esquinas y cuadrante central) bajo microscopio
Optico y se calculd el numero de células con la siguiente formula:
Numero de células/ul= (Nimero de células x 0.5) x 10

22. Una vez obtenido el numero de células, se calculé el nimero de células por pl.
8.8.2 Determinacion del numero de células 6ptimo

1. Se sembraron en una caja de 6 pozos, 5x103, 7x10%y 9x103 células por duplicado
con 3 ml de medio DMEM suplementado (Figura 4A).
2. Se observo cada uno de los pozos para confirmar que se encuentre mayor

cantidad de células en los ultimos dos pozos.
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3. Se incubaron durante 72 horas.
Los pozos fueron observados en el microscopio 6ptico cada 24 horas hasta
alcanzar una confluencia aproximada del 80%.

5. Se realiz6 cambio de medio de cultivo cada 72 horas.

Figura 4. Cultivos de fibroblastos por duplicados y proceso para conteo celular. (A) Caja de 6 pozos
con 3ml de medio DMEM suplementado y duplicados de 5x103, 7x10% y 9x10° fibroblastos gingivales
humanos. Tincién de tripan azul, solucién PBS y medio de cultivo con fibroblastos para cultivo celular (B)
para posteriormente realizar un conteo celular en microscopio 6ptico en una camara de Neubauer (C y D).

6. Una vez alcanzada la confluencia deseada, se aspir6 el medio de cultivo en cada
uno de los pozos y se llevo la solucion de cada duplicado a un tubo de falcon de
15ml.

Los tubos fueron centrifugados a 1500 rpm a 25°C durante 10 minutos.
Transcurrido el tiempo de centrifugado, se aspir6é el medio de cultivo de cada pozo
manteniendo la pastilla de células en el fondo de este y se agregaron 3ml de
DMEM a cada uno de los tubos.

9. Se resuspendi6 el medio para recuperar los fibroblastos.

39



Figura 5. Cultivos celulares en cajas T25. Las células que no hayan sido utilizadas para los conteos
celulares realizados fueron almacenadas en cajas T25 hasta determinar la cantidad a utilizar después de

analizar las curvas de crecimiento de las diferentes concentraciones de fibroblastos.

10.En un vial, se realiz6 una solucién con 10ul de medio de cultivo con fibroblastos,
45 pl de tripan azul y 45 yl de solucion PBS (Figura 4B).

11.Se realizé conteo celular por cada uno de los tubos (Figura 4 C y D).

12.Las células que no fueron utilizadas se almacenaron en cajas T25 y fueron
incubadas a 37°C con 5% de CO:2 (Figura 5).

13.Una vez transcurridas las 72 horas, se realizé el conteo celular por tubo y se
calcula que concentracion celular tubo mayor tasa de crecimiento (Figura 6).

14.Se determind sembrar 7x10% células en cada pozo, debido a que fue la

concentracion gue mostré mayor curva de crecimiento.
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Figura 6. Imagenes de microscopio éptico de los cultivos celulares con 5x10% 7x10%y 9x103. Cultivos

(B) 7m-

(C) 9mil

celulares realizados para determinar que concentracion celular tiene la mayor curva de crecimiento. Fueron
sembrados 5x108 (A), 7x108 (B) y 9x103 (C) fibroblastos en duplicados en cajas de 6 pozos y se observaron
cada 24 horas durante 3 dias para obtener las capturas del microscopio Optico. Una vez cumplidas las 72
horas se realizé un conteo celular en una camara de Neubauer para elegir la concentraciéon mas viable

para realizar el estudio.

8.8.3 Discos de zirconio

1. Fueron disefiados los discos de zirconio en Meshmixer con un didmetro de 8mm
y 2 mm de grosor, posteriormente, se exportd el archivo STL para ser enviado al
laboratorio que proceso las muestras (Figura 7).

2. Las muestras de Zirconio fueron fresadas por tecnologia CAD/CAM en una

fresadora Ceramill motion 2 (Amann Girrbach, Austria) (Figura 8 Ay B).
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Figura 7. Disefios de los discos. Disefio de la muestra en el software Meshmixer para poder ser enviada
al técnico de laboratorio y maquinada, sinterizada y pulida para confirmar que cumpla con las dimensiones

una vez que se termine el proceso.

3. Los discos obtenidos se sinterizaron en un horno Zirkonofen 600 (Zirkonzahn,
Italia) a 1550°C durante 2 horas con una tasa de programaciéon de 10°C/min,

siguiendo las indicaciones del fabricante (Figura 8C).

4. Los discos fueron pulidos con el protocolo de pulido de 3 pasos para zirconia de
SS White (Filadelfia, Estados Unidos) (Figura 9).

Imagenes propias
Figura 8. Calibracién de las muestras. Se maquinaron 4 muestras para realizar pruebas piloto. Estas
muestras fueron calibradas para verificar que cumplan con las dimensiones y caracteristicas establecidas
para realizar este estudio (A 'y B). Una vez confirmadas las dimensiones de las muestras piloto, se fresaron

los discos de los 3 grupos a utilizar en este estudio (C).
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Imégenes propias
Figura 9. Protocolo de pulido. Fresas pulidoras de baja velocidad de la casa comercial SS White con

protocolo de 3 pasos.

5. Posteriormente, fueron llevados a un perfilbmetro (Figura 10) para medir la
rugosidad en 3 puntos aleatorios en cada una de las muestras para obtener un
promedio de su rugosidad Ray se capturaron los resultados en una tabla de
Microsoft Excel.
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Imagenes propias
Figura 10. Resultados de las pruebas del perfilobmetro. Impresion del resultado de una muestra del
grupo (A) UTML, (B) STML y (C) HT. (D) Disco de zirconia colocado paralelamente bajo la punta del
perfildmetro Mitutoyo SJ-301 (Japon). Las muestras de zirconio fueron llevadas al rugosimetro de manera
paralela y centradas para permitir el correcto funcionamiento del dispositivo (Imagen 1). Se colocé una
longitud de desplazamiento (Ac) de 0.25 mm, obteniendo en quintuplicado (Acx5) una longitud total de 1.25
mm. Se analizaron 3 puntos aleatorizados entre ambas caras de cada disco y los resultados fueron
llevados a una tabla de Microsoft Excel, obteniendo una Ra promedio a partir de las 3 medidas. Como se
muestra en la tabla 4, el grupo UTML tuvo una Rapromedio de 0.1853 um, mientras que, los grupos STML

y HL tuvieron una Rapromedio de 0.2153 pm y 0.1753 um respectivamente.

6. Los discos se llevaron a una lampara de luz UV para ser observados e identificar
si contaban con fluorescencia intrinseca, lo cual nos impediria ser analizados bajo
el microscopio de fluorescencia (figura 11A).

7. Todos los especimenes se sometieron a una limpieza con alcohol isopropilico al
70% durante 10 minutos y esterilizados en bolsas herméticas en autoclave
durante 10 minutos a 135°C (figura 11B).
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Imagenes propias
Figura 11. Discos de zirconiaen luz UV y lavado en alcohol isopropilico. Discos de zirconia sometidos
a la aplicacion de luz UV para identificar si tienen fluorescencia intrinseca (A), después fueron llevados a

una caja de Petri de 60 mm con alcohol isopropilico al 70% (B).

8.8.4 Pruebas piloto para estandarizacion

Figura 12. Microscopio de fluorescencia y discos de zirconia en medio de cultivo. Previo a realizar
las pruebas de citotoxicidad con la poblacién de discos de zirconia, se llevaron a cabo pruebas piloto con
4 discos de zirconio, los cuales fueron llevados a una caja de 6 pozos. A cada uno de los pozos con discos
de zirconia se le agregd una solucién de medio DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino 'y 1%

de antibiético con una concentracién de 7x1082 fibroblastos gingivales humanos. Se observaron los pozos
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durante 72 horas bajo microscopio de fluorescencia y se identificaron los fibroblastos sobre las superficies
de los discos, recabando informacién sobre su fluorescencia, forma y tamafio. Durante la prueba piloto se
elimind una de las muestras debido a que el medio de cultivo se contaminé con un hongo. Su pozo
correspondiente fue aspirado y lavado con hipoclorito al 10%. Las muestras y los cultivos fueron
observados en un microscopio de fluorescencia (ZOE Cell Imager, Bio-rad, Estados Unidos) con una
longitud de onda de 360 nm. Se hicieron pruebas con luz blanca, luz UV, luz verde y luz roja. Se lograron
observar mejor las células sobre los discos de zirconia con luz verde. Se estandarizaron las células que
serian tomadas en cuenta para el conteo, dado que no todas tenian las mismas caracteristicas en cuanto

a su fluorescencia intrinseca y a su forma.

8.8.5 Proliferaciéon celular

1. Se colocaron los discos de zirconio en cajas de 24 pozos (un disco por pozo).
Fueron utilizadas dos cajas para colocar 20 discos en la primera caja y los 10
restantes en otra caja (Figura 13A).

2. Posteriormente, ya cuantificadas las células y diluidas en medio DMEM
suplementado, se agrego a cada pozo con disco 1.5 ml de medio de cultivo con
7x102 fibroblastos. Ademas, se agregaron 2 pozos sin disco por grupo con la
misma cantidad de fibroblastos y medio DMEM suplementado y se mantuvieron
como control.

3. Se incubaron ambas cajas a 37°C y 5% de CO2zdurante 72 horas.
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Imégenes propias

Figura 13. Cajas con discos de zirconia y su observaciéon en el microscopio de fluorescencia. (A)
Discos de zirconia colocados en cajas de 24 pozos. En la caja superior se colocaron las muestras HL (High
Translucent) y en la caja inferior las muestras UTML (Ultra Translucent Multilayered) y STML (Super
Translucent Multilayered). Por cada grupo se agregaron dos pozos solamente con medio de cultivo y la
misma concentracién de fibroblastos. (B) El microscopio de fluorescencia cuenta con una camara que nos
permite ubicarnos espacialmente y de esta forma logramos identificar la muestra y las secciones de las

muestras que estamos observando.

4. Los pozos fueron observados en un microscopio de fluorescencia (ZOE Cell
Imager, Bio-rad, Estados Unidos) para analizar la adherencia celular sobre los
discos de zirconia a las 24, 48 y 72 horas de haber sido sembrados, sin realizar
cambio de medio de cultivo (Figura 13B).

5. Se capturaron imagenes en tres puntos aleatorios de cada muestra (Figura 14).
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Figura 14. Capturas de pantalla obtenidas del microscopio de fluorescencia (ZOE). Imagenes donde
se aprecian los fibroblastos gingivales humanos sobre las superficies de zirconia UTML (A), STML (B) y
HT (C) observadas cada 24 horas. Todas las muestras tienen una Ralisa segun la clasificacién de Yang.
Las células no fueron tefiidas, por lo tanto, las formas nitidas e iluminadas corresponden al nucleo y al

citoplasma de los fibroblastos.

6. Lasimagenes de fluorescencia se analizaron en el programa ImageJ para obtener
cuantificacion y tamafio de las células.

7. Se obtuvo un promedio de la cantidad y tamafio de las células en cada uno de los
discos y se capturaron los datos en una tabla de Microsoft Excel para

posteriormente realizar el analisis descriptivo en el software Jamovi.
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Imagenes propias
Figura 15. Imagenes de microscopio de fluorescencia. Imagenes obtenidas del microscopio de
fluorescencia (ZOE) con luz blanca y con luz fluorescente verde en zonas del medio de cultivo sin disco

de zirconia. Cuando se aplica luz blanca se puede observar la forma fusiforme de los fibroblastos formada

49



por las fibras de colageno, mientras que, bajo luz verde, se pierde la visibilidad de las extensiones de las

fibras de colageno y no es posible apreciar su forma alargada, dificultando su identificacién.

8.9 Andlisis estadistico

Se llevo a cabo la estadistica descriptiva y distribucion de los datos tanto de la longitud
como de la proliferacién celular comparando los 3 grupos de zirconia y los 3 tiempos,
utilizando el software Jamovi. Al haber obtenido una distribucion normal de los datos, se
realizé la prueba de analisis de la varianza ANOVA y pruebas de Post Hoc tanto para la

proliferacion celular y tamafio de las células.
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9. RESULTADOS

9.1 Rugosidad

Los resultados del perfilbmetro por grupo se ven representados en la tabla 3.

Tabla 3. Rugosidad (Ra) de superficie de los discos de zirconia representada en pm.

Tipo de zirconia Ra
UTML 0.18 £ 0.02
STML 0.21+£0.10

HT 0.17 £0.02

9.2 Longitud de las células

Se realizé un analisis descriptivo de los datos recabados de las longitudes de los
fibroblastos gingivales humanos durante las 72 horas de este estudio. En el grupo UTML
se encontrd que la longitud promedio de los fibroblastos adheridos a los discos fue de
22.1 um a las 24 horas, 23.6 um a las 48 horas y de 22.8 a las 72 horas. Para el grupo
STML se encontraron longitudes promedio de 24.2 ym, 25.5 um y 29.4 um a las 24, 48
y 72 horas. Mientras que los resultados en el grupo HT fueron de 28 pm, 22.7 umy 28.2
um respectivamente. Se obtuvo un error estdndar de Kurtosis normal en la mayoria de
los 3 grupos durante las 24, 48 y 72 horas. El inico momento donde se obtuvo un error
estandar de Kurtosis > 2, fue en el grupo STML a las 24 horas (2.02). Al ser el Unico valor
>2 de los 3 grupos durante los 3 tiempos observados, se determiné que tuvimos una
distribucién normal de los datos, por lo que realizamos analisis de varianzas (ANOVA) y
pruebas Post Hoc (tabla 4).

Tabla 4. Andlisis estadistico de la longitud de los fibroblastos gingivales humanos comparando los grupos
UTML, STML y HT.

Longitud de las células

Tipo de zirconia Media (DE)
24 h 48 h 72 h
UTML 22.1 23.6 22.8
STML 24.2 25.5 294
HT 28.0 22.7 28.2
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Tabla 5. Comparativa de ANOVA para los tres tipos de zirconia para los diferentes tiempos.

Tipos de zirconia p 24 p48h p72h
UTML
STML
0.131 0.638 0.181
HT
Tabla 6. ANOVA de la longitud celular a las 24 horas.
Suma de cuadrados gl  Media cuadratica F P
Tipo de zirconia 177 2 88.6 2.19 0.131
Residuos 1093 27 40.5
Tabla 7. Prueba Post Hoc de la longitud de las células a las 24 horas.
Comparacion
Tipo de zirconia Tipo de zirconia Diferencia de medias EE gl t Ptukey
UTML - STML -2.09 285 270 -0.735 0.745
- HT -5.87 285 270 -2.064 0.116
STML - HT -3.78 285 270  -1.329 0.392
304 I
: |
T il 0
20 - il | I
T
10 1 201 ‘
0 10
U T‘M L S T’ML HIT U T‘M L S T’ML HIT

Tipo de zirconia

Tipo de zirconia

Figura 16. Barras de error y diagrama de error de la longitud de los fibroblastos a las 24 horas.
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Los resultados de ANOVA a las 24 horas no demostraron una diferencia significativa en
la longitud celular (p > 0.05) al igual que las pruebas de Post Hoc (Tabla 6y 7, figura
16).

Tabla 8. ANOVA de la longitud celular a las 48 horas.

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F p
Tipo de zirconia 40.5 2 20.3 0.457 0.638
Residuos 1196.8 27 44.3

Tabla 9. Pruebas Post Hoc de la longitud celular a las 48 horas.

Comparacion

Tipo de zirconia Tipo de zirconia  Diferencia de medias EE gl t Ptukey
UTML - STML -1.869 2.98 27.0 -0.628 0.806
HT 0.926 2.98 27.0 0.311 0.948
STML - HT 2.795 2.98 27.0 0.939 0.621
40
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Figura 17. Barras de error y diagrama de error de la longitud de los fibroblastos a las 48 horas.

Los resultados de ANOVA a las 48 horas no demostraron una diferencia significativa en

la longitud celular (p > 0.05) al igual que las pruebas de Post Hoc (Tabla 8 y 9, figura
17).

53



Los resultados de ANOVA a las 72 horas no demostraron una diferencia significativa en

la longitud celular (p > 0.05) al igual que las pruebas de Post Hoc (Tabla 10 y 11, figura

17).

Tabla 10. ANOVA de la longitud celular a las 72 horas.

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F p
Tipo de zirconia 245 2 122.4 1.82 0.181
Residuos 1812 27 67.1
Tabla 11. Pruebas Post Hoc de la longitud celular a las 72 horas.
Comparacion
Tipo de zirconia Tipo de zirconia  Diferencia de medias EE gl t Ptukey
UTML - STML -6.57 3.66 27.0 -1.792 0.191
HT -5.38 3.66 27.0 -1.468 0.322
STML - HT 1.19 3.66 27.0 0.325 0.944
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Figura 18. Barras de error y diagrama de error de la longitud de los fibroblastos a las 72 horas.
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9.3 Proliferacién celular

Para determinar la cantidad de células adheridas a la superficie del disco de zirconia se
realizaron 3 capturas de pantalla del microscopio de fluorescencia por cada una de las
muestras cada 24 horas. Se realizo el conteo de las células con ayuda del software
ImageJ y se calculé el area de las imagenes obtenidas del microscopio, que
correspondian a un largo de 1000 um x 750 pm de ancho. Se calcul6 el area del circulo
conformado por una de las caras del disco, y su area fue dividida entre el area de la

imagen del microscopio, resultando en 67.02.

Al terminar el conteo celular de las tres imagenes de cada muestra, se promedié el total
de células entre 3 para posteriormente multiplicarlo por 67.02, cantidad de veces que
corresponderia el area de cada imagen dentro de la superficie del disco. Se repitid el
proceso con cada una de las muestras cada 24 horas y los datos fueron capturados en

una tabla de Excel, después, elaboramos el andlisis estadistico con el software Jamovi.

El promedio de células adheridas a los discos de zirconia para el grupo UTML fue de
214, 386 y 427 cada 24 horas, resultando en un aumento de la proliferacion celular para
este grupo. El grupo STML tuvo una proliferacion celular de 286, 293 y 351 fibroblastos
alas 24, 48 y 72 horas respectivamente. Y en el grupo HT se observaron 194, 201 y 469
cada 24 horas. Los 3 grupos demostraron un aumento en la proliferacion de fibroblastos
gingivales humanos durante el tiempo. A las 24 horas hubo mayor proliferacién en las
muestras del grupo STML, a las 48 horas hubo mayor proliferacién en los discos UTML
y finalmente, a las 72 horas, el grupo HT tuvo el mayor nimero de células adheridas. Se
obtuvo uno distribucion normal de los datos en el analisis descriptivo con un error
estandar de Kurtosis de 1.33, por lo que se realizd andlisis de ANOVA y pruebas de Post

Hoc.

Tabla 12. Andlisis estadistico de la longitud de los fibroblastos gingivales humanos comparando los grupos
UTML, STML y HT.

Proliferacion celular

Tipo de zirconia Media (DE)
24 h 48 h 72 h
UTML 73.9 213 249
STML 105 126 121
HT 71.5 116 123
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Tabla 13. ANOVA de la proliferacion celular a las 24 horas.

Suma de cuadrados gl Media cuadratica F P
Tipo de zirconia 46347 2 23174 3.23 0.055
Residuos 193691 27 7174

Tabla 14. Pruebas Post Hoc de la proliferacion celular a las 24 horas.

Comparacion

Tipo de zirconia Tipo de zirconia Diferencia de medias EE gl t Ptukey
UTML - STML -71.5 379 270 -1887 0.162

- HT 20.1 379 270 0.531 0.857
STML - HT 91.6 379 270 2418  0.057

De acuerdo con la prueba de ANOVA no se encontraron diferencias significativas (p >
0.05) en la cantidad de células adheridas a los discos de zirconia de los 3 grupos a las

24 horas (p > 0.05) (tabla 13 y 14, figura 19).
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Figura 19. Barras de error y diagrama de error de la proliferacién celular a las 24 horas.
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Tabla 15. ANOVA de la proliferacion celular a las 48 horas.

Suma de cuadrados gl  Media cuadratica F
Tipo de zirconia 171915 2 85957 3.45 0.046
Residuos 673253 27 24935
Tabla 16. Pruebas de Post Hoc de la proliferacién celular a las 48 horas.
Comparacion
Tipo de zirconia Tipo de zirconia Diferencia de medias EE gl t Ptukey
UTML - STML 93.8 706 270 133 0392
- HT 1854 706 270 263 0.036
STML - HT 91.6 706 270 130 0409

A las 48 horas si se encontraron diferencias significativas (p < 0.05) en la proliferacion

celular entre el grupo UTML y el grupo HT. Mientras que el grupo UTML y STML (p >

0.05) no hubo diferencia significativa, al igual que entre los grupos STML y HT (p > 0.05)

(tabla 15y 16, figura 20).
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Figura 20. Barras de error y diagrama de error de la proliferacion celular a las 48 horas.
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Tabla 17. ANOVA de la proliferacion celular a las 72 horas.

Suma de cuadrados gl  Media cuadratica F P
Tipo de zirconia 71967 2 35983 1.17 0.325
Residuos 827966 27 30665

Tabla 18. Pruebas Post Hoc de la proliferacion celular a las 72 horas.

Comparacion

Tipo de zirconia Tipo de zirconia Diferencia de medias EE gl t Ptukey

UTML - STML 76.0 783 270 0.970  0.602
- HT -42.4 783 270 -0.542 0851

STML - HT -1184 783 270 -1512 0301

De acuerdo con la prueba de ANOVA no se encontraron diferencias significativas (p >
0.05) en la cantidad de células adheridas a los discos de zirconia de los 3 grupos a las
72 horas (p > 0.05) (tabla 17 y 18, figura 21).
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Figura 21. Barras de error y diagrama de error de la proliferacion celular a las 72 horas.
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10.DISCUSION

La zirconia ha demostrado buenos resultados estéticos y mayor biocompatibilidad
comparado con otros materiales restauradores metélicos. Estos materiales estan
dirigidos a restauraciones definitivas a largo plazo, por lo que estaran en contacto directo
con los tejidos bucales a partir del momento en el que se es cementada o atornillada la
restauracion. Es por este motivo que se requiere de materiales compatibles con los
tejidos y, que, al mismo tiempo, no permitan la adherencia o acumulacién de placa

dentobacteriana.

Este estudio evalué la viabilidad celular de fibroblastos gingivales humanos sobre discos
de zirconia de diferente traslucidez. Se analiz6 la rugosidad de la superficie después del
pulido, longitud y proliferacién celular de fibroblastos gingivales humanos. Las células
fueron obtenidas por medio de biopsias de pacientes sanos para realizar un cultivo
primario siguiendo protocolos realizados por otras investigaciones similares
(16,33,54,55) y por técnicas establecidas para la obtencion de cultivos primarios
(38,40,44,56), a partir del cual, se subcultivaron hasta obtener la confluencia adecuada
para poder desarrollar la investigacion. Se mantuvieron en condiciones artificiales
mimetizando las condiciones in vivo. Posteriormente, el conteo celular se realizd
utilizando el programa ImageJ siguiendo un protocolo automatizado sugerido en
investigaciones anteriores (57). Debido a las caracteristicas de los fibroblastos
observados sobre los discos de zirconia, no fue posible realizar el conteo de forma
automatizada en su totalidad, pero se realizé el conteo y la medida de longitud de las
células calibrando la medida de referencia facilitada por la imagen del microscopio. Las
muestras de zirconia no mostraron fluorescencia intrinseca al ser observados tanto en
luz UV como en el microscopio de fluorescencia, y fue posible observar las células
adheridas a los discos sin la necesidad de realizar una tincion. Debido a esto, solo fue
posible apreciar areas irregulares bien delimitadas y brillosas, que corresponden al
nacleo y al citoplasma de los fibroblastos gingivales humanos sin lograr ver la forma
fusiforme caracteristica de esta linea celular. Por lo tanto, no se pudo continuar con la

determinacién del grado de citotoxicidad.

El analisis de la rugosidad de la superficie fue realizado en un perfildmetro después de

pulir las muestras con instrumentos rotatorios siguiendo el protocolo de pulido de 3 pasos
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de la marca SS White (Filadelfia, Estados Unidos). Se utilizé una distancia de
desplazamiento de 0.25 um en tres puntos aleatorios en ambas caras de las muestras,
recorriendo una distancia total de 1.25 pm. Obteniendo una Ra promedio de 0.18 pm,
0.21 umy 0.17 um para los grupos UTML, STML y HL respectivamente. Segun Yang Y
y cols., la rugosidad de las superficies se puede clasificar en cuatro tipos: lisa (0.0-0.4
pum), Ligeramente aspera (0.5-1.0 um), medianamente aspera (1.0-2 um) y aspera (>2.0
pum). Por lo tanto, utilizando esta clasificacion, podemos determinar que todos los discos
tuvieron una rugosidad de superficie lisa. Se ha demostrado que necesitamos de una
rugosidad de 0.2 um para lograr un sellado estable en los tejidos periodontales (58). El
resultado obtenido en este estudio nos demuestra que los fibroblastos gingivales
humanos se comportaron mejor sobre las superficies de la zirconia STML solamente a
las 48 horas, sin encontrar diferencias significativas (p > 0.05) con los otros grupos a las
24 y 72 horas. Resultados obtenidos por autores anteriores coinciden con las
observaciones hechas anteriormente, donde resaltan que la rugosidad de la superficie
favorece la proliferacion de los fibroblastos (32,33,55), pero, a la vez, una superficie muy

rugosa puede contribuir a la formacion de placa dentobacteriana (59).

Fueron utilizados discos de zirconia de diferente nivel de traslucidez de la marca Katana
(Kuraray) multicapa, y un grupo de zirconia tradicional sin multiples capas, evaluandolos
a las 24, 48 y 72 horas en contacto con cultivos de fibroblastos gingivales humanos. A
las 24 y 72 horas se observdé mayor proliferacion celular en los grupos STML y HT
respectivamente, pero sin diferencias significativas (p > 0.05). Solamente se encontraron
diferencias significativas (p < 0.05) entre los grupos UTML y HT estudiados a las 48
horas. La hipétesis cientifica fue parcialmente aceptada debido a que se encontraron
diferencias significativas entre dos grupos solamente a las 48 horas. En cuanto al tamafio
de las células no se encontré una diferencia significativa entre los 3 grupos estudiados
durante las 72 horas destinadas a este estudio.

Segun el fabricante de nuestras muestras (Katana, Kuraray), las tabletas de zirconias
utilizadas tienen distinto contenido mineral, estando constituidas por 0xido de hafnio,
oxido de zirconio y Oxido de itrio. La zirconia UTML tiene una traslucidez de 43% con un
contenido del 87-92% de ZrO2 + HfOz2, 8-11% de Y202; la zirconia STML contiene ZrOz2

+ HfO2 en un 88-93% y de un 7-10% de Y202; mientras que la zirconia HT sin estratos
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logra hasta un 45% de traslucidez. Segun otro estudio, en el cual, evaluaron la resistencia
a la fractura de las cuatro marcas de zirconia traslicida mas comunes, mencionan la
composicién quimica de estas: Amann Girrbach con una traslucidez de 30% (ZrOz2, 4-
5.6% de Y203, 5% de HfO2, 0.5% de Al203), Cercon HT con una traslucidez de 41%
(ZrO2, 5% de Y203, <3% de HfO2), Cercon XT con traslucidez de 49% (ZrO2, 9% de Y20s3,
<3% de HfO2) y, finalmente, Vita YZ XT que logra una traslucidez del 50% (ZrO2, 8-10%
de Y203, 1-3% de HfO2). Mencionan que, una de las formas para obtener mayor
traslucidez en una zirconia, es aumentar el contenido de Itrio, por lo que las diferencias
en contenido de Itrio de las zirconias que utilizaron, pudo afectar en sus resultados (60).
Actualmente no existe suficiente evidencia que compare la viabilidad celular sobe
diferentes niveles de traslucidez de zirconia. Es por eso por lo que se sugiere continuar
la actual linea de investigacion comparando zirconias traslicidas de diferentes casas

comerciales y relacionar los resultados con su composicién quimica.

Asimismo, anteriormente se han incluido en otras investigaciones distintas variables
como la aplicacion de luz UV, distintos tratamientos de superficie para modificar la
humectabilidad, y asi, aumentar el angulo de area de contacto (16,58,61). Se sugiere
también, agregar més variables, como distintas rugosidades, tratamientos de superficie,
y considerar la aplicacion de tinciones como lo han realizado investigadores
anteriormente, para lograr observar adecuadamente la forma fusiforme de los
fibroblastos adheridos e identificarlas de forma automatizada en un software como el que
fue utilizado en este proyecto (ImageJ) y experimentar con tiempos de observacion mas

prolongados como en estudios realizados previamente (33).
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11.CONCLUSION

No hay diferencia significativa en la viabilidad de fibroblastos gingivales humanos en

zirconias de diferente nivel de traslucidez.

No hay diferencia significativa en el tamafio de los fibroblastos gingivales humanos sobre

diferentes niveles de traslucidez de zirconia.
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13. ANEXOS

Nombre del Paciente: Edad:
Teléfono:

Domicilio: Estado:
Municipio:

Por el presente autorizo al Residente de maestria en estomatologia C.D. Jesus Martin Mendoza Zepeda para que
lleve a cabo la toma de muestra de tejido gingival, el cual se encuentra asentado en la Historia Clinica. Estoy consciente
que, si surgiera cualquier circunstancia imprevisible durante el proceso en la que requiera, a su juicio, procedimientos
adicionales o diferentes de aquellos que se contemplan en este momento, le solicito y autorizé para que proceda de
la manera que considere aconsejable. El (los procedimientos (s) indicado (s) antes, lo he platicado con os alumnos y
facultativos y sé los riesgos y complicaciones que implica, me han sido explicados y comprendo perfectamente la
naturaleza y consecuencia del (los) procedimiento (s).

Me han explicado que el procedimiento es con motivo de que las muestras de tejido sean utilizadas en proyectos de
investigacion de los cuales se me han explicado también los usos, manejo y propositos del estudio.

Me han explicado que los tratamientos se realizardn bajo anestesia local, lo cual, se me va a administrar mediante una
o varias inyecciones a fin de bloquea de forma reversible la trasmision del impulso nervioso para realizar la intervencion
sin dolor. También he sido informado (a) de las posibles consecuencias de colocar cualquier tipo de anestésico
(parestesia temporal, irritacion o prurito etc.) estoy consciente y sin que nadie me presione he declarado todos mis
antecedentes en el momento. Asi mismo autorizd6 Residente de maestria en estomatologia C.D. Jesus Martin
Mendoza Zepeda para que preserve con fines cientificos, didacticos o para que se desponga de cualquier otra manera
de tejidos, partes u érganos extraidos como parte de los procedimientos autorizados previamente. Consiento que se
utilicen fotografias, videos, radiografias, presentaciones, acerca de mi caso en particular con fines educativos y de
investigacion o para publicaciones en revistas cientificas, foros, conferencias, ponencias.

Notifico que me han desglosado y explicado todo que me han explicado que el procedimiento es con motivo que las
muestras de tejido sean utilizadas en proyectos de investigacion de los cuales se me han explicado también los usos,
manejo y propositos del estudio.

Me comprometo a asistir a todas mis citas que se me requiera por parte de la Institucion y que se refieran a la
preparacion, rehabilitacion y seguimiento del (0s) acto (s) operatorio (s) en cuestién. Siendo esta una institucion
académica es obligatorio para los alumnos asistir a clases, cursos, conferencias nacionales e internacionales; por lo
que dichos eventos no tendran trabajo de clinica con el trato de pacientes.

De conformidad con lo dispuesto en la ley 21/2000 de 29 de diciembre de Derechos de Informacion Concernientes a
la Salud y la Autonomia del Pacientes y la Documentacion Clinica de Rehabilitacion Oral de la Maestria de
Estomatologia con Terminal en Rehabilitacién Oral de la Facultad de Estomatologia de la BUAP: ubicada en la 31
poniente 304, col. Volcanes de Puebla Pue. Es la responsable de recabar sus datos personales, del uso que se le dé
a los mismos y de si proteccion, haciendo extensiva esta responsabilidad a todos sus empleados y colaboradores.

LUGAR Y FECHA:

NOMBRE Y FIRMA DEL MEDICO TRATANTE NOMBRE Y FIRMA DEL PACIENTE

NOMBRE Y FIRMA DE TESTIGO
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