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RESUMEN

La hidroxiapatita (HA) es un fosfato de calcio que constituye el principal
componente mineral de los tejidos 6seos y dentales. Debido a su biocompatibilidad
y similitud con la estructura del hueso humano, 1a HA se ha utilizado ampliamente
en la reparacién y regeneracioén de tejidos mineralizados, como huesos y dientes.
Este material es particularmente valioso en aplicaciones biomédicas, como la
regeneracion 6sea en casos de atrofia de los maxilares causada por la pérdida
dentaria, donde se utiliza para reconstruir el volumen 6seo perdido y permitir la
colocacién de implantes dentales. Ademds, la hidroxiapatita ya se emplea en
tratamientos dentales para mejorar la mineralizacion del esmalte, fortalecer los

dientes y reducir la sensibilidad dental.

En este estudio, se buscé mejorar las propiedades de la hidroxiapatita
mediante la incorporacién de germanio (Ge), un elemento conocido por sus
propiedades antioxidantes y por su potencial para promover la regeneracién
tisular. Para ello, se enriqueci6 la hidroxiapatita con germanio utilizando presién
isostdtica en frio. Esta técnica permiti6 mejorar varias propiedades clave del
biomaterial, tales como la solubilidad, la rigidez, la retencién de agua y la
biodegradabilidad. La mejora de estas propiedades es crucial para asegurar que el
material no solo sea estructuralmente sélido, sino también que se integre y se
degrade de manera controlada en el cuerpo, promoviendo asi una mejor

regeneracion tisular.

El estudio se dividi6 en tres fases principales. En la primera fase, se realiz6 la
sintesis del biomaterial enriquecido con germanio. En la segunda fase, se llevaron
a cabo estudios in vitro para evaluar las propiedades fisicoquimicas y biolégicas
del material. En esta etapa, se evaluaron la liberacién de farmacos, la adherencia de
proteinas y la formacién de capas de apatita en cultivos de células madre
mesenquimales de médula 6sea (BM-MSCs). Los biomateriales de HA-Ge

mostraron potencial para la reparacion y regeneracién de tejidos mineralizados.
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Finalmente, en la tercera fase, se avanzé hacia una evaluacién clinica
preliminar en humanos, enfocada en observar el comportamiento del material en
condiciones reales, especificamente su efectividad en la reduccién de Ia
sensibilidad dentaria al utilizar hidroxiapatita enriquecida con germanio. Los
resultados clinicos mostraron una mejora significativa, con una tasa de efectividad
del 40% enla reduccién de la hipersensibilidad dentinaria. Estos hallazgos sugieren
que los biomateriales de hidroxiapatita enriquecidos con germanio podrian ser una
opcién prometedora para la reparaciéon y regeneracion de tejidos mineralizados,

incluso en el contexto de la sensibilidad dentinaria.

PALABRAS CLAVE

Hidroxiapatita; liberacion de farmacos, células madre mesenquimales,
adherencia de proteinas, hipersensibilidad dentinaria, Ge-132, Germanio,
tratamiento sensibilidad, sensibilidad.
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ABSTRACT

Hydroxyapatite (HA) is a calcium phosphate that constitutes the main
mineral component of bone and dental tissues. Due to its biocompatibility and
similarity to the structure of human bone, HA has been widely used in the repair
and regeneration of mineralized tissues, such as bones and teeth. This material is
particularly valuable in biomedical applications, such as bone regeneration in cases
of jaw atrophy caused by tooth loss, where it is used to rebuild lost bone volume
and allow the placement of dental implants. Additionally, hydroxyapatite is
already used in dental treatments to enhance enamel mineralization, strengthen

teeth, and reduce dental sensitivity.

This study aimed to improve the properties of hydroxyapatite by
incorporating germanium (Ge), an element known for its antioxidant properties
and its potential to promote tissue regeneration. To achieve this, hydroxyapatite
was enriched with germanium using cold isostatic pressure. This technique
improved several key properties of the biomaterial, such as solubility, stiffness,
water retention, and biodegradability. Enhancing these properties is crucial to
ensure that the material is not only structurally solid but also integrates and
degrades in a controlled manner in the body, thus promoting better tissue

regeneration.

The study was divided into three main phases: In the first phase, the
synthesis of the germanium-enriched biomaterial was performed; in the second
phase, in vitro studies were conducted to evaluate the physicochemical and
biological properties of the material, including drug release, protein adherence, and
apatite layer formation in cultures of bone marrow mesenchymal stem cells (BM-
MSCs). The HA-Ge biomaterials showed potential for the repair and regeneration

of mineralized tissues.

Finally, in the third phase, a preliminary clinical evaluation in humans was
carried out, focusing on observing the behavior of the material under real
conditions, specifically its effectiveness in reducing dental sensitivity when using

germanium-enriched hydroxyapatite. The clinical results showed significant
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improvement, with a 40% effectiveness rate in reducing dentin hypersensitivity.
These findings suggest that germanium-loaded hydroxyapatite biomaterials could
be a promising option for the repair and regeneration of mineralized tissues, even

in the context of dentin sensitivity.
Key words

Hydroxyapatite, drug release, mesenchymal stem cells, protein adhesion,
dentine hypersensitivity, Ge-132, hydroxyapatite, Germanium, sensitivity

treatment, sensitivity.
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COTM: Enzima Catecol-Ortometil-Transferasa
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I. INTRODUCCION

En la constante busqueda de soluciones innovadoras para mejorar la calidad
de vida de los pacientes que enfrentan problemas relacionados con la cavidad
bucal, se ha producido un avance significativo en el desarrollo y aplicacion de
diversas intervenciones odontologicas para dar soluciones a una amplia gama de
problemas bucales que pueden afectar la salud funcional, estética y/o psicologica
del paciente. Entre estos problemas se incluyen la caries dental, la enfermedad
periodontal, la maloclusion, la sensibilidad dentinaria, la pérdida dental y como
consecuencia atrofia de los maxilares y otras afecciones que pueden causar dolor,

incomodidad y deterioro de la calidad de vida.

Las soluciones a estos problemas van desde procedimientos restaurativos
convencionales hasta terapias mds avanzadas basadas en tecnologias emergentes y
biomateriales de vanguardia, el uso de biomateriales ha emergido como un campo
prometedor en la odontologia moderna, ofreciendo nuevas perspectivas para la

restauracion y regeneracion de tejidos dentales y dseos.

Una de las dreas mas importantes de este avance es el desarrollo de
biomateriales disefiados especificamente para promover la regeneracion de tejidos

dentales y dseos.

La investigacion en esta area ha identificado una variedad de compuestos
que muestran un potencial significativo para promover la regeneracion tisular.
Entre estos compuestos se encuentran la hidroxiapatita, el colageno, los polimeros
biodegradables y los factores de crecimiento. Estos materiales se seleccionan y
disefian cuidadosamente para imitar las propiedades naturales de los tejidos
biologicos, lo que les permite interactuar de manera efectiva con el entorno tisular

y promover la regeneracion celular.!

Por ejemplo, los biomateriales de hidroxiapatita han demostrado ser
altamente efectivos en la reconstruccion de defectos 6seos y la regeneracion de

tejidos periodontales.
La hidroxiapatita (HA) es un componente mineral natural del tejido 6seo,

proporciona un entorno favorable para la formacion de hueso nuevo al tiempo que

facilita la integracion con los tejidos circundantes. Estos biomateriales son capaces
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de estimular la actividad celular y la deposicién de matriz extracelular, lo que

conduce a una regeneracion tisular efectiva y duradera.?

Este biomaterial ampliamente utilizado en aplicaciones biomédicas debido a
su similitud estructural con el tejido 6seo humano y su capacidad para promover
la regeneracion tisular. Se han desarrollado diversas modalidades de materiales de
hidroxiapatita, que incluyen andamios, injertos, matrices tridimensionales e
hidrogeles, con el objetivo de potenciar su rendimiento bioldgico. Ademas, se ha
demostrado que los andamios de hidroxiapatita son capaces de liberar de manera
controlada factores de crecimiento y medicamentos, lo que los convierte en

excelentes candidatos para aplicaciones de liberacion de farmacos dirigidas.?

Los biomateriales de hidroxiapatita se caracterizan por su capacidad para
proporcionar un entorno propicio para la adhesion celular, la proliferacion y la
diferenciacion, lo que los hace ideales para su uso en la ingenieria de tejidos y la

medicina regenerativa.*

Para optimizar atin mas su funcionalidad y aplicabilidad, estos biomateriales
frecuentemente se combinan con otros materiales biologicos o sintéticos. Entre ellos
se encuentran la fibroina de seda, que aporta resistencia mecanica y flexibilidad; la
celulosa, conocida por su robustez y biodegradabilidad; el alginato, que es til por
su capacidad de gelificacion y su compatibilidad biologica; y el acido polilactico,
que es valorado por su degradabilidad y su seguridad en aplicaciones médicas.

También se utilizan polimeros como la poli(e-caprolactona), que se degrada
lentamente y es 1util en estructuras de soporte de largo plazo; el
polimetilmetacrilato, ampliamente usado en odontologia y ortopedia por su
estabilidad y facilidad de manipulacién; y combinaciones naturales de colageno
con gelatina o quitosano, que no solo mejoran la biocompatibilidad, sino que

también replican aspectos criticos de la matriz extracelular natural.>6”

Estas mejoras en los biomateriales de hidroxiapatita no solo amplian sus
aplicaciones médicas, sino que también ayudan a disefiar soluciones mas eficaces
y personalizadas para la regeneracion de tejidos, lo que supone un avance
importante en el tratamiento de diversas condiciones y enfermedades que

involucran dafio o pérdida de tejidos.

Con los avances en germanio orgdnico y nanotecnologia, este material ha

demostrado diversas funciones biolégicas, lo que ha incrementado su potencial en
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areas como la bioquimica y la medicina, atrayendo cada vez mads la atencién de la
comunidad cientifica. En los tltimos afios, el germanio ha cobrado importancia
como material dentro de la biomedicina, mostrando perspectivas prometedoras
para su aplicacién. Sin embargo, la investigacién sobre los efectos biolégicos y los
mecanismos de accién del germanio sigue siendo limitada y adn falta una

evaluacién mds profunda y sistematica de estos aspectos.

El germanio (Ge) se destaca por ser un metaloide de origen natural
relativamente raro, cuyo simbolo quimico es Ge, perteneciente al grupo del

carbono y que se encuentra en la naturaleza en forma de minerales.®

Quimicamente, el germanio es estable y muestra similitudes estructurales y
fisicoquimicas con el diamante y el silicio (Si), ya que ambos tienen cuatro

electrones en su capa externa.’

Esto es particularmente relevante ya que confiere al germanio excelentes
propiedades semiconductoras. Debido a estas propiedades quimicas y fisicas que
combinan caracteristicas tanto metdlicas como no metdlicas el Ge fue uno de los
primeros elementos utilizados en la fabricacién de transistores y dispositivos
semiconductores, desempefiando un papel fundamental en aplicaciones en
optoelectrénica, bioquimica y medicina.

El germanio se puede clasificarse en dos formas diferentes: germanio
inorganico y orgdnico. El germanio inorganico se utiliza principalmente en la
industria como material semiconductor y en reacciones 6pticas,'’ aplicaciones en
campos tecnolégicos avanzados, como catalizadores, vidrios pticos y dispositivos
Opticos infrarrojos. '-12 Sin embargo, debido a su naturaleza hidrofébica, el

germanio inorgdnico rara vez se emplea en aplicaciones biomédicas.

En el dmbito de la biomedicina, el germanio ha suscitado un interés
considerable por parte de los investigadores. Este interés no solo se debe a sus
propiedades fisicoquimicas, sino también a su potencial terapéutico evidenciado
en diversos estudios farmacolégicos.

Ademds, se reconoce al germanio como un oligoelemento crucial, esencial

para mantener el funcionamiento normal del sistema inmunolégico y

desempefiando un papel clave en la prevencién de enfermedades.*!*

Se ha observado que los compuestos de germanio presentan una serie de

efectos biolégicos beneficiosos, comenzando con su actividad antimicrobiana, que
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les permite combatir una amplia gama de microorganismos patdgenos,
contribuyendo a la proteccién frente a infecciones. Estos compuestos muestran
propiedades antivirales, siendo ttiles tanto en el tratamiento como en la
prevencién de enfermedades virales, al inhibir la replicacién de los virus en el
organismo. En el &mbito de la salud celular, los compuestos de germanio también
presentan efectos antioxidantes significativos, al eliminar los radicales libres que
pueden dafiar las células y tejidos, contribuyendo a la reduccion del estrés
oxidativo. Otra de sus propiedades destacadas es la capacidad de producir lipidos
hipoglucemiantes, lo que puede ayudar a regular los niveles de glucosa en sangre.

Finalmente, se ha demostrado que estos compuestos tienen efectos
antitumorales, mostrando la capacidad de inhibir el crecimiento y la proliferacién
de ciertos tipos de células cancerosas, lo que podria ser 1til en el desarrollo de
tratamientos oncoldgicos. Finalmente, el germanio también estimula el sistema
hematopoyético, promoviendo la produccién de células sanguineas, lo que puede
ser beneficioso en situaciones de anemia o debilitamiento del sistema
inmunolégico. Estos efectos combinados resaltan el potencial terapéutico del

germanio en diversas dreas de la medicina.’®

Por otro lado, la falta de germanio en el organismo se ha relacionado con el
desarrollo de diversas enfermedades, siendo uno de los factores importantes en la
aparicion de cancer. Esta deficiencia puede alterar varios procesos bioldgicos clave,
como la regulacidn del sistema inmunolédgico y la actividad antioxidante, lo que
podria contribuir a la proliferacion de células anormales y la formacion de tumores.
En este sentido, se ha observado que niveles bajos de germanio en el cuerpo
podrian aumentar la vulnerabilidad a ciertos tipos de cancer al interferir con
mecanismos de defensa natural del organismo, como la eliminacion de radicales

libres y la regulacion de la inflamacion.!

Ademas, el germanio ha demostrado tener efectos inmunomoduladores, una
propiedad valiosa que puede ayudar a regular o modificar las respuestas del
sistema inmunoldgico, lo que es crucial en el tratamiento de enfermedades
autoinmunes y en la mejora de la respuesta inmune general. Otro aspecto notable
de sus capacidades es su funcién eritropoyética, es decir, su capacidad para
estimular la produccién de globulos rojos, lo cual es beneficioso en condiciones de

anemia o debilidad general del organismo.”
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En la oncologia, diferentes derivados de germanio han demostrado tener
efectos antitumorales mediante la inhibicion de la proliferacion de células
cancerosas y la induccion de apoptosis, es decir, la muerte programada de estas
células’®, la hemocompatibilidad, se refiere a la capacidad de un material de
interactuar favorablemente con la sangre, los compuestos de germanio han sido
investigados por su potencial para ser utilizados en dispositivos médicos
implantables como stents o prétesis, que requieren una integracién sin

complicaciones con los tejidos sanguineos.!”

La utilizacion de germanio en el tratamiento de la hepatitis cronica también
ha sido objeto de estudio, con investigaciones que apuntan a su efectividad para

mejorar las funciones hepaticas y reducir la carga viral en los pacientes.?

Ademas, la capacidad del germanio para estimular la hematopoyesis, el
proceso de produccion de células sanguineas, lo hace valioso en el manejo de
enfermedades y condiciones que afectan la produccion de sangre?, y para
estimular el sistema inmunolédgico, los compuestos de germanio, como el
sesquioxido de germanio carboxietilo, han demostrado impactar positivamente la
inmunidad mediante la activacion de células clave del sistema inmune, como los
macrofagos y las células natural killer (NK). Estas células desempefian un papel
crucial en la respuesta inmune innata, la primera linea de defensa del cuerpo contra
infecciones y tumores. La estimulacion de estas células puede resultar en una

respuesta inmune mas robusta y efectiva.?

La actividad bioldgica del Ge depende de la forma quimica y en la mayoria
de los casos, los compuestos especificos de germanio como el sesquidxido de
germanio carboxietilo ((GeCH2CH2COOH)203), espirogermanio, y el lactato-
citrato de germanio han sido los mas estudiados en este contexto. Estas moléculas
varian en sus estructuras y como consecuencia, en sus interacciones con el cuerpo

humano, lo que puede influir significativamente en su efectividad y seguridad.

Una de las propiedades mas valoradas del germanio en las aplicaciones
biomédicas es su capacidad antioxidante, acompafiada de su biocompatibilidad e
inmunomodulacién. Estas caracteristicas hacen del germanio un candidato
destacado para multiples aplicaciones terapéuticas. Sin embargo, es crucial
distinguir entre sus diferentes formas quimicas, ya que compuestos especificos

como el germanio hidruro (GeH4), diéxido de germanio (GeO2), y cloruro de
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germanio (GeCl4) han demostrado niveles de toxicidad que podrian limitar su
utilidad clinica. A pesar de estos desafios, la investigacién demuestra que cuando
se utilizan formas seguras de germanio, sus beneficios pueden ser

significativamente aprovechados sin comprometer la seguridad del paciente.!

Varios investigadores han utilizado el Ge como un farmaco potencial cargado

con otros polimeros para explorar su aplicabilidad en la regeneracion de tejidos.

En un estudio reciente, el Ge se incorpord como sustancia bioldégicamente
activa con peliculas de grafeno para estabilizar las propiedades fisicoquimicas, la
conductividad eléctrica y las propiedades superficiales. Sus resultados revelaron
que el grafeno incorporado con Ge tenia una mayor actividad bioldgica al aumentar
la expresion génica de marcadores osteogénicos en las células madre
mesenquimales (MSC). % Los efectos beneficiosos del Ge sobre las MSC se

informaron recientemente con o sin la incorporacion de otros polimeros.?*

En los ultimos afos, gracias al avance de la nanotecnologia, el germanio
nanostructurado ha emergido como un material biomédico prometedor con una
gran variedad de aplicaciones potenciales. A diferencia de otros materiales, el
nano-germanio presenta propiedades fisicas y quimicas muy similares al nano-
silicio, lo que le otorga una gran versatilidad en el campo de la biomedicina.
Ademads, una de sus caracteristicas mas destacadas es su bioafinidad, lo que
significa que no contiene impurezas toxicas, lo que lo hace seguro para su uso en
aplicaciones bioldgicas y médicas.?> También es altamente soluble en agua®, lo que
facilita su integracion y transporte en sistemas biologicos. Estas propiedades hacen
que el germanio sea una opcion atractiva para una amplia gama de aplicaciones
biomédicas, como en la creacidon de biosensores que permiten la deteccion precisa
de biomarcadores en el cuerpo, en técnicas de imagenes biomédicas que ayudan a
visualizar procesos bioldgicos a nivel molecular y celular, y en terapias que
aprovechan sus efectos terapéuticos para tratar diversas enfermedades.? % La
capacidad del nano-germanio para interactuar con tejidos bioldgicos de manera
eficiente y sin causar efectos adversos ha hecho que despierte un interés creciente

en el campo de la investigacion biomédica.

Aunque el Ge ha estado disponible comercialmente durante varias décadas,
recientemente ha despertado interés en el tratamiento de ciertas enfermedades. Por

ejemplo, los compuestos organogermanio se han utilizado para tratar el VIH, el
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cancer, donde se ha explorado su potencial para mejorar la eficacia de los
tratamientos antirretrovirales y potencialmente reducir los efectos secundarios

asociados con los medicamentos convencionales.

Hasta ahora, no se ha explorado el efecto combinado de Ge y HA. El elemento
Ge, como buen conductor, y la HA, como componente principal de los huesos
(55%), son materiales prometedores para la regeneracion de tejidos y la capacidad
de auto curacion al transmitir sefiales en células bioldgicas. Por lo tanto, es
necesario comprender el efecto potencial de Ge combinado con HA en aplicaciones

biomédicas.

Como iniciativa, este estudio tuvo como objetivo optimizar la composicion
adecuada de HA y Ge para la biocompatibilidad del crecimiento de las células
madre mesenquimales de médula dsea (BM-MSCs). Con este proposito, se prenso
en frio isotropicamente la HA sintetizada en estado solido con Ge para fabricar
biomateriales y se investigaron su liberacion de farmacos, adhesion de proteinas,

deposicién mineral y biocompatibilidad para el crecimiento de BM-MSCs.
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II. ANTECEDENTES

2.1. GERMANIO ORGANICO

El Germanio (GE), es un oligoelemento no esencial de origen natural, que

habia sido predicho por Mendeleev en su tabla periddica, su simbolo es Ge nimero

atomico 32, peso atomico 72,60, densidad 5,36 y valencia 4.

Se encuentra en el suelo, rocas, agua dulce, plantas (como ginseng, aloe y ajo)

y la mayoria de los alimentos, en pequefias cantidades.?

Tabla 1 Contenido el Germanio en plantas medicinales (1 ppm=0,0001%)3*

Medicinal plants Germanium |Medicinal plants Germanium  content,
content, ppm ppm
Ganoderma lucidum 800 ~2000 [Lithospermum 88
erythrorhizon root
Ginseng 250~320 |Aloe leaves 77
Sophora subprostrata 257 Comfrey 152
Myrobalan 262 Garlic 754
Trapa japonica 239 Aralia cordata 72
Lycium chinense 124 Sulcaria sulcata 255
Wisteria floribunda 108 Schistostega pennata 15 ppm
Coix seeds 50

Fuente: Adaptado de Kazuhiko A, Kazuo M. Organogermanium compounds.
Japan Patent 46-2964. 1971.%
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De acuerdo con la clasificacién adoptada en biogeoquimica, el germanio se
refiere a los microelementos, su contenido es normalmente (10) -6% - (10) -5% del
peso corporal de una persona. El germanio se encuentra en muchos érganos del
cuerpo humano (bazo, higado, estémago, pancreas, cerebro, etc.). En particular, el

contenido en tejido muscular es (0.14x10) -4%, el contenido en la sangre es 0.44 mg.

Schroeder y Balassa documentaron la presencia de germanio en todas las

plantas, animales y organismos vivos.*

En el afio 1886 el Germanio Fue descubierto por un quimico aleman, llamado
Clemens Winkler, quién le otorgd el nombre de “Germanio” en honor a Alemania
(Germania), su pais natal. En 1948, fue utilizado por sus propiedades
semiconductoras por los laboratorios U.S. Bell y desempefié un papel importante

en el desarrollo de la industria de la electréonica de semiconductores.

Figura 1. Estructura del Ge-132. Elaboracién propia.

El desarrollo de derivados orgdnicos hidrosolubles del germanio estd
vinculado al Instituto de Quimica Organica N.D. Zelinsky de la Academia de
Ciencias de Rusia (ZIOC RAS) y sus destacados cientificos. En 1965, el Profesor S.P.
Kolesnikov descubrié la primera serie de derivados hidrosolubles mediante la
reaccion de hidrdlisis del aducto HGeCls con ciclohexanona o metacrilato de

metilo.3! 32

Posteriormente, en 1967, el Profesor V.F. Mironov, un antiguo investigador
del instituto, sintetiz6 otro compuesto estable hidrosoluble: el
bis(carboxietilgermanio) sesquiéxido (Ge-132), que sigue siendo el compuesto de

germanio mds reconocido hasta la fecha.®3

Desde 1976, el académico japonés Kazuhiko Asai fue el primero en identificar

el potencial terapéutico del Ge-132 35337
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El Ge-132, conocido quimicamente como Sesquioxido de 2-
carboxietilgermanio, destaca por ser un compuesto de germanio organico con
propiedades tnicas que facilitan su uso en diversas aplicaciones, incluyendo la
suplementacion dietética. Una de las caracteristicas mas notables del Ge-132 es su
solubilidad en agua, lo que facilita su absorcién y utilizacion en el cuerpo humano.
Esta solubilidad es crucial para su eficacia como suplemento, permitiendo que se

disperse rapidamente y se administre de manera eficiente a nivel celular.

Ademas, el Ge-132 es conocido por su baja toxicidad, lo que lo hace seguro
para el consumo humano dentro de las dosis recomendadas. Diversos estudios han
evaluado la toxicidad de este compuesto, encontrando que es considerablemente
menor en comparacion con otros compuestos de germanio, especialmente los
inorganicos. Esta baja toxicidad se debe, en parte, a su estructura quimica
especifica, que permite que el cuerpo lo procese sin acumular niveles dafiinos, no
se observaron toxicidad sistémica ni anomalias renales.?%

La combinacion de baja toxicidad y alta solubilidad hace del Ge-132 un
candidato ideal para estudios mas profundos y aplicaciones en el campo de la salud
y nutricion. Estas propiedades son especialmente valoradas en el contexto de
suplementos dietéticos, donde la seguridad y la eficacia son de suma importancia.
La investigacion continua sobre el Ge-132 podria revelar atin mas beneficios y usos

potenciales, solidificando su posicion como un suplemento valioso y seguro.
Actualmente, los compuestos orgdnicos hidrosolubles de germanio han

encontrado aplicaciones como suplementos o aditivos alimentarios en productos
cosmético. * En particular, el Asaigermanio demuestra diversas actividades
biolégicas y muestra un gran potencial en funciones medicinales diversas. Por
ejemplo, exhibe posibilidades en el tratamiento de afecciones asociadas al estrés
oxidativo, trastornos autoinmunes, efectos antitumorales, asi como propiedades

antibacterianas y antivirales.*

2.2. ORIGEN Y ESTRUCTURA

El germanio es un elemento quimico que ha sido objeto de investigacion en

relacion con posibles efectos en la salud. Sin embargo, es importante destacar y
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diferenciar el germanio organico (Ge-132) del germanio inorganico ya que hay
muchas diferencias y por eso existen cierta controversia y falta de consenso

cientifico sobre sus beneficios y riesgos.

El germanio organico (Ge-132) y el germanio inorganico son formas
diferentes de germanio que tienen distintas propiedades y aplicaciones en la

industria y la medicina.

El germanio organico, conocido como Ge-132, es un compuesto organico que
ha despertado interés en la comunidad cientifica debido a sus posibles beneficios
para la salud. Este compuesto se caracteriza por contener germanio en forma de
germanio organico bioasimilable, lo que significa que puede ser absorbido y
utilizado por el cuerpo de manera eficiente. Se ha observado que el germanio
organico estd ligado a grupos organicos, como metilos o carboxilos, lo que facilita
su absorcion en el tracto gastrointestinal y su distribucion a través del torrente

sanguineo.#24344

El germanio organico se ha estudiado por sus posibles efectos antioxidantes
y antiinflamatorios, asi como por su capacidad para modular el sistema
inmunologico y mejorar la funcidon celular. Estos efectos se atribuyen a su
capacidad para actuar como donante de electrones, neutralizando los radicales

libres y reduciendo el estrés oxidativo en el cuerpo.*

Ademas, se ha sugerido que el germanio organico puede tener propiedades
anticancerigenas y antimicrobianas, aunque se necesitan mas estudios para
confirmar estos efectos y comprender mejor los mecanismos subyacentes.?>464748 A
pesar de los posibles beneficios del germanio organico, es importante tener en
cuenta que su seguridad y eficacia ain estan siendo investigadas, y su uso debe ser

supervisado por profesionales de la salud.

El germanio inorganico se diferencia del germanio organico en su forma
quimica y biodisponibilidad. A diferencia del germanio orgénico, que se encuentra
en compuestos orgdnicos, el germanio inorganico estd presente en forma de sales
minerales, como el germanio elemental o compuestos de germanio con otros
elementos inorganicos. Estas formas son menos biodisponibles y no se asimilan tan

facilmente en el cuerpo como el germanio organico.*

La biodisponibilidad limitada del germanio inorganico se debe a su

estructura quimica, que dificulta su absorcion y utilizacion por parte del
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organismo. Aunque el germanio inorganico también ha sido objeto de
investigacion por sus posibles aplicaciones terapéuticas, se ha observado que sus

efectos son menos pronunciados en comparacion con el germanio organico.

A pesar de estas diferencias, el germanio inorganico todavia se utiliza en
algunas aplicaciones industriales y tecnoldgicas, asi como en la investigacion
cientifica. Sin embargo, su potencial terapéutico y sus posibles efectos sobre la
salud humana siguen siendo objeto de estudio y debate en la comunidad cientifica.

2.1.1. Estudios toxicologicos

El germanio (Ge) es un oligoelemento necesario para la nutricién y la salud,
y tipicamente no se almacena en tejidos u érganos especificos. El germanio puede
ser consumido a través del agua potable o alimentos, 0 administrado por inyeccién.
El germanio es absorbido por el 4cido clorhidrico o enzimas y luego transportado
a tejidos y 6rganos a través del torrente sanguineo para llevar a cabo su funcién

biolégica.*

Los estudios toxicologicos sobre el germanio y sus compuestos,
especialmente el sesquidxido de carboximetilgermanio, han documentado que este
elemento puede ser rdpidamente absorbido y eliminado por el cuerpo humano, lo
que indica un perfil de bajo riesgo toxicologico. La investigacion ha demostrado
consistentemente que la toxicidad aguda del germanio en estas formas es

extremadamente baja, tanto en humanos como en modelos animales.

En estudios detallados, no se ha informado de toxicidad aguda significativa
asociada con dosis normales de sesquioxido de carboximetilgermanio en humanos.
Este compuesto, conocido por sus aplicaciones potenciales en la medicina y la
nutricion, ha mostrado una muy baja incidencia de efectos adversos debido a sus
caracteristicas quimicas que favorecen una rapida eliminacion del organismo sin

acumulacion residual significativa.

Ademads, en experimentos llevados a cabo en animales, incluso la
administracion de dosis muy altas de estos compuestos de germanio no produjo
efectos adversos significativos. Un estudio clave para evaluar la toxicidad cronica

del germanio involucrd la administracion intravenosa a perros de dosis de 125, 250
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y 500 mg/kg durante un periodo de seis meses. Los resultados de este estudio son
particularmente significativos ya que no mostraron signos de toxicidad, incluso en
las dosis mas altas administradas. Esta ausencia de efectos tdxicos adversos
demuestra la alta tolerabilidad y seguridad del germanio cuando se administra de

manera controlada y en un marco de dosis considerable.

Estos resultados sugieren que el sesquidxido de carboximetilgermanio posee
un margen de seguridad amplio, lo que lo hace adecuado para explorar su uso en

aplicaciones médicas mas amplias.*” 4

En estudios enfocados en evaluar el potencial teratogénico del germanio,
ratas fueron administradas dosis de hasta 1000 mg/kg/dia sin reportar incidencias
de teratogenicidad. Este hallazgo es critico al considerar la aplicacion del germanio

en poblaciones vulnerables y durante periodos criticos como el embarazo.

La ausencia de efectos teratogénicos en dosis tan altas proporciona evidencia
adicional sobre la seguridad del germanio, particularmente en lo que respecta a su
potencial de causar defectos de nacimiento o anormalidades de desarrollo durante

la gestacion.

La administracion de altas dosis de germanio sin inducir efectos
teratogénicos sugiere que, bajo condiciones controladas y bien reguladas, este
elemento podria ser seguro para una variedad mas amplia de pacientes, incluyendo
aquellos en condiciones especialmente sensibles. No obstante, es crucial continuar
con estudios detallados y especificos que busquen verificar estos resultados en
diferentes especies y bajo diversas condiciones experimentales para comprender

completamente los limites y el alcance de la seguridad del germanio.>

2.1.2. Indicaciones terapéuticas

Cada atomo de germanio esta ligado a tres atomos de oxigeno, y es un

excelente transportador de oxigeno.

En los compuestos de organogermanio, los atomos de germanio se
encuentran covalentemente unidos a estructuras organicas, formando diversos
tipos de compuestos con aplicaciones significativas en la quimica y la biomedicina.

Uno de los aspectos mas importantes de estos compuestos, como el Ge-132, es su
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baja toxicidad, lo que los hace adecuados para el uso en seres humanos,

especialmente en el campo de la medicina.

La estructura molecular de los compuestos de organogermanio permite que
el germanio se presente en una forma mas estable y menos reactivo en comparacion
con sus estados inorganicos. Esta estabilidad quimica es crucial para minimizar la
toxicidad, evita que el germanio genere productos de degradacion tdxicos dentro
del organismo.>®* Consecuentemente, estos compuestos pueden ser utilizados de
forma segura en aplicaciones biomédicas, incluyendo tratamientos para mejorar el

sistema inmunoldgico y como antioxidantes y alta actividad biologica.>*

Los compuestos de organogermanio, como el Ge-132 presentan amplia gama
de efectos terapéuticos potenciales. Estos efectos incluyen propiedades
antioxidantes, inmunomoduladores y antiinflamatorias, lo que los hace candidatos

prometedores para el tratamiento de diversas condiciones de salud.*®

Los compuestos de germanio, especialmente en su forma organica como el
Ge-132, actiian eficazmente como eliminadores de radicales libres. Este efecto se
debe principalmente a la disponibilidad de electrones en los compuestos de
germanio, que pueden interactuar y neutralizar los electrones no apareados
presentes en los radicales libres. Los radicales libres son especies quimicas
altamente reactivas que contienen electrones no apareados, lo que los convierte en

agentes oxidantes potencialmente dafinos para las células y tejidos.

La capacidad de los compuestos de germanio para donar electrones y
estabilizar estos radicales libres es la base de su potente actividad antioxidante. Al
interactuar con los radicales libres, los compuestos neutralizan estos agentes,
previniendo asi el dafio celular que podria derivarse del estrés oxidativo. Este
proceso no solo protege a las células de dafios al ADN, proteinas, y lipidos, sino
que también contribuye a mantener la integridad y funcionalidad celular.

La eficacia antioxidante de los compuestos de germanio los convierte en
candidatos prometedores para el desarrollo de terapias dirigidas a combatir el

estrés oxidativo asociado con numerosas enfermedades.>57.8
Estudios recientes han propuesto la hipétesis de que los derivados del

germanio catalizan la descomposicion del peréxido de hidrégeno.** El germanio en
trazas puede mantener el peréxido de hidrégeno a un nivel bajo, inhibiendo el

estrés oxidativo. Se ha observado que el germanio es parte de los centros activos de
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algunas enzimas y participa en la oxidacién, principalmente con el peréxido de

hidrégeno, sin producir especies reactivas de oxigeno perjudiciales.®

Una de las funciones significativas de los compuestos de germanio, cuando
se administran en dosis bajas, es su capacidad para aumentar los niveles de
glutation reducido (GSH) en las células. El glutation es un tripéptido que juega un
papel clave como antioxidante enddgeno, crucial para proteger a las células contra
el dano oxidativo provocado por radicales libres que se generan dentro del

organismo es producido enddégenamente.

El GSH es esencial para mantener un estado redox celular saludable y para la
detoxificacién celular. Actua directamente neutralizando radicales libres y
moléculas de oxigeno reactivo, ademas de regenerar otros antioxidantes, como las
vitaminas C y E. Por lo tanto, el incremento de GSH a través de la administracion
de germanio contribuye significativamente a la capacidad celular para manejar el

estrés oxidativo.

Este efecto del germanio puede ser particularmente beneficioso en
condiciones de estrés oxidativo elevado, como en enfermedades crdnicas,
inflamacion prolongada o exposicion a toxinas ambientales, donde la demanda de
antioxidantes es alta y los sistemas endogenos de defensa podrian estar
comprometidos. Al elevar los niveles de GSH, el germanio no solo amplifica la
defensa antioxidante directa, sino que también mejora la capacidad global del

organismo para reparar y prevenir el dafio celular asociado con los radicales libres.

Los compuestos de germanio poseen una notable capacidad para interactuar
con atomos de oxigeno y jugar un papel fundamental en procesos bioldgicos como
el enriquecimiento de oxigeno y la purificacion de la sangre. Esta capacidad se
asocia principalmente a la estructura quimica del germanio, que permite una union
eficiente con atomos de oxigeno cargados negativamente. Estos a&tomos de oxigeno,
una vez unidos a los compuestos de germanio, pueden actuar como agentes
capturadores de iones de hidrogeno cargados positivamente y de metales pesados,

como el mercurio y el cadmio, que son perjudiciales para la salud humana.

El proceso de captura de iones de hidrégeno y metales pesados es crucial, no
solo porque contribuye a la neutralizacidn de estas sustancias tdxicas en la sangre,
sino también porque facilita su eliminacion del cuerpo. Al hacerlo, los compuestos

de germanio ayudan a reducir la carga tdxica en los 6rganos vitales, previniendo
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posibles dafios a nivel celular y tisular que podrian derivar en condiciones médicas

graves.

Ademas, el enriquecimiento de oxigeno en la sangre es otro efecto beneficioso
significativo de los compuestos de germanio. Al mejorar la capacidad de la sangre
para transportar oxigeno, estos compuestos pueden aumentar la eficiencia de la
oxidacion celular, un factor esencial para la produccion de energia y la funcion
general del cuerpo. Esta capacidad puede ser especialmente beneficiosa para
mejorar el rendimiento fisico y mental, asi como para apoyar la recuperacion y la

regeneracion celular en condiciones de estrés fisico o enfermedad.®

Dado que el compuesto de germanio se une y descarga iones de hidrégeno
(H +), libera el suministro de oxigeno existente del cuerpo, y por lo tanto enriquece
de manera efectiva el suministro de oxigeno del cuerpo. El Germanio 132 facilita el
movimiento del oxigeno a través de las membranas celulares a fin de introducir el

oxigeno en la célula.

La actividad catalizadora de oxigeno de germanio-132 es debida a que activa
la produccién de eritrocitos, consiguien-do un mayor transporte de oxigeno a las

células, mejora la funcionalidad celular.®!

La incorporacion de suplementos de Ge-132 ha demostrado ser eficaz en
mejorar el proceso de maduracion citoplasmica de ovocitos porcinos. Este avance
se logra a través de una regulacion positiva de genes vinculados con la oxidacion y
una regulacidon negativa de genes asociados a la apoptosis. Este beneficioso efecto
en la regulacion génica sugiere que el Ge-132 puede influir positivamente en la
calidad y viabilidad de los ovocitos, lo cual es fundamental para la reproduccion
exitosa y el desarrollo embriologico saludable.

El Ge-132 ha demostrado poseer propiedades protectoras contra la hipoxia
tisular, regulando la circulacion periférica y fortaleciendo los tejidos cutaneos y
musculares, lo cual resulta en una mayor elasticidad. Este compuesto podria
desempefiar un papel efectivo en la curacion de heridas dérmicas, ofreciendo
beneficios significativos para la salud de la piel y la capacidad de recuperacion del
organismo.

Un reciente estudio investigo el efecto del compuesto organico de germanio

(Ge-132) en lesiones cutaneas experimentales tanto en ratas como en células de

fibroblastos dérmicos humanos. Los resultados revelaron que el Ge-132 no solo
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redujo significativamente el area de la herida y disminuyo el edema, sino que
también promovié la proliferacion de fibroblastos y la formacion de fibras de

colageno en el area afectada.

Ademas, se observd que el Ge-132 indujo la necrosis, la infiltracion de
neutrofilos y macrofagos en la lesion cutdnea experimental en ratas, lo que sugiere
una respuesta inmunologica activada y una limpieza eficiente del drea dafada.
Estos hallazgos respaldan la capacidad del Ge-132 para favorecer un proceso de
curaciéon mads efectivo y completo en heridas dérmicas, promoviendo la
regeneracion tisular y la restauracion de la integridad de la piel de forma mas
rapida y eficiente.®

Debido a su capacidad como catalizador de oxigeno, el Ge-132 posee
atributos terapéuticos que abarcan desde ser inmunoestimulante hasta estimular la
produccién de interferones, y activar tanto a las células Natural Killer como a los
macrofagos. Este amplio espectro de funciones inmunitarias lo convierte en un
agente prometedor para fortalecer la respuesta del sistema inmunoldgico del
cuerpo contra agentes patogenos y enfermedades. El Ge-132 actia como un
catalizador dindmico en el proceso de oxigenacion de las células, lo que puede
desempefiar un papel crucial en el fortalecimiento de las defensas naturales del
organismo. Al estimular la produccion de interferones, el Ge-132 contribuye a la
activacion de respuestas antivirales y antitumorales, lo que es fundamental en la

defensa contra agentes infecciosos y células anémalas.

Ademas, la capacidad del Ge-132 para activar las células Natural Killer y los
macrofagos potencia la respuesta inmunitaria innata del cuerpo, facilitando la
identificacion y eliminacion eficiente de células infectadas o anémalas. Estos efectos
combinados pueden ayudar a mejorar la capacidad del sistema inmunologico para
combatir diversos tipos de enfermedades y mantener un equilibrio éptimo en la

respuesta inmune.?

En el campo de la investigacion cientifica, un paso significativo se alcanzo6 en
2010 cuando un grupo de cientificos coreanos logrd obtener experimentalmente la
version soluble en agua de Germanio-132. Este logro representd un avance notable
en la sintesis y aplicacion de compuestos de germanio, abriendo nuevas
posibilidades en términos de biodisponibilidad y potenciales aplicaciones médicas
y terapéuticas. La capacidad de disolver el Germanio-132 en agua permitio
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explorar de manera mas efectiva sus propiedades y beneficios, allanando el camino
para investigaciones mas detalladas sobre sus efectos fisiologicos y mecanismos de
accion. Este importante desarrollo no solo resaltd el continuo progreso en la
investigacion cientifica, sino que también subray¢ el creciente interés en el uso de

compuestos de germanio en el contexto de la salud y la medicina.*

La investigacion adicional demostré que, en su forma liquida, el cuerpo
humano absorbe el Germanio-132 de manera mas eficiente, lo que potencia sus
efectos terapéuticos. Esta mayor biodisponibilidad permite una absorcién éptima
en el organismo y una eliminacion mas rapida, lo que maximiza su eficacia en la
induccién de sus diversos beneficios. Ademas, se encontrd que el Germanio-132 es
insoluble en la mayoria de los disolventes organicos, con la notable excepcién del
agua con un pH fisioldgico de 7,4. Esta solubilidad en agua a un pH especifico
resalta su compatibilidad con el entorno bioldégico humano, lo que facilita su uso
en aplicaciones médicas y terapéuticas. Asimismo, cuando se disuelve en agua
destilada, el Germanio-132 conserva su pureza, asegurando que sus propiedades
terapéuticas se mantengan intactas, lo que subraya su potencial como un agente

efectivo y confiable en diversas areas de la salud y la medicina.

El compuesto de germanio organico soluble en agua (Ge-132) destaca por
sus propiedades relacionadas con respuestas inmunitarias e induccion
antioxidante. Se ha demostrado que Ge-132 aumenta de manera significativa la
concentracion plasmatica de alfa-tocoferol (a-tocoferol), un importante
antioxidante. Ademas, presenta una sélida actividad antioxidante, contribuyendo
al aumento de la proteina de transferencia de a-tocoferol. Esta capacidad
antioxidante del Ge-132 es fundamental para contrarrestar el estrés oxidativo y

proteger las células de posibles danos.

Por otra parte, se ha observado que el Ge-132 tiene efectos en la activacion
inmunitaria, vinculados con la producciéon de ATP, el metabolismo lipidico y la
apoptosis. Estos hallazgos sugieren que el Ge-132 podria modular el sistema
inmunologico al tiempo que influye en procesos celulares clave, como la
generacion de energia a través del ATP, el metabolismo de lipidos y la regulacion
de la apoptosis. Esta interaccion multifacética con diversos procesos biologicos
destaca el potencial terapéutico del Ge-132 en la mejora de la respuesta inmunitaria

y la promocion de la salud celular.®
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En los estudios preclinicos realizados en modelos animales, se ha observado
que el Ge-132 presenta un notable potencial en la inhibicion del desarrollo tumoral.
Estos hallazgos cientificos han despertado un considerable interés en la comunidad
cientifica, ya que sugieren que el Ge-132 podria desempenar un papel importante
en la prevencion y tratamiento del cadncer. La capacidad del Ge-132 para inhibir
eficazmente tanto los tumores alogénicos como los singénicos en ratones representa
un avance significativo en la investigacion oncoldgica. Este compuesto organico de
germanio ha demostrado su prometedora actividad antitumoral al demostrar una
supresion efectiva del crecimiento tumoral en modelos experimentales. Estos
resultados alentadores respaldan la posibilidad de que el Ge-132 pueda ser

utilizado como una herramienta terapéutica potencial en la lucha contra el cancer.

La precisa inhibicion del desarrollo tumoral observada en estos estudios
ofrece nuevas perspectivas en la busqueda de tratamientos contra el cancer. Esta
capacidad del Ge-132 de interferir con el crecimiento y la propagacion de tumores
sugiere posibles mecanismos de accidn especificos que podrian explorarse mas a

fondo en investigaciones futuras.

Ademas, la eficacia demostrada en modelos animales establece una base
solida para investigaciones clinicas adicionales que puedan validar ain mas el
potencial terapéutico del Ge-132 en pacientes humanos con diversas formas de

cancer.?

Varios estudios clinicos realizados de forma independiente han revelado que
el Ge-132 ha demostrado su capacidad para inhibir el crecimiento de diversos tipos
de tumores. Entre los tumores afectados se incluyen el Walker 256, el Ehrlich
Ascites, el BC47, el Lewis Lung y el Carcinoma IMC. Ademas de la inhibicién del
crecimiento tumoral, se ha observado que el Ge-132 ha logrado extender
significativamente el tiempo de supervivencia en modelos experimentales, lo que
resalta su potencial como un agente terapéutico efectivo en la lucha contra el

cancer.6> 66

La actividad antitumoral del ge-132 parece estar mediada por el estimulo
de diversos componentes del sistema inmune. Los mecanismos de accién de Ge-
132 incluyen la induccién de interferén (IFN), la activacion de macréfagos, células
supresoras T, el aumento de la actividad de las células asesinas naturales (NK) y la

restauracion de la respuesta inmunitaria deteriorada. Normaliza la produccion de
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anticuerpos en casos de hipersensibilidad. De esta manera, el germanio-132 posee
un efecto inmunoregulador. Regula el sistema inmunitario en caso de enfermedad
autoinmune, como la artritis, y lo potencia en caso de inmunodeficiencia, como en

los tratamientos de quimioterapia y radioterapia.?24647.48,66

Los resultados de ensayos clinicos en humanos por via oral han demostrado
que el Ge-132 mejora significativamente el funcionamiento del interferén y la
actividad de las células asesinas naturales (NK). Ademas, se ha observado que el
Ge-132 contribuye a la recuperacion de la reaccion inmune en general, lo que
sugiere un efecto positivo en la respuesta inmunoldgica del organismo. Un
hallazgo clave de estos estudios es que el Ge-132 exhibe baja toxicidad, lo que lo
convierte en una opcion terapéutica prometedora para mejorar la funcion

inmunoldgica sin presentar efectos adversos significativos.+©7.68

Los efectos anticipados derivados del uso de Ge-132 en combinacién con
otras terapias de inmunoterapia incluyen la supresion del crecimiento tumoral, la
disminucion de la diseminacidon de las metastasis y la capacidad de aumentar la
esperanza de vida de los pacientes afectados. Asimismo, se ha observado que Ge-
132 contribuye a la recuperacion de la pérdida de peso ocasionada por los
tratamientos de quimioterapia, lo que sugiere su potencial para mitigar los efectos
secundarios asociados a estos tratamientos y mejorar la calidad de vida de los

pacientes en proceso de tratamiento oncoldgico.*

En pacientes, se ha observado que el Ge-132 ejerce una influencia positiva en
la eficacia de la analgesia cuando se administra en combinacién con la morfina,
tanto por via oral como a través de inyeccion intraperitoneal. Este hallazgo sugiere
que la interaccion entre el Ge-132 y la morfina puede resultar en una mayor
potenciacion de los efectos analgésicos, lo que podria traducirse en un alivio del

dolor mas efectivo para los pacientes.

Los estudios revelaron un aumento significativo en la actividad de las células
T asesinas, y la activacion de macrofagos en ratones después de la administracion
oral de Ge-132, que conduce a marcado efecto antiviral del farmaco (objetos
estudios fueron varios virus diferentes, incluyendo varias cepas de virus de la
gripe). En este caso, efecto depresivo directo de germanio en la actividad vital del
virus no se ha encontrado, todos los efectos estaban mediados por la amplificacion

de la respuesta inmune.”
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El estudio realizado en patas de ratas que investigd la actividad
antiinflamatoria del Ge-132 es sumamente revelador. Se encontr6 que este
compuesto no solo demostrd efectos antiinflamatorios, sino que también se
identificO una posible relaciéon con la inhibicion de la liberaciéon de acido
araquidonico y la produccion de PGE2 en células RBL 2H3. Estos hallazgos
sugieren un mecanismo de accidén preciso, mediante el cual el Ge-132 podria
modular las vias inflamatorias y contribuir a la reduccion de la respuesta
inflamatoria. La inhibicién de la liberacién de acido araquidénico, un precursor
clave en la cascada de la inflamacién, y la reduccion de la producciéon de PGE2, un
mediador proinflamatorio, apuntan a la capacidad potencial del Ge-132 para

atenuar la inflamacion y sus efectos nocivos en el organismo.”!

Segun el estudio, el uso de la sal de sodio del germanio-132 aumenta la
concentracion de gldbulos rojos, lo que permite atribuir compuestos de germanio a

estimulantes bioldgicos.”

Se ha informado que los compuestos organicos de germanio tienen un efecto
inhibidor sobre la amiloidosis que significa que el germanio puede desempenar un
papel en prevenir o reducir la formacion de estos depositos de proteinas anormales,
lo que podria ser beneficioso para enfermedades relacionadas con la acumulacion

de amiloides, la amiloidosis cardiaca o la amiloidosis renal.”

La cooperacion de las citoquinas y los macréfagos en la expresion de la
actividad antitumoral del sesquidxido de carboxietilgermanio (Ge-132) es un tema
relevante en el ambito de la investigacion anticancerigena. Se ha demostrado que
la interaccién entre las citoquinas, como las lymphokines, y los macréfagos juega
un papel crucial en la activacion de la respuesta antitumoral del Ge-132. Este
compuesto ha mostrado efectos prometedores en la inhibiciéon del crecimiento
tumoral y en la potenciaciéon de la respuesta inmunitaria contra las células
cancerosas. La sinergia entre las citoquinas y los macréfagos en la expresion de la
actividad antitumoral del Ge-132 resalta su potencial como agente terapéutico en

la lucha contra el cancer.4

Se ha planteado la hipdtesis de que la deficiencia de germanio podria estar
asociada con la enfermedad de Kashin-Beck.

La enfermedad dsea de Kashin-Beck (KBD) es una afeccién osteoarticular

cronica y endémica que afecta principalmente a ninos y adolescentes en areas
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geograficas especificas, como China, Corea y Rusia. Se caracteriza por
deformidades y cambios degenerativos en las articulaciones y los huesos, lo que

puede llevar a discapacidad fisica y limitacion funcional.

Esta enfermedad se caracteriza por una alteracion del desarrollo del cartilago
articular y éseo, lo que resulta en una osteoartropatia secundaria. En este contexto,
los condrocitos, células especializadas en el cartilago, experimentan necrosis, lo que
conlleva a la pérdida de sus funciones para sintetizar colageno y proteoglicanos,
componentes esenciales para la estructura y funcién del cartilago. Esta interrupcion
en la capacidad de los condrocitos para sintetizar estos elementos clave contribuye
al deterioro del cartilago y los tejidos 0seos, lo que puede verse reflejado en
trastornos como la enfermedad de Kashin-Beck.”

Se ha observado que los nifos afectados por KBD tienen niveles elevados de
perdxidos lipidicos en su organismo. Los peroxidos lipidicos son compuestos
quimicos derivados de los lipidos que pueden causar estrés oxidativo en las células
y contribuir al desarrollo de diversas enfermedades, incluidas las enfermedades

Oseas.

Sin embargo, se ha encontrado que los niveles de peroxidos lipidicos se
mejoran en ninos con KBD mediante intervenciones especificas. Estas
intervenciones suelen incluir tratamientos que abordan tanto los aspectos médicos
como los nutricionales de la enfermedad. Por ejemplo, la administracién de
suplementos antioxidantes, puede ayudar a reducir los niveles de perdxidos
lipidicos al neutralizar los radicales libres y prevenir el dafio oxidativo en el cuerpo.
Dado que los niveles de perdxidos lipidicos se mejoran en nifios con KBD7 se
puede plantear la hipotesis de que un bajo contenido de Ge de tejido puede agravar

aun mas el dafo causado por los radicales libres de oxigeno.*

2.3. EL GERMANIO Y SU INFLUENCIA EN LA REGENERACION OSEA EN LA OSTEOPOROSIS

El germanio ha sido objeto de estudios e investigaciones a lo largo de mas de
una década, tanto en ensayos clinicos como en su uso en consultorios privados, lo
que ha arrojado resultados prometedores sobre su eficacia en el tratamiento de

diversas afecciones graves. Entre las dreas en las que se ha demostrado su eficacia
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se incluyen el tratamiento del cancer, la artritis y la osteoporosis senil. Estos
hallazgos respaldan la creciente percepcion de que el germanio posee propiedades
terapéuticas significativas y puede ser una opcion valiosa en el campo de la

medicina para abordar estas patologias.>

Los estudios en humanos y animales han sugerido que el Ge-132, una forma
de germanio organico, podria desempenar un papel importante en la prevencion y
el tratamiento de la osteoporosis. Estas investigaciones han arrojado resultados
prometedores que apuntan a las potenciales propiedades beneficiosas del Ge-132

en la salud Osea.

La osteoporosis es una enfermedad metabdlica generalizada caracterizada
por la disminucién progresiva de masa y la resistencia 6sea. La reduccion de la
resistencia dsea es un fendmeno que ocurre como consecuencia de la pérdida de
tejido 0seo en el cuerpo humano. El hueso es un tejido vivo y dindmico que esta
constantemente siendo remodelado mediante un proceso conocido como
remodelacion dsea, el cual implica la eliminacién de hueso viejo o dafiado y la
formacion de hueso nuevo. Este proceso esta regulado por células especializadas
llamadas osteoblastos, que forman nuevo tejido dseo, y osteoclastos, que lo
degradan. Cuando hay una pérdida neta de tejido dseo debido a una tasa de
degradacién mayor que la tasa de formacidn, la densidad désea disminuye y la
resistencia del hueso se ve comprometida. Esto puede deberse a una variedad de
factores, como el envejecimiento, la falta de ejercicio, deficiencias nutricionales,
desequilibrios hormonales, enfermedades cronicas o el uso prolongado de ciertos

medicamentos.”®

La reduccion de la resistencia 6sea puede aumentar significativamente el
riesgo de fracturas y otros problemas de salud dsea, como la osteoporosis. Esta
condiciéon médica, caracterizada por una disminucion de la densidad y la calidad
del hueso, hace que los huesos se vuelvan mas fragiles y susceptibles a las fracturas,
incluso con minimos traumas o caidas. Las fracturas dseas pueden tener
consecuencias graves, especialmente en personas de edad avanzada. En esta
poblacion, las fracturas, como las de cadera, pueden ser particularmente peligrosas,
ya que no solo pueden causar dolor intenso y la necesidad de cirugia, sino que

también pueden llevar a discapacidad prolongada. La recuperacion a menudo
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implica largos periodos de rehabilitacion y, en muchos casos, los pacientes no

recuperan completamente su nivel previo de actividad y movilidad.”

Recientemente, ha habido un creciente reconocimiento sobre la participacion
del sistema inmune en la patogénesis de la osteoporosis, lo cual ha precipitado la
aparicion y expansion del campo de la osteoinmunologia. Este campo
interdisciplinario de estudio examina las interacciones entre los sistemas oseo e
inmune, explorando como las células y las moléculas del sistema inmune influyen

en la salud y la enfermedad 6sea.”

La osteoporosis, tradicionalmente considerada como una enfermedad
metabdlica del hueso, ahora se entiende mejor a través del lente de la
osteoinmunologia. Se ha descubierto que las células inmunitarias, como los
linfocitos T y B, juegan roles cruciales en el equilibrio entre la formacion y la
reabsorcidn dsea. Las citocinas y otros mediadores inflamatorios liberados por estas
células pueden influir en la actividad tanto de los osteoclastos (células que resorben
el hueso) como de los osteoblastos (células que forman el hueso), alterando este
equilibrio.”

Por ejemplo, la produccion de la citocina RANKL por parte de los linfocitos
T activa a los osteoclastos, promoviendo la resorcion ésea. En condiciones
inflamatorias cronicas, que suelen acompanar a enfermedades autoinmunes y otras
disfunciones del sistema inmune, hay un aumento sostenido en estos mediadores
inflamatorios, lo que puede acelerar la pérdida dsea y contribuir significativamente

al desarrollo de osteoporosis. &

El campo de la osteoinmunologia también ha hecho avances en comprender
como las terapias inmunomoduladoras, usadas comunmente en enfermedades
autoinmunes, pueden impactar la salud ésea. Por ejemplo, ciertos medicamentos
que suprimen el sistema inmune pueden reducir la inflamacién y la actividad de

los osteoclastos, ofreciendo beneficios secundarios para la densidad 6sea.®!

La integracion de la inmunologia con la biologia dsea no solo amplia nuestra
comprension fundamental de las enfermedades oseas, sino que también abre
nuevas vias para intervenciones terapéuticas. Por ejemplo, el desarrollo de
farmacos que modulen especificamente la accion de citocinas o células inmunes
implicadas en la resorcion 0sea podria ofrecer nuevos tratamientos efectivos contra

la osteoporosis.®
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Se postula que el sistema inmune desempefia un papel crucial en la etiologia
de la enfermedad ¢sea, impactando significativamente en el equilibrio de la
actividad entre los osteoblastos y los osteoclastos. Los osteoblastos son células
encargadas de la formacién de nuevo tejido dseo, mientras que los osteoclastos son
responsables de la resorcion o descomposicion del hueso viejo. En condiciones
normales, existe un delicado equilibrio entre estas dos funciones, lo que asegura el
mantenimiento estructural y funcional del esqueleto. Sin embargo, diversas
alteraciones en el sistema inmune pueden desequilibrar esta relacion. Por ejemplo,
en enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide, el sistema inmune ataca
las propias células del cuerpo, incluyendo aquellas del hueso y de las
articulaciones. Esto provoca un aumento en la actividad de los osteoclastos, lo que

lleva a una resorcidn excesiva del hueso y, consecuentemente, a su debilitamiento.

Ademas, la inflamacién crénica, mediada por la proliferacion de citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y la interleucina-
6 (IL-6), puede inhibir la actividad de los osteoblastos y a la vez estimular la accion
de los osteoclastos. Esta situacion no solo contribuye a la pérdida dsea, sino que
también puede derivar en enfermedades como la osteoporosis, caracterizada por

huesos fragiles y propensos a fracturas.®

Los experimentos realizados en animales han revelado que el compuesto de
germanio, especificamente el Ge-132, tiene la capacidad de incrementar la actividad
de los osteoblastos. Este hallazgo es de gran importancia, ya que los osteoblastos
son células fundamentales en la formacion y regeneracion del tejido 6seo. El
aumento de la actividad de estos osteoblastos sugiere que el germanio podria
desempefar un papel crucial en el proceso de mantenimiento y fortalecimiento de
la densidad 6sea, lo que respalda atin mas su potencial utilidad en el tratamiento y

la prevencion de condiciones como la osteoporosis.345

Ge-132 también se puede utilizar para previene la osteoporosis senil, ya que
el mayor aporte de oxigeno a las células aumenta la produccion de la calcitonina,
que es la encargada de la concentracion sérica del calcio y estimula la
mineralizacion 6sea, y disminuye los niveles de hormona paratiroidea (PTH),
evitando el decrecimiento de la masa dsea. Asi mismo, se ha probado que el
germanio puede sustituir al silicio en la formacién de los huesos y en el

metabolismo de los minerales. También que previene la debilitacién dsea y la
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disminucion del indice del hueso cortical y la masa mineral del hueso, producidos
por la osteoporosis. En este mismo sentido, se demostrd que afecta directamente la

secrecion o actividad de la calcitonina y la hormona paratiroidea.®

2.4. INFLUENCIA DEL GERMANIO EN LA SALUD DENTAL

El germanio, un elemento traza que se encuentra en diversas formas en la
naturaleza, ha demostrado tener efectos beneficiosos en el cuerpo humano,
especialmente en la cavidad bucal. Investigaciones recientes han revelado que la
concentracion de germanio en el cabello puede estar significativamente asociada
con condiciones periodontales. En un estudio con 109 participantes, se encontrd
que niveles elevados de germanio en el cabello estaban positivamente relacionados
con la presencia de periodontitis, lo que sugiere un papel potencial del germanio
en la salud periodontal. Este efecto positivo podria atribuirse a la capacidad del
germanio para influir en el metabolismo celular y promover la regeneracion de
tejidos.

El estudio investig6 la relacion entre los niveles de elementos traza en el
cabello y la periodontitis en 109 participantes, de los cuales 25 tenian periodontitis
y 84 no. Se evaluaron las condiciones periodontales mediante la pérdida de
insercion clinica y la profundidad de las bolsas en todos los dientes. Las muestras
de cabello fueron analizadas mediante espectrometria de masas. Los resultados
mostraron que niveles elevados de germanio en el cabello estaban
significativamente asociados con la periodontitis (OR 7.12; IC 95% 2.03-25.00),
mientras que niveles altos de estafio estaban negativamente asociados (OR 0.27; IC
95% 0.08-0.94). Estos hallazgos indican una relacion significativa entre la

periodontitis y las concentraciones de germanio y estafo en el cabello.®”

Ademas, el germanio ha mostrado propiedades beneficiosas en la mejora de
la recuperacion de lesiones mucosas en la cavidad bucal, aliviando sintomas de

afecciones como el sindrome de "boca seca".

En un estudio clinico que incluyé a 44 pacientes con edades entre 61 y 82
anos, se observo el tratamiento de la estomatitis prostética traumatica en

individuos que sufrian el sindrome de "boca seca" debido a sialoadenopatias
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provocadas por radiacién y/o medicamentos, desarrolladas tras el tratamiento
combinado de neoplasias malignas en los drganos de la zona orofaringea. Se
comparo la eficacia de un nuevo medicamento basado en un complejo de germanio
organico quelado con guanina, junto con alginato de sodio y xilitol (grupo principal
de estudio), con un medicamento previamente utilizado (grupo de control) para la
terapia local de lesiones traumaticas de la mucosa oral. Los resultados mostraron
que, al noveno dia de tratamiento, el grupo tratado con el medicamento que
contenia germanio demostrd una eficacia significativamente superior (95.0%) en
comparacion con el grupo de control (80.8%). Estos hallazgos destacan el potencial
positivo del germanio en la cavidad bucal, sugiriendo que su uso en tratamientos
locales puede mejorar notablemente la recuperacion de las lesiones mucosas y

aliviar los sintomas del sindrome de "boca seca".®®

El uso de productos dentales que contienen germanio, como ciertos geles y
pastas dentales, ha demostrado ser eficaz en la reduccion de la hipersensibilidad
dentinaria y la promocion de la salud oral. Estos hallazgos subrayan la importancia
del germanio como un componente potencialmente ttil en el tratamiento y la
prevencion de enfermedades bucales, mejorando la calidad de vida de los pacientes

con trastornos orales y periodontales.

En un estudio reciente, se evalud la adicién de germanio a una pasta dental y
se observd que esta modificacion tiene un efecto notable en la reduccién de la
hipersensibilidad dentinaria. El estudio demostrd que la pasta dental enriquecida
con un Complejo de Germanio Poliol que contiene treonina no solo es efectiva para
mantener una buena higiene oral, sino que también reduce significativamente la
sensibilidad dentinaria. Los resultados mostraron una disminucién progresiva en
las puntuaciones de sensibilidad dental a lo largo del tratamiento, sugiriendo que
la incorporaciéon de germanio en la formulacion de la pasta dental contribuye de
manera eficaz a la mejora de la calidad de vida de los pacientes afectados por

hipersensibilidad dentinaria.®
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III. CARACTERISTICAS REMODELACION OSEA

3.1. ATROFIA OSEA EN MAXILIARES: CAUSA Y CONSECUENCIAS

Actualmente existe una demanda en buscar soluciones para los tratamientos

centrados en injertos dseas por las atrofias de los huesos maxilares.

Es debido al envejecimiento progresivo de la poblaciéon mundial
conjuntamente con las lesiones en el tejido 6seo causadas por trauma o

enfermedades y el proceso fisioldgico que se produce tras la pérdida de los dientes.

Esto va acompafiado con cambios significativos que ocurren en el hueso
alveolar, lo que lleva a la reabsorcidn fisiologica del reborde alveolar, disminucion
del volumen dseo tanto vertical como horizontal. Los cambios mas significativos
ocurren dentro de los primeros tres meses siendo 2/3 de la atrofia dsea y continua

con el tiempo, durante el primer afio un 50% de la pérdida de volumen.?*!

La atrofia del tejido 6seo se produce como resultado de una disminucion de
la carga, si las raices de los dientes estan ausentes, las células del hueso no reciben
la presion adecuada y dejan de recibir estimulos mecdanicos necesarios para su
mantenimiento. Esto se debe a que los estimulos mecdanicos son cruciales para el
equilibrio del recambio 6seo, ya que promueven la actividad de los osteoblastos y

osteoclastos, facilitando la construccion y resorcion del hueso, respectivamente.®?

Sin estos estimulos, se produce un desequilibrio en el recambio 6seo,
resultando en una mayor resorcion dsea y una disminucion en la formacion de

hueso nuevo, lo cual puede llevar a una atrofia progresiva del tejido 6seo.”

Este fendmeno es especialmente relevante en el contexto de la pérdida dental,
donde la ausencia de raices dentales elimina las cargas habituales que el hueso
alveolar experimenta, aumentando asi la resorcidon 6sea. Es, por tanto, esencial
considerar estrategias terapéuticas que reemplacen estos estimulos mecdnicos en

pacientes con edentulismo para prevenir la atrofia del tejido 6seo.

El hueso es un tejido dindmico que se vuelve mds duradero en aquellas areas

que estan sometidas a un alto estrés mecanico, y cuando no hay carga, se debilita.
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En presencia de todos los dientes, proporcionan transferencia de carga al hueso y

estimulan el proceso de adaptacion.*

La pérdida de dientes conlleva la disminucion de la estimulacion que los
dientes proporcionan al hueso circundante a través de la masticacion y la oclusion.
Esta estimulacidon es crucial para mantener la salud 6sea, ya que activa los
osteoblastos, células responsables de la formacion de nuevo hueso. Cuando se
pierden los dientes, esta estimulacion disminuye significativamente, lo que resulta
en un proceso gradual de reabsorcion dsea. Sin la presion y la carga adecuadas
ejercidas sobre el hueso al masticar y ocluir, los osteoclastos, células encargadas de
la absorcion y remodelacidon del hueso, superan a los osteoblastos, lo que lleva a
una pérdida neta de tejido 6seo.”

La atrofia es una consecuencia inevitable de la pérdida dentaria y otras
causas: enfermedades inflamatorias de la cavidad oral, periodontitis, quistes
maxilares, granulomas y otros tumores, lesiones de la mandibula, enfermedades

hereditarias, y cambios relacionados con la edad.”

Como consecuencias de la atrofia del tejido 6seo hay un cambio en las
caracteristicas estéticas de la cara, incluido el envejecimiento prematuro, la
aparicion de arrugas, deterioro de la funcién masticatoria y como consecuencia el
desarrollo de enfermedades del tracto gastrointestinal, defectos en el habla,
desplazamiento de los dientes adyacentes y antagonistas.

La atrofia del tejido 6seo conlleva importantes implicaciones clinicas, siendo
una de las mas significativas la imposibilidad o dificultad para la colocacién exitosa
de implantes dentales. Los implantes dentales es una opcion efectiva para
reemplazar dientes perdidos, ya que sustituyen la raiz del diente natural y

proporcionan una base sdlida para soportar una corona o proétesis dental.

En casos de atrofia severa, la falta de volumen dseo puede llevar a la
necesidad de realizar procedimientos de aumento dseo, como injertos de hueso o
técnicas de regeneracion Osea, para crear un lecho 6seo adecuado para el implante
dental. Estos procedimientos anaden complejidad, tiempo y costos adicionales al

tratamiento de implantes dentales.

Ademas de las muchas ventajas funcionales y estéticas de las restauraciones

basadas en implantes que han mejorado la calidad de vida de muchos pacientes
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también proporcionan la transferencia de la presion masticatoria al hueso y asi

aseguran la preservacion del tejido dseo.”” %

3.1.1. Importancia de la Posicion y Cantidad de Hueso en Implantes Dentales

Al principio, el mayor reto de la odontologia de implantes se centraba
principalmente en la colocaciéon quirdrgica de implantes dentales y su
osteointegracion. Sin embargo, pronto se reconocio la importancia de insertar los
implantes dentales intradseos en la posicidon 6ptima tridimensional para garantizar

el éxito a largo plazo de la restauracion dental.”

La posicion exacta del implante dental no solo afecta la estabilidad inicial y
la osteointegracidn, sino que también influye en la estética, la funcién masticatoria
y la salud de los tejidos peri-implantarios a largo plazo. La adecuada planificacion
de la posicion tridimensional del implante, considerando factores como la cantidad
y calidad del hueso disponible, la estética facial y dental, asi como la oclusion, es
fundamental para lograr resultados predecibles y satisfactorios en la terapia con

implantes dentales.1%

Esta evolucion en la comprension de la importancia de la posicion adecuada
de los implantes ha llevado a un enfoque mas integral y personalizado en la

planificacion y colocacién de implantes dentales en la odontologia contemporanea

En las ultimas décadas, ha quedado claro que el éxito de la implantologia y
la supervivencia de los implantes dentales depende de tres factores.

PRIMERO: la colocacién tridimensional correcta del implante, para su
posterior rehabilitacion.

La posicion tridimensional de un implante dental se refiere a su ubicacion en
el espacio en términos de tres dimensiones: longitud (mesiodistal), anchura
(vestibulolingual) y profundidad (coronal-apical). Lograr una posicién precisa es
crucial para el éxito del tratamiento dental con implantes. Aqui hay algunos
aspectos clave:

¢ Longitud (Mesiodistal): Se refiere a la posicion del implante a lo largo del

eje horizontal de los dientes. Debe estar ubicado de manera que permita una

correcta funcion masticatoria y estabilidad.
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* Anchura (Vestibulolingual): Representa la posicion del implante en el
plano horizontal, es decir, su distancia desde la superficie exterior de la
mandibula o maxilar. La colocacion adecuada evita la interferencia con
estructuras adyacentes y asegura un soporte adecuado para las

restauraciones dentales.

¢ Profundidad (Coronal-Apical): Indica la posiciéon del implante a lo largo
del eje vertical. Un implante correctamente posicionado en profundidad
garantiza una adecuada estabilidad primaria y permite la carga funcional

adecuada durante la oclusién.

Para lograr una posicion tridimensional precisa, los profesionales de la
odontologia utilizan tecnologias avanzadas como la tomografia computarizada de
haz coénico (CBCT) y la planificacion virtual. Estas herramientas permiten una
visualizacion detallada de la anatomia oral, lo que facilita la planificacion precisa
de la posicion del implante antes de la cirugia. Ademas, el uso de guias quirurgicas
puede ayudar a transferir la planificacion virtual al paciente durante la cirugia real,

mejorando la precision y reduciendo los riesgos.

La precision en la posicion tridimensional del implante dental es esencial
para lograr una integracion dsea exitosa (osteointegracion) y un resultado estético
y funcional satisfactorio en la rehabilitacion oral del paciente, evitar o disminuir a
medida de lo posible la perdida 6sea marginal, la mucositis y la periimplantitis. La
colaboracion entre el cirujano oral, el paciente, el implantologo y el técnico dental

es fundamental en este proceso.!!

SEGUNDO: La importancia del suficiente tejido dseo en la colocacion de
implantes dentales es un factor critico que influye directamente en el éxito a corto
y largo plazo de estos procedimientos odontoldgicos. El tejido dseo circundante
juega un papel fundamental en la estabilidad, la integracién y la funcionalidad de
los implantes dentales, impactando tanto la salud bucal como la calidad de vida del
paciente.

La estabilidad inicial o también llamada estabilidad primaria o mecanica del

implante es esencial para asegurar una correcta osteointegraciéon, un proceso

mediante el cual el implante se une estructural y funcionalmente con el hueso
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circundante. Un volumen adecuado de tejido dseo proporciona un lecho sélido
para el implante, facilitando el anclaje inicial y la posterior integracién, también
llamada estabilidad secundaria, lo que contribuye a la resistencia y durabilidad del

tratamiento a largo plazo.1%

Ademas, el suficiente tejido 6seo asegura un soporte adecuado para las
cargas masticatorias. Durante la funciéon normal, los implantes dentales estan
sometidos a fuerzas significativas durante la masticacion. Un hueso insuficiente en
anchura y/o en altura podria resultar en una distribucion desigual de estas fuerzas,
lo que podria generar estrés excesivo en el implante y sus estructuras circundantes,

comprometiendo la estabilidad a largo plazo.'®

La falta de tejido 6seo también puede afectar la estética dental. En areas
visibles, la insuficiencia de hueso puede dar lugar a recesiones de encias,
comprometiendo la apariencia estética de las restauraciones dentales y afectando

la sonrisa del paciente.

Cuando se enfrenta a la deficiencia de tejido Oseo, los profesionales de la
odontologia pueden recurrir a técnicas avanzadas de regeneracion 6sea, como los
injertos dseos, la elevacion del seno maxilar o la distraccion osteogénica. Estas
intervenciones buscan mejorar la cantidad y calidad del hueso disponible para la
colocacion de implantes, abriendo oportunidades para restauraciones dentales

exitosas y duraderas.

En resumen, la importancia de contar con suficiente tejido 6seo para la
colocacion de implantes dentales no solo radica en la estabilidad y la funcionalidad,
sino que también afecta la estética y la calidad de vida del paciente. La evaluacion
cuidadosa del volumen 6seo y la aplicacion de enfoques adecuados son esenciales

para garantizar resultados 6ptimos en los procedimientos de implantologia dental.

Se considera que un espesor minimo de 1.5 a 2 milimetros de hueso alrededor
del implante es necesario para garantizar la estabilidad y prevenir complicaciones.
Se necesita al menos 2 mm de tabla 6sea vestibular y 1 mm por la pared lingual o

palatina.1®

Para que el margen gingival no presente cambios es necesario que la tabla
Osea vestibular alrededor del implante tenga un didmetro >2mm de grosor en toda
su extension, especialmente en la zona del hombro que es considerada como la zona

critica. La existencia de una cortical vestibular gruesa garantiza el mantenimiento
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del perfil de emergencia gracias a la estabilidad de tejidos blandos alrededor del

mismo.1%

En la mayoria de los casos, la anchura de la tabla vestibular, la parte del hueso
que se encuentra en la parte frontal de los dientes superiores, suele ser insuficiente.
Segun la literatura especializada, el espesor promedio de esta tabla dsea vestibular
en los dientes anteriores superiores es de aproximadamente 0.77 mm. Esta falta de
anchura puede plantear desafios significativos durante los procedimientos
dentales, especialmente en la colocaciéon de implantes dentales o la realizacion de
injertos 0seos para mejorar la estructura dsea en esa area. La comprension de esta
limitacion anatémica es crucial para los profesionales de la odontologia, ya que les
permite planificar y ejecutar tratamientos de manera mas efectiva y segura,
minimizando asi el riesgo de complicaciones y maximizando los resultados

estéticos y funcionales para los pacientes.'%

TERCERO: la presencia de suficiente tejido blando queratinizado peri-

implantario.

Este tipo de tejido, conocido también como mucosa queratinizada,
desempefia un papel fundamental en la higiene oral y el cuidado apropiado del
implante. Su presencia se considera esencial para promover la salud bucal y la

estabilidad a largo plazo de los implantes.

La presencia de suficiente tejido blando queratinizado peri-implantario es un
aspecto esencial en la planificacion y colocacion de implantes dentales. Este tejido,
se refiere a la capa de tejido que rodea el implante y se caracteriza por su grosor y
la presencia de queratina, lo que le confiere una mayor resistencia y proteccion.La
mucosa queratinizada proporciona una barrera fisica y biologica que asegura la
integridad del tejido peri-implantario y contribuye a la prevencion de

complicaciones como la inflamacion peri-implantaria.'?’

3.1.2. Importancia del tejido blando en el éxito de los implantes dentales

A continuacion, se exploran algunos aspectos clave relacionados con la

importancia del tejido blando queratinizado peri-implantario:

Proteccion del implante: el tejido queratinizado actiia como una barrera

protectora alrededor del implante dental. Proporciona una capa adicional de
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resistencia contra las fuerzas masticatorias y previene la exposicion del cuello del

implante, lo que puede reducir el riesgo de complicaciones a largo plazo.!®

Estabilidad a largo plazo: la presencia de un anillo de tejido blando
queratinizado alrededor del implante contribuye a la estabilidad a largo plazo de
la protesis dental. Esta estabilidad es crucial para prevenir la recesion gingival y

mantener la salud de los tejidos peri-implantarios.'®

Estética y armonia gingival: la mucosa queratinizada desempefia un papel
significativo en la estética gingival. Un adecuado ancho de tejido queratinizado
contribuye a la armonia estética entre los tejidos blandos y duros, mejorando la
apariencia visual de la rehabilitacion implantosoportada. La presencia de mucosa
queratinizada alrededor de los implantes dentales no solo mejora la estética de la
sonrisa, sino que también facilita la adaptacion de las encias a la protesis,
brindando un contorno gingival natural y una apariencia estéticamente

agradable.!'

Un margen adecuado de tejido queratinizado alrededor de los implantes no
solo es crucial para la salud peri-implantaria, sino que también contribuye a la
satisfaccion estética del paciente y la aceptacion de la protesis dental. Esta armonia
estética entre los tejidos blandos y duros en la zona peri-implantaria es
fundamental para lograr resultados estéticos Optimos y una integracion exitosa de
la rehabilitacion dental, impactando positivamente en la calidad de vida y la

autoconfianza del paciente a lo largo del tiempo.!!!

Mejora de la higiene oral: la presencia de tejido queratinizado facilita la higiene

oral del paciente alrededor del implante. Un margen gingival definido y saludable
permite un acceso mas facil para el cepillado y la limpieza interdental, ayudando
asi a prevenir la acumulaciéon de placa y la inflamacién gingival. Este tejido
proporciona una barrera fisica que protege los tejidos peri-implantarios y favorece
la eliminacion efectiva de biofilm dental, reduciendo el riesgo de enfermedades

peri-implantarias y mejorando la salud gingival a largo plazo.!2
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3.1.3. Consideraciones clinicas

Durante la planificacidn del tratamiento, los profesionales de la odontologia
evaluan la cantidad de tejido queratinizado disponible. En algunos casos, puede
ser necesario realizar procedimientos de aumento de tejido blando para optimizar
las condiciones peri-implantarias. Los procedimientos de aumento de tejido blando
pueden implicar técnicas como trasplantes de tejido conectivo, injertos de tejido
blando o cirugias de aumento de encia para crear una zona de encia mas gruesa y
resistente alrededor de los implantes. Estos procedimientos pueden realizarse
antes, durante o después de la colocacion de los implantes, segin las necesidades
individuales de cada paciente y el plan de tratamiento establecido.

En resumen, la presencia adecuada de tejido blando queratinizado peri-
implantario no solo influye en la estabilidad y la salud a largo plazo del implante
dental, sino que también desempefia un papel vital en la estética y el bienestar del
paciente. La consideracion cuidadosa de este aspecto durante la planificacion y
ejecucion del tratamiento contribuye significativamente al éxito de los implantes

dentales.113114,115

En el contexto de las restauraciones con implantes dentales, se ha observado
que el biotipo gingival del paciente juega un papel crucial en el resultado estético
y el éxito a largo plazo del tratamiento. Un biotipo gingival grueso se caracteriza
por tener una cantidad significativa de tejido gingival denso y fibroso.

Este tipo de biotipo gingival tiende a proporcionar una mejor estabilidad de
los tejidos blandos alrededor del implante, lo que contribuye a una apariencia mas

natural y estética de la restauracion dental.

Ademas, el biotipo grueso y aplanado suele asociarse con una mayor
resistencia a las fuerzas biomecéanicas, lo que reduce el riesgo de recesiones
gingivales y pérdida ¢sea alrededor del implante. Esto es especialmente beneficioso
en areas estéticamente sensibles, como los dientes frontales, donde la estabilidad
de los tejidos blandos es crucial para lograr resultados estéticos satisfactorios.

Los pacientes con un biotipo gingival grueso y aplanado también tienden a
tener una mayor cantidad de tejido blando en la zona del surco gingival, lo que

facilita la manipulacion y el modelado de los tejidos blandos durante el
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procedimiento de restauracion con implantes. Esto puede ayudar a mejorar aun

mas la estética del resultado final.!16

En la actualidad, en gran ntimero casos de colocaciéon de implantes, se
requiere un aumento dseo previo o simultaneo para garantizar las condiciones
Optimas de implantacion.

La frecuencia de regeneracidon oOsea en implantologia dental ha
experimentado un aumento notable en las tltimas décadas debido a diversos

factores.

La necesidad de abordar deficiencias dseas para lograr resultados estéticos
optimos ha aumentado la frecuencia de estos procedimientos, la regeneracion dsea
se utiliza no solo para abordar deficiencias dseas existentes, sino también como
medida preventiva para evitar complicaciones a largo plazo, como la recesion

gingival y la pérdida de tejido blando alrededor de los implantes.

Los avances tecnoldgicos, como la introduccion de biomateriales mas
efectivos y versatiles han ampliado las opciones disponibles para la regeneracion
0sea. La diversidad de injertos dseos autdlogos, aldgenos, xenoinjertos y sustitutos
sintéticos permite a los profesionales adaptar los tratamientos a las necesidades

especificas de cada paciente, aumentando asi la frecuencia de la regeneracion dsea.
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3.2. BIOMATERIAL DE REGENERACION OSEA: LA HIDROXIAPATITA (HA)

Respecto los biomateriales utilizados en procedimientos de aumento de
hueso deben cumplir con unos requisitos para lograr resultados exitosos y prevenir

complicaciones postoperatorias.

1. Biocompatibilidad. Los sustitutos dseos deben ser compatibles con el
cuerpo humano y no provocar reacciones inmunoldgicas adversas, evitando

respuestas negativas del sistema inmunologico.

Estos sustitutos deben ser biocompatibles, es decir, no causar reacciones
adversas en el cuerpo humano y ser aceptados por los tejidos circundantes.!”
Ademas, deben ser osteoconductivos, lo que significa que proporcionan un entorno
tridimensional adecuado para el crecimiento y la migracion de células dseas

precursoras, facilitando asi la formacion de nuevo tejido 6seo.!'®

2. Osteoconductores. La osteoinduccion es otro criterio importante a
considerar. Los sustitutos éseos deben ser capaces de inducir la diferenciacion de
células mesenquimales en osteoblastos, promoviendo asi la formacion de hueso
nuevo de manera activa.!’* Asimismo, la estabilidad a largo plazo del implante es
esencial para garantizar una integracion dptima con el hueso circundante y evitar

la migracion o el desplazamiento del material implantado.!?

3 Biodegradabilidad. Los materiales utilizados deben ser biodegradables,

descomponiéndose con el tiempo sin causar efectos perjudiciales en el organismo.

La capacidad de los sustitutos dseos para degradarse y ser reemplazados por
hueso propio del paciente es crucial para permitir una regeneracion ésea completa
y natural.

4. Facilidad de manejo. Los materiales deben ser faciles de usar y adecuados
para procedimientos quirargicos efectivos.

5. Economia. Los sustitutos dseos deben ser asequibles y disponibles a un

costo razonable.

6. Seguridad frente a enfermedades y reacciones inmunolodgicas. Es esencial
que no presenten riesgo de transmision de enfermedades ni provoquen reacciones

inmunologicas adversas en el paciente.
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En cuanto a la variedad de biomateriales utilizados en odontologia, es crucial
clasificarlos en diferentes categorias segin su composicion, estructura y funcion.

Estas clasificaciones pueden incluir:

1. Biomateriales ceramicos. Incluyen materiales como la hidroxiapatita,
fosfato tricalcico y vidrio bioactivo. Estos biomateriales se caracterizan por su alta

biocompatibilidad y capacidad para integrarse con los tejidos bioldgicos.

2. Biomateriales poliméricos. Comprenden una amplia gama de materiales,
como polimetilmetacrilato (PMMA), polietileno de ultra alto peso molecular
(UHMWPE) y poliésteres. Estos materiales son conocidos por su versatilidad y
capacidad para ser moldeados en diversas formas para su uso en restauraciones

dentales y dispositivos protésicos.

3. Biomateriales metalicos. Incluyen aleaciones de titanio, acero inoxidable
y cobalto-cromo. Estos materiales son apreciados por su resistencia mecanica y
durabilidad, lo que los hace ideales para implantes dentales y dispositivos

ortopédicos.

4. Biomateriales compuestos. Combinan diferentes materiales para
aprovechar las ventajas de cada uno. Por ejemplo, los compuestos de matriz
ceramica reforzados con fibras de polimero ofrecen una combinacion tnica de

resistencia y biocompatibilidad.

Estas categorias proporcionan una base sélida para comprender la diversidad
de biomateriales disponibles y su aplicaciéon en odontologia. Sin embargo, es
importante tener en cuenta que la seleccion del biomaterial adecuado depende de

las necesidades especificas del paciente y las caracteristicas del tratamiento dental
Los biomateriales ceramicos son componentes inorganicos ampliamente

utilizados en odontologia debido a su versatilidad, biocompatibilidad y diversas

aplicaciones clinicas.
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3.2.1. Clasificacion de los biomateriales

La clasificacién de los biomateriales ceramicos para uso odontoldgico segin

su origen puede dividirse en tres categorias principales:

1. Ceramicas naturales.

Estos biomateriales cerdmicos se derivan de fuentes naturales y se utilizan
en odontologia debido a su biocompatibilidad y similitud con los tejidos dentales.
La hidroxiapatita (HA) es un biomaterial cerdmico ampliamente utilizado en
odontologia debido a su similitud con la estructura del tejido 0seo y dental natural.
Se puede obtener de diversas fuentes, como huesos bovinos, porcinos, algas
marinas y sintesis quimica, y se utiliza en una variedad de aplicaciones
odontoldgicas, para recubrimientos de implantes, injertos 6seos y materiales de
relleno dental debido a su capacidad para promover la regeneracidon o6sea y la

osteointegracion.

A continuacién, se describen algunas de las formas comunes de
hidroxiapatita utilizadas en odontologia:
= Hidroxiapatita bovina

Esta forma de HA se obtiene a partir de huesos bovinos y se utiliza en
odontologia para aumentar el volumen Oseo en procedimientos de injerto y

promover la regeneracion dsea en defectos alveolares y periodontales.!!

Ejemplo: Bio-Oss® (Geistlich Pharma AG) es un producto comercial de
hidroxiapatita bovina ampliamente utilizado en odontologia para la regeneracion
0sea en implantes dentales y procedimientos de elevaciéon de seno maxilar
(Geistlich Pharma AG, 2021).

= Hidroxiapatita porcina

La HA porcina se deriva de huesos de cerdo y se utiliza en odontologia de
manera similar a la HA bovina, para aumentar el volumen dseo y promover la
regeneracion en defectos alveolares y periodontales.!??

Ejemplo: ELLAGEN® (Osteobiol) es un producto comercial de
hidroxiapatita porcina utilizado en odontologia para la regeneracién osea en

procedimientos de injerto (Osteobiol, 2021).



CAPITULOIII. CARACTERISTICAS REMODELACION OSEA 75

= Hidroxiapatita de algas marinas

La HA derivada de algas marinas ofrece una alternativa biocompatible y
sostenible a las fuentes animales de HA. Se utiliza en odontologia para la
regeneracion 6sea y como material de relleno en procedimientos de implantes
dentales

Ejemplo: Ostim® (Botiss Biomaterials) es un producto comercial de
hidroxiapatita de algas marinas utilizado en odontologia para la regeneracion 6sea
en procedimientos de elevacion de seno maxilar y aumentos de cresta (Botiss
Biomaterials, 2021).

2. Cerdamicas Sintéticas

Estos biomateriales cerdmicos se fabrican en laboratorio mediante procesos
de sintesis quimica controlada. Son disefiados para ofrecer propiedades especificas

y se utilizan en una variedad de aplicaciones odontologicas, como:

2.1. Alimina (6xido de aluminio) y Zirconia (6xido de circonio). Utilizados
en odontologia como materiales de restauracion dental debido a su resistencia
mecanica, biocompatibilidad y estética.

2.2. Fosfato de calcio sintético: incluye materiales como fosfato tricalcico y
fosfato dicalcico, que se utilizan en odontologia para promover la regeneracion
0sea en defectos alveolares y periodontales, asi como en procedimientos de

elevacion de seno maxilar.

3. Ceramicas Compuestas

Estos biomateriales cerdmicos se componen de una combinacion de
ceramicas y otros materiales, como polimeros o metales, para mejorar sus
propiedades mecdnicas y biologicas. Algunos ejemplos incluyen: ceramicas
reforzadas con fibras. Como el disilicato de litio reforzado con cristales de vidrio,
que se utiliza en odontologia para restauraciones dentales indirectas debido a su
resistencia y estética mejoradas.

Esta clasificacion proporciona una vision general de los biomateriales
ceramicos utilizados en odontologia segin su origen, destacando su importancia

en una variedad de procedimientos dentales y de regeneracion dsea.
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3.2.2. Clasificacion de biomateriales ceramicos segun el origen

Los biomateriales ceramicos se clasifican en dos categorias principales segtin

su origen: sintéticos y naturales.

1. Materiales autdgenos. En esta categoria, el donante de tejido es el propio
paciente. Los injertos 6seos autdlogos se consideran el "estandar de oro" debido a

su capacidad tnica de osteogénesis.!?>124

No obstante, estos injertos pueden presentar desafios significativos que
afectan su viabilidad y eficacia a largo plazo. La invasion quirtrgica del sitio
donante, aunque necesaria para obtener el tejido, puede causar molestias y
complicaciones postoperatorias para el paciente, como dolor, inflamacion y riesgo

de infeccién.1?5

Ademads, la recuperacion del sitio donante puede requerir un tiempo
prolongado, lo que puede prolongar el periodo de recuperaciéon del paciente y

afectar su calidad de vida durante el proceso de cicatrizacion.

Otro desafio importante es la posible resorcion del tejido trasplantado.
Aunque los injertos autdlogos tienen la capacidad de osteogénesis, es decir, la
capacidad de formar nuevo tejido 6seo, existe la posibilidad de que parte del injerto

se reabsorba con el tiempo.!2¢

La resorcion del injerto puede comprometer la estabilidad y la integridad
estructural del hueso, lo que puede requerir procedimientos adicionales de

reparacion o refuerzo para mantener la funcion y la forma dsea adecuadas.

Aloinjertos: consisten en tejido dseo obtenido de un donante de la misma

especie, aunque no genéticamente idéntico al receptor.

El aloinjerto 6seo liofilizado desmineralizado ha demostrado propiedades
osteoconductivas y un posible efecto osteoinductivo. !?” Los aloinjertos son
ampliamente utilizados en los EE. UU!28 122130 qunque en Europa las regulaciones
locales limitan la recolecciéon de tejido dseo en humanos, lo que reduce su
popularidad entre los médicos. A diferencia de los autoinjertos, no plantean
problemas de dolor y dafo a los sitios donantes, y estan disponibles en grandes
cantidades.
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Xenoinjertos: conocidos como sustitutos dseos xenogénicos, son materiales
utilizados en procedimientos de trasplante 6seo que implican el trasplante de tejido
6seo de una especie a otra. Estos sustitutos dseos consisten en minerales dseos
obtenidos de animales o minerales osteoarticulares, que se obtienen de corales
calcificados o algas. Para eliminar el riesgo de reacciones inmunogénicas o la
transmision de enfermedades, se elimina el componente orgéanico de estos

materiales, lo que los convierte en materiales osteoconductivos.'3!

Los xenoinjertos mas comunes se derivan del hueso bovino y porcino, y se
procesan para preservar la estructura original de la sustancia esponjosa y las
caracteristicas naturales de la superficie. La eliminacion del componente organico

garantiza que no haya riesgos relacionados con enfermedades transmitidas.

Es importante destacar que la produccién de hueso bovino desproteinizado
influye significativamente en su comportamiento biologico. Ademads, se ha
demostrado en diversos estudios la capacidad de osteointegracion y
biocompatibilidad de la hidroxiapatita .132133134

Los resultados de investigaciones también han confirmado la capacidad
osteoconductiva de los xenoinjertos porcinos y bovinos. Estos materiales actiian
como andamiaje para la generacion de células 6seas, lo que los hace valiosos en

procedimientos de regeneracion dsea.35130137

Aloplasticos: los sustitutos 6seos aloplasticos, o materiales sintéticos, han
ganado un amplio uso en la reconstruccion 6sea, desde la correccion de pequenas
dehiscencias o fenestraciones dseas hasta procedimientos de aumento ¢seo a gran
escala. Estos biomateriales ofrecen la ventaja de no conllevar riesgos de transmision

de enfermedades, ya que son de naturaleza sintética.

Un aspecto fundamental que ha impulsado el interés cientifico y clinico en
los sustitutos dseos aloplasticos en las tltimas cuatro décadas es su capacidad de
personalizacién. Los investigadores tienen la capacidad de adaptar las
caracteristicas de estos biomateriales, como la velocidad de degradacion, las
propiedades mecanicas, la porosidad y la composicién, para satisfacer las

necesidades especificas de cada caso clinico.!*

Hasta la fecha, se ha logrado un control preciso de la composicién quimica

de estos materiales, llegando incluso al nivel molecular. Se ha optimizado el
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tamafio y la interconexion de los macroporos para mejorar la vascularizacion y la

integracion en el tejido circundante.

No obstante, no todas las caracteristicas de un sustituto 6seo aloplastico ideal
se han establecido de manera definitiva. Un ejemplo es la importancia de la
adsorcion inicial de proteinas y otras macromoléculas del suero en la union de
células osteogénicas y sus precursores. Esta consideracion se aplica a otros tipos de

sustitutos 0seos.

Un aspecto critico es la estructura del material, que debe fomentar el
crecimiento de los vasos sanguineos, un factor clave en la formacion de tejido 6seo
en el interior del sustituto. Esto implica que el material no solo debe ser poroso,
sino también debe contar con macroporos conectados para permitir la

vascularizacion efectiva.!3?

Se enfatiza la relevancia de otros parametros, como la morfologia de los

poros, el porcentaje de porosidad y la interconexién entre los poros.!#

Las caracteristicas superficiales de los materiales utilizados en sustitutos
0seos, que reemplazan el tejido dseo, estan determinadas por su composicion
quimica, microporosidad, rugosidad superficial, cristalizacion y tamafio de los
cristales. Estos atributos superficiales desempefian un papel crucial en la adsorcion
inicial de proteinas, la uniéon de osteoblastos y osteoclastos, asi como la deposicion
de osteoide. Por consiguiente, es imperativo considerar estas caracteristicas al

fabricar biomateriales.!3?

Uno de los tipos de biomateriales aloplasticos mas ampliamente empleados
son los basados en materiales bioceramicos de calcio con base de fosfato (Ca-P).

Los materiales bioceramicos a base de fosfato de calcio son esenciales en el
campo de la regeneraciéon dsea y la odontologia debido a su similitud con la
composicion mineral del tejido dseo natural. Entre los bioceramicos de calcio, dos
compuestos destacan por su aplicacion en odontologia y cirugia ortopédica: la
hidroxiapatita (HA) y el fosfato tricalcico (TCP).

A. Hidroxiapatita (HA):

1. Composicién y estructura. La hidroxiapatita es la forma mds comun de

fosfato de calcio presente en los tejidos duros del cuerpo humano. Su
composicién quimica es Cal0(PO4)6(OH)2. La estructura cristalina de la
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HA es similar a la del esmalte dental y el tejido 6seo. Su estructura y

composicion se asemejan mds a los componentes inorganicos del hueso.

El fosfato tricalcico (TCP), es un compuesto que puede presentarse en varias

formas, siendo la forma alfa (a-TCP) y la forma beta (3-TCP) las mas comunes. Su

férmula quimica aes Ca3(PO4)2.

2.

Degradacion y resorcion:

a-TCP. Tiende a degradarse mds rdpidamente que la HA y puede
proporcionar un suministro de iones de calcio y fosfato, estimulando la
formacién de hueso.

B-TCP. Se degrada mds lentamente que a-TCP y se utiliza en situaciones
donde se busca una liberacién controlada de iones calcio y fosfato para
promover la regeneracion 6sea.

Aplicaciones: el TCP se utiliza en la fabricacién de injertos 6seos, materiales
de relleno, y recubrimientos de superficies de implantes.

B. Biphasic Calcium Phosphate (BCP):
Combinacién de HA y TCP: BCP es una combinacién de hidroxiapatita y

fosfato tricalcico en diferentes proporciones. Esta combinacion busca
combinar las propiedades osteoconductivas de la HA con la degradacion
controlada del TCP.

Versatilidad: BCP se utiliza en diversas aplicaciones, desde recubrimientos
de implantes hasta materiales de relleno éseo, permitiendo ajustar las
propiedades del material segtin las necesidades especificas de la aplicacion
clinica. en particular, ha sido objeto de una intensa investigacién y ha

arrojado resultados prometedores.

Los sustitutos Oseos sintéticos que contienen fosfato calcico, como la

hidroxiapatita (HA), el fosfato tricalcico (TCP) y el fosfato calcico bifasico, una

mezcla de HA y B-TCP, son biocompatibles y osteoconductivos, y se utilizan

ampliamente en sustitucion de injertos dseos autdlogos. 14! 142 143 144

En los dltimos afios, ha habido un considerable esfuerzo en la investigacion

de la modificacién de la composicién y estructura de los biomateriales utilizados

en rellenos e injertos dseos.
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En la interfaz entre el injerto 6seo y el huésped, existe una compleja relacién
en la que mdltiples factores pueden influir en la correcta osteointegracién del
injerto. Entre estos factores se destacan la ubicacién del implante, la vascularizacién
del injerto, la compatibilidad inmunolégica entre el donante y el huésped, diversos
factores locales y sistémicos (como hormonales, el uso de medicamentos, la calidad
6sea y enfermedades crénicas degenerativas) y las propiedades mecdnicas que
dependen del tamario, la forma y el tipo de injerto utilizado.'* Por lo tanto, se ha
centrado en el desarrollo y la modificacién de los injertos ya existentes, como la HA
o el fosfato tricdlcico (TCP).

En la actualidad, se estdn realizando investigaciones intensivas para
modificar los sustitutos 6seos alopldsticos mediante la incorporacién de diferentes
elementos, como el estroncio (Sr), calcio (Ca), magnesio (Mg), f6sforo (P) y silicio
(Si), que han demostrado mejoras en las propiedades de los biomateriales

aloplésticos en varios estudios.

El silicio, que comparte el grupo 14 de la tabla periédica con el germanio, ha
sido objeto de numerosos estudios y se ha demostrado que tiene efectos
beneficiosos en el tejido conectivo, especialmente en el hueso y el cartilago. La
adiciéon de silicio mejora las condiciones osteoconductivas del injerto y ha
demostrado estimular la neoformacién 6sea en estudios realizados en animales.'*
147148 199 Ademds, es importante destacar que no se ha observado toxicidad alguna

en concentraciones elevadas.!%0 151
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IV. MECANISMOS DE LA HIPERSENSIBILAD DENTARIA

4.1. INTRODUCCION

La sensibilidad dental es un problema comun que afecta a muchas personas
en todo el mundo. Se refiere a esa sensacion de dolor agudo que se experimenta al
consumir alimentos frios, calientes o dulces, especialmente cuando los dientes
estdn expuestos debido a la pérdida de esmalte o la recesién de las encias. Esta
sensibilidad no solo puede ser molesta, sino que también afecta la manera en que
las personas comen y cuidan sus dientes, lo cual puede tener un impacto

significativo en su vida diaria.

Existen varias razones por las cuales alguien puede desarrollar sensibilidad
dental, desde el desgaste del esmalte debido a ciertos alimentos o enfermedades,
hasta tratamientos dentales como limpiezas profundas o la colocacién de empastes.
Entender por qué ocurre y cémo manejarla de manera efectiva es crucial para los
dentistas y para las personas que la sufren. Especialmente ahora, con mds personas
conservando sus dientes naturales por mds tiempo, es importante encontrar formas

de protegerlos y mantenerlos saludables a lo largo de la vida.

En este capitulo, se describe en detalle qué causa la sensibilidad dental, los
mecanismos subyacentes y las estrategias actuales de manejo clinico de la
sensibilidad dental, cémo afecta a las personas y cudles son las mejores formas de

tratarla.

4.1.1. Definicioén y caracteristicas de la sensibilidad dentinaria

Buscar un tratamiento contra la sensibilidad dentaria es un tema

fundamental por varias razones.

Primero, la sensibilidad dentaria puede afectar significativamente la calidad

de vida de una persona, ya que puede generar molestias y dolor agudo al comer,
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beber o incluso al respirar aire frio. Esto impacta negativamente en las rutinas

diarias y en la elecciéon de alimentos y bebidas.

La sensibilidad dentinaria, también conocida como hipersensibilidad
dentinaria, es una condicién frecuente que afecta a un gran nimero de personas en
todo el mundo. Se caracteriza por la presencia de dolor agudo y repentino en los
dientes, que suele desencadenarse por estimulos externos como cambios de
temperatura, alimentos y bebidas 4cidas, cepillado dental vigoroso o incluso
simplemente al respirar aire frio. Este dolor puede ser breve pero intenso, y puede
interferir significativamente en la calidad de vida del individuo, afectando sus

hébitos alimenticios, su higiene oral e incluso su bienestar emocional.'®?

Generalmente no se produce en un diente sano y puede ser un sintoma de
problemas dentales subyacentes, como caries, desgaste del esmalte o retraccién de
encias, La sensibilidad dentinaria ocurre cuando la dentina, la capa de tejido duro
que se encuentra debajo del esmalte dental, se expone debido a la pérdida de la

capa protectora de esmalte o encia.'*

Una de las caracteristicas distintivas de la sensibilidad dentinaria es que el
dolor cesa inmediatamente después de eliminar el estimulo desencadenante. Esta
respuesta rdpida y directa es una de las formas en que los individuos pueden
identificar y distinguir la sensibilidad dentinaria de otros tipos de dolor dental. Una
vez que se elimina el estimulo, ya sea retirando el alimento o la bebida acida,
cesando el cepillado vigoroso o simplemente alejandose de la fuente de
temperatura extrema, el dolor disminuye o desaparece por completo, lo que

proporciona un alivio momentédneo al paciente.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que esta interrupciéon del dolor
es temporal y no aborda la causa subyacente de la sensibilidad dentinaria, que debe
ser evaluada y tratada adecuadamente por un profesional dental para prevenir su
recurrencia una de las caracteristicas que el dolor cesa con la eliminacién del

estimulo.!®*

Este dolor ejerce un impacto significativo en diversos aspectos de la vida
diaria de quienes la padecen. Afecta los hdbitos alimentarios, ya que los pacientes
suelen evitar ciertos alimentos y bebidas que desencadenan el dolor, limitando asi

su dieta y nutricion.
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Ademds, el dolor asociado puede afectar el estado funcional del paciente,
dificultando actividades cotidianas como hablar, masticar y beber. El simple acto
de cepillarse los dientes puede convertirse en una tarea desafiante y dolorosa, lo
que lleva a una higiene oral deficiente y aumenta el riesgo de problemas dentales
adicionales. Las interacciones sociales también se ven afectadas, ya que el dolor

repentino e intenso puede causar incomodidad y malestar en situaciones sociales.
155

Es fundamental abordar y tratar adecuadamente la sensibilidad dentinaria

para mejorar la calidad de vida y el bienestar general del paciente.

4.2. ETIOPATOGENIA

La dentina, que constituye la capa principal debajo del esmalte dental, no esta
directamente expuesta a estimulos externos debido a la presencia del esmalte. Sin
embargo, la sensibilidad dentinaria ocurre cuando las terminaciones nerviosas
periféricas de los tibulos dentinarios se ven expuestas debido a la pérdida de
esmalte o al desgaste de la capa protectora, lo que permite la estimulacién directa
de los nervios. Esta exposicion provoca una respuesta dolorosa y aguda,

caracteristica de la hipersensibilidad dentinaria.

El dolor es causado por dentina expuesta, esta situacion se puede dar después
de que el esmalte o cemento de la raiz se haya perdido por tratamientos,
enfermedades dentales y gingivales subyacentes, desgaste fisiol6gico de los
dientes, y la retraccién de tejidos periodontales de soporte.'>

Factores predisponentes de la hipersensibilidad dentinaria:

1.Exposiciéon de la dentina:

Recesion gingival: la retraccién de las encias puede exponer la dentina, lo

que la hace susceptible a estimulos externos.

Desgaste dental: el desgaste del esmalte dental debido a la abrasién, la

erosion o la abfraccion puede liberar la dentina subyacente.

Abrasion: desgaste fisico como resultado de procesos mecanicos (cepillado).
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Erosion: desgaste quimico como resultado del dcido extrinseco, intrinseco
(jugos géstricos) o de los quelantes que actian sobre superficies dentales libres de
placa.

Abfraccion: pérdida de tejido dentario, como resultado de fuerzas

biomecdnicas; como la sobrecarga oclusal.'>

Bruxismo: el hébito de rechinar o apretar los dientes puede contribuir al

desgaste del esmalte y, eventualmente, a la exposicion dentinaria.

2. Higiene bucal inadecuada:

Cepillado agresivo: el uso de una técnica de cepillado inadecuada o de un
cepillo de cerdas duras puede causar desgaste mecdnico del esmalte y recesién
gingival.

Uso de dentifricos abrasivos: algunos dentifricos contienen ingredientes que

pueden ser demasiado abrasivos para el esmalte dental

3. Alimentacion v dieta:

Consumo de acidos: alimentos y bebidas dcidas (como frutas citricas, jugos,

refrescos y vino) pueden erosionar el esmalte, exponiendo la dentina.

4. Procedimientos odontoldgicos:

Blanqueamiento dental: el uso de agentes blanqueadores puede causar una
desmineralizacion temporal de la dentina, aumentando la sensibilidad.

Limpiezas profesionales: en algunos casos, la eliminacién de sarro y placa
puede dejar dreas de dentina previamente recubiertas expuestas y mds sensibles.

Tratamiento ortodontico: durante el proceso de ortodoncia, los dientes
pueden experimentar movimientos y cambios en su posicién, lo que puede causar

estrés en las estructuras circundantes, incluidas las encias y el tejido periodontal.

5. Factores sistémicos vy genéticos:

Enfermedades sistémicas: algunas enfermedades como la diabetes pueden
influir en la salud de las encias, llevando a la recesién gingival y la exposicién

dentinaria.

Factores genéticos: la predisposicién genética puede influir en la estructura

del esmalte y la reaccién de la dentina a los estimulos externos.
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6. Deshidratacion y flujo salivar:
Saliva insuficiente: la saliva juega un papel crucial en la proteccién contra la
desmineralizacién. La disminucién del flujo salivar puede aumentar el riesgo de

erosion y caries.

7. Hébitos de vida:

Tabaquismo: fumar puede afectar negativamente la salud de las encias,

contribuyendo a la recesién gingival y la exposiciéon dentinaria.

Una de las causas més frecuentes es la recesion gingival, caracterizada por la
exposicion de la raiz del diente debido a la retraccién de las encias, es una de las
causas mds comunes de sensibilidad dental. Este problema puede ser
especialmente relevante para los pacientes que sufren de enfermedad periodontal,

ya que la recesion gingival es una manifestaciéon comdn de esta condicién.

Cuando las encias se retraen, la raiz del diente queda expuesta, dejando los
tdbulos dentinarios vulnerables a estimulos externos, como cambios de

temperatura, alimentos y bebidas dcidas, o el cepillado dental vigoroso.'*’

La exposiciéon de la dentina radicular debido a la recesién gingival se ha
asociado con un cepillado agresivo. Cuando la encia retrocede, deja expuesta la
superficie radicular del diente. Un cepillado vigoroso o agresivo puede eliminar
atin mas el tejido gingival restante y desgastar la dentina radicular expuesta, lo que
aumenta la sensibilidad dental. El cepillado excesivo puede también dafiar el tejido
periodontal circundante y provocar inflamacién, lo que agrava atn mads la

sensibilidad.

Por lo tanto, es importante que los pacientes con recesién gingival utilicen
técnicas de cepillado suaves y adecuadas, como cepillos de cerdas suaves y
movimientos suaves, para prevenir el empeoramiento de la sensibilidad dental.
Ademads, es recomendable utilizar productos dentales disefiados especificamente
para la sensibilidad, que pueden ayudar a fortalecer el esmalte y reducir la

sensibilidad en la dentina expuesta.'*®

La hipersensibilidad dental puede estar asociada con algunos tratamientos
dentales, uno de estos tratamientos que se realizan con bastante frecuencia son los
tratamientos periodontales que provocan la hipersensibilidad debido a la
exposiciéon de los tibulos dentinarios después de la eliminacién de cdlculo
supragingivales y/o subgingivales. Otro factor es la eliminacién del cemento
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dental que recubre la raiz o la propia dentina de la raiz durante el raspado

periodontal .’

La sensibilidad post-blanqueamiento dental es un efecto adverso comtn que
puede experimentar un paciente después de someterse a un tratamiento de
blanqueamiento dental. Este fendmeno se caracteriza por la sensibilidad dental
transitoria o aguda, que puede manifestarse como dolor o molestias en los dientes

durante o después del procedimiento de blanqueamiento.

La sensibilidad post-blanqueamiento dental puede ocurrir debido a varios
factores. Uno de los principales es el aumento temporal de la permeabilidad
dentinaria causado por el blanqueamiento quimico. Durante el proceso de
blanqueamiento, los agentes blanqueadores, como el peréxido de hidrégeno o el
peréxido de carbamida, pueden penetrar en los tiibulos dentinarios y desencadenar
una respuesta inflamatoria en la pulpa dental, lo que resulta en sensibilidad.

Ademds, la deshidratacién temporal del esmalte durante el procedimiento de
blanqueamiento también puede contribuir a la sensibilidad dental. La
deshidrataciéon puede provocar cambios en la estructura del esmalte y aumentar la

sensibilidad al frio, calor u otros estimulos.

Es importante tener en cuenta que la sensibilidad post-blanqueamiento
dental suele ser transitoria y tiende a disminuir con el tiempo. Sin embargo, puede

resultar incémoda para el paciente y afectar su calidad de vida temporalmente.'®

La hipersensibilidad dental puede estar asociada con tratamientos de
ortodoncia debido a varios factores. Durante el proceso de ortodoncia, los dientes
pueden experimentar movimientos y cambios en su posicién, lo que puede causar
estrés en las estructuras circundantes, incluidas las encias y el tejido periodontal.
Este estrés puede provocar la exposiciéon de la raiz dental y la consiguiente
sensibilidad debido a la recesién gingival o la pérdida de esmalte dental.

Ademds, algunos procedimientos ortodéncicos, como la colocacién de
brackets y alambres, pueden causar irritacion en las encias y los tejidos
circundantes, lo que puede provocar sensibilidad dental temporal. El contacto
directo de los brackets y alambres con los tejidos gingivales puede causar
inflamacién y molestias, especialmente durante los primeros dias después de la

colocacién o los ajustes de los aparatos ortodéncicos.
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El uso de fuerzas ortoddncicas para mover los dientes puede alterar la
posiciéon de los tejidos blandos circundantes, lo que puede contribuir a la
sensibilidad dental. Es importante que los ortodoncistas y pacientes sean
conscientes de estos posibles efectos secundarios y tomen medidas para minimizar
la sensibilidad dental, como el uso de productos desensibilizantes, enjuagues
bucales especiales y técnicas de higiene bucal adecuadas.!®!

La hipersensibilidad dentinaria tiene un inicio que se puede dividir en dos
fases distintas:

Localizacién de la lesién: esta fase comienza con la exposiciéon de la dentina

debido a la pérdida de esmalte y/o recesion gingival.

Es importante destacar que no toda la dentina expuesta es necesariamente
sensible. Sin embargo, la capa de frotis calcificada en la dentina expuesta sensible
es méds delgada en comparacién con la dentina no sensible. Esta delgadez provoca
un aumento en el movimiento del liquido dentro de los ttiibulos dentinarios, lo que

conduce a una mayor sensibilidad al dolor.'*%16?

Inicio de la lesién: durante esta fase, los tapones tubulares y la capa de frotis

que protegen los tibulos dentinarios y la pulpa desaparecen, dejando estos
elementos expuestos al medio externo. La apertura de los tdbulos dentinarios
permeables desde la pulpa hasta la cavidad oral es esencial para activar el
mecanismo hidrodindmico que desencadena la sensibilidad dentinaria. El inicio de
la lesién ocurre después de que se elimina estd cubierta protectora, exponiendo asi

los ttibulos dentinarios y permitiendo que se produzca la sensibilidad.'**

Ambas condiciones deben estar presentes para que el individuo experimente

dolor debido a la hipersensibilidad dentinaria.’®®

4.3. MECANISMO Y TEORIAS DE LA SENSIBILIDAD DENTARIA

El mecanismo subyacente a la sensibilidad dental implica la comunicacién
de estimulos externos a través de pequefios tibulos dentinarios que conectan la
superficie del diente con los nervios sensibles al dolor en la pulpa dental. La
exposicion de estos ttibulos puede ser el resultado de varios factores, incluyendo la



90 RODION BUSHIN IZMAN

erosiéon del esmalte por el consumo de alimentos &cidos, el cepillado dental
vigoroso o la enfermedad periodontal.

En esta seccién, se explorard detalladamente cémo se desencadena y
perpettia la sensibilidad dental a nivel fisiol6gico. Se revisardn los estudios y teorias
actuales que explican cémo los estimulos externos activan los nervios dentales y
desencadenan la respuesta de dolor.

A continuacién, se explican las teorfas de mecanismos.

Los mecanismos de la sensibilidad dentinaria que se ha propuesto son los

siguientes:
A) Teoria de la inervacién directo
B) Teoria del receptor de odontoblastos
C) Movimiento de fluidos / Teoria hidrodinamica
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dentin
Intertubular
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Figura 2. Mecanismos de sensibilidad dentinaria. Adaptado de Miglani et al.!®
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La Teoria de la inervacion directa es una explicacion propuesta para entender
la sensibilidad dentinaria. Segiin esta teoria, se sugiere que las terminaciones
nerviosas penetran la dentina desde la pulpa dental y se extienden hasta la uniéon
amelodentinaria, donde pueden transmitir directamente el dolor generado por

estimulos mecanicos.

Sin embargo, es importante destacar que esta teoria carece de evidencia
solida que la respalde. De hecho, hasta la fecha, no se ha encontrado evidencia
concluyente que demuestre la presencia de nervios en la dentina superficial. Esta
falta de evidencia ha llevado a cuestionar la validez de la Teoria de la Inervacion

Directa como una explicacion completa para la sensibilidad dentinaria.

En la segunda teoria, los odontoblastos acttian como receptores del dolor y
transmiten sefales a los nervios pulpares. Pero esta teoria también ha sido
rechazada ya que la matriz celular de los odontoblastos no es capaz de excitar y
producir impulsos neuronales. Ademas, no se ha encontrado una sinopsis entre los

odontoblastos y los nervios pulpares.’”

La teoria hidrodinamica de Brannstrom (1964) del desplazamiento de liquido
dentro de los ttibulos dentinarios es la teoria mas aceptada de la hipersensibilidad

dentinaria.!¢4.

Dentro de la dentina, los tibulos dentinarios van desde la pulpa hasta la
superficie dentinaria externa. Explica la relacion entre el dolor de Ila
hipersensibilidad dentinaria y el desplazamiento del liquido bioldgico de los
tabulos dentinarios y la consiguiente activacion de los nociceptores. El
desplazamiento de este liquido es provocado estimulos (quimicos, térmicos y
tactiles). El movimiento del liquido dentro de los tabulos dentinarios estimula las
fibras A-delta, excitando el nervio pulpar, produciendo un dolor agudo y bien

localizado que se percibe como hipersensibilidad dentinaria.!5%165166,167

La hipersensibilidad dentinaria es el resultado de la activacion de las fibras
nerviosas A-0 ubicadas en los tabulos dentinarios. Por tanto, las fibras A-0 se
activan mediante el mecanismo hidrodindmico. Su activacion esta directamente

asociada a la presencia de tibulos abiertos.!>
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4.3.1. Enfoques terapéuticos para la sensibilidad dental

Por lo tanto, los tratamientos desensibilizantes se basan en la reduccién del
movimiento del liquido dentro de los ttiibulos dentinarios o en la disminucién de

la permeabilidad de la dentina.

Al bloquear o disminuir el flujo de liquido en los tdbulos dentinarios, se
reduce la estimulacién de las terminaciones nerviosas que se encuentran en la
dentina, lo cual, a su vez, disminuye la percepcién del dolor. Estos tratamientos
pueden lograr sus efectos de diversas maneras, incluyendo la aplicacién de agentes
que forman barreras fisicas que ocluyen los ttibulos o el uso de compuestos
quimicos que reducen la permeabilidad de la dentina. Al controlar estos factores,
se logra regular eficazmente la respuesta dolorosa que caracteriza la
hipersensibilidad dentaria, ofreciendo un alivio significativo a los pacientes que

sufren de esta condicion.'®

Una de las estrategias mds efectivas para tratar la hipersensibilidad dentaria
consiste en disminuir el movimiento del liquido dentro de los tdbulos dentinarios,
lo cual se logra mediante el estrechamiento y la oclusién de estos tdbulos. Este
proceso implica la aplicacién de agentes desensibilizantes que actdan formando
precipitados en los tibulos dentinarios, lo que reduce su didmetro y, en algunos
casos, los bloquea por completo. Como resultado, se minimiza la transmisién de
estimulos externos hacia las terminaciones nerviosas localizadas en la dentina,
impidiendo que estas envien sefiales de dolor al cerebro. De esta manera, se logra
un alivio efectivo de la hipersensibilidad dentaria, mejorando la calidad de vida del
paciente al reducir la percepcién de dolor en respuesta a estimulos térmicos, tactiles

0 quimicos.'*®

4.4 PREVALENCIA

La sensibilidad dentinaria es un problema comtn que afecta a una amplia
gama de la poblacién, con estudios clinicos que indican una prevalencia que varia

significativamente, desde un 4% hasta un 74%.1%17
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Esta variabilidad en la prevalencia puede atribuirse a mdltiples factores,
incluyendo diferencias en la edad, la higiene oral, la presencia de enfermedades
periodontales y la exposicién a ciertos tratamientos dentales. La edad es un factor
significativo, ya que la hipersensibilidad dentaria tiende a aumentar con la edad
debido al desgaste del esmalte y la recesiéon gingival que expone la dentina
subyacente. La higiene oral también juega un papel crucial; pricticas inadecuadas
de cepillado o el uso de cepillos de cerdas duras pueden llevar a la abrasién del

esmalte y la exposicion de la dentina.

Ademds, las enfermedades periodontales que resultan en la pérdida de hueso
y encia son factores de riesgo para la exposicion de la raiz dentinaria, aumentando
la susceptibilidad a Ia hipersensibilidad dentaria. Por dultimo, ciertos
procedimientos dentales, como el blanqueamiento dental, pueden provocar o
exacerbar la hipersensibilidad al alterar la estructura del esmalte y exponer la
dentina. Todos estos factores, individuales o combinados, contribuyen
significativamente a la variabilidad observada en la prevalencia de la

hipersensibilidad dentaria.!”*72

La sensibilidad dentinaria se manifiesta como un dolor agudo y repentino en
respuesta a estimulos térmicos, osméticos, quimicos o téctiles, y puede tener un

impacto significativo en la calidad de vida del paciente.'”? '7*

Es fundamental comprender las causas subyacentes y los mecanismos
involucrados en la sensibilidad dentinaria para poder desarrollar estrategias
efectivas de prevencion y tratamiento que mejoren el bienestar y la comodidad de

los pacientes.'”

La sensibilidad dentinaria, caracterizada por una sensacién dolorosa aguda
en respuesta a estimulos externos, se encuentra con mayor frecuencia en pacientes
que sufren de enfermedad periodontal. Estudios han demostrado que la
prevalencia de sensibilidad dentinaria en pacientes con enfermedad periodontal

varia significativamente, con cifras que oscilan entre el 72,5% y el 98%.17¢

Ademads, se ha observado que los tratamientos periodontales, como el
raspado y alisado radicular, asi como la cirugia gingival, pueden desencadenar o
exacerbar la sensibilidad dentinaria en los pacientes. En particular, después de
estas intervenciones, se ha informado de un aumento en la incidencia de

sensibilidad dentinaria en los pacientes afectados.'® Estos hallazgos sugieren una
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estrecha relacién entre la enfermedad periodontal y la sensibilidad dentinaria, lo
que resalta la importancia de abordar adecuadamente esta condicién en el manejo

clinico de los pacientes con enfermedad periodontal.

Factores que aumentan el riesgo de padecer hipersensibilidad dentinaria
incluyen el cepillado agresivo, tratamientos periodontales, bulimia, xerostomia,
consumo de alimentos o bebidas con alto contenido acido, recesién gingival en

personas mayores, y el consumo de tabaco sin humo o rapé.'”” 178

La hipersensibilidad dentinaria ocurre con mayor frecuencia entre los 20 y 50
afios y es mds comun en mujeres, posiblemente debido a sus hébitos de higiene
dental y dietéticos. El rango de edad menos comun para la hipersensibilidad
dentinaria es de 60 a 69 afios. Esto puede estar relacionado con la formacién de

dentina esclerética.'”180

Se observa con mayor frecuencia en los dientes caninos y premolares en la
zona vestibular cervical, pero puede afectar a cualquier diente y en cualquier drea
de la boca. La prevalencia en los caninos y premolares se debe a su ubicacién en la
arcada dental, lo que los hace mas susceptibles al desgaste mecanico durante el
cepillado y a la exposicion a estimulos térmicos y quimicos. La zona vestibular
cervical es particularmente vulnerable debido a la delgada capa de esmalte y la
proximidad de la dentina a la superficie, lo que facilita la transmision de estimulos
dolorosos. Sin embargo, es importante notar que la hipersensibilidad dentinaria no
estd restringida a estas areas especificas. Cualquier diente que experimente
recesion gingival, erosion, abrasion o restauraciones deficientes puede desarrollar
sensibilidad.!#!

4.5. DIAGNOSTICO

El diagnoéstico de la hipersensibilidad dentinaria comienza realizando un
historial médico exhaustivo del paciente, seguido de una exploraciéon clinica
detallada. Es fundamental considerar varios aspectos del dolor que el paciente

experimenta, tales como la naturaleza del dolor, si es agudo, sordo o punzante.!s
183
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También se debe evaluar la cantidad de dientes afectados y su ubicacion en la boca,
ya que esto puede proporcionar informacion clave sobre los factores etiologicos que
contribuyen a la hipersensibilidad.

La intensidad del dolor es otro factor critico que debe ser evaluado, ya que
puede variar considerablemente entre los pacientes y puede influir en la eleccion
del tratamiento. Ademas, es importante identificar los estimulos que desencadenan
el dolor, como alimentos frios, calientes, acidos o azucarados, asi como actividades

cotidianas como el cepillado de dientes.

El diagnostico de la hipersensibilidad dentinaria se complica
significativamente cuando el paciente presenta simultdneamente pulpitis
reversible y dentina expuesta. Tanto los dientes hipersensibles como las pulpas
inflamadas exhiben muchos de los mismos sintomas, incluyendo sensibilidad al

frio, al aire y al calor, lo que dificulta la diferenciacion entre ambas condiciones.

No obstante, existen algunas diferencias clave que pueden ayudar en el
diagnostico diferencial. Por ejemplo, el dolor asociado con pulpitis reversible
tiende a ser mas prolongado, sordo y doloroso, ademas de estar mal localizado, en
comparacion con el dolor agudo y bien localizado de la hipersensibilidad

dentinaria.

Este dolor pulpar suele durar mas tiempo que el estimulo aplicado,

persistiendo incluso después de la eliminacion del estimulo que lo desencadeno.!*

Al realizar la historia clinica para diagnosticar la hipersensibilidad
dentinaria, es fundamental plantear una serie de preguntas especificas para obtener
una comprension completa de la condicion del paciente. Se debe indagar sobre el
momento del inicio de la sensibilidad, lo cual puede ofrecer pistas sobre la causa
subyacente de la hipersensibilidad. La intensidad del dolor es otro aspecto crucial
a considerar, ya que puede variar significativamente de un paciente a otro y afecta

directamente la calidad de vida.

Evaluar la estabilidad del dolor si es intermitente o constante también
proporciona informacién valiosa sobre la naturaleza del problema dental. Ademas,
es esencial identificar aquellos factores que reducen o aumentan la intensidad del
dolor, como la exposicion a ciertos alimentos o cambios en la temperatura, ya que

esto puede ayudar a personalizar las estrategias de tratamiento
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Para evaluar la sensibilidad, se utilizan estimulos térmicos potencialmente
dolorosos aplicados al diente y rafagas de aire. Estos estimulos son utiles para
provocar una respuesta que puede ser medida y registrada de diversas maneras.
Se puede utilizar la escala de Schiff, que cuantifica la respuesta de sensibilidad del
paciente a los estimulos, o emplear descriptores verbales informados por el

paciente, lo que proporciona una evaluacion cualitativa del dolor percibido.!$*

Esta evaluacion detallada no solo ayuda en el diagndstico preciso de la
hipersensibilidad dentinaria, sino que también permite monitorizar la efectividad

de los tratamientos aplicados y ajustar las intervenciones seguin sea necesario.

La escala de Schiff es una herramienta utilizada para cuantificar la respuesta
del paciente a estimulos térmicos y aéreos aplicados a los dientes, ayudando a
evaluar la hipersensibilidad dentinaria. Esta escala consta de cuatro grados que

describen diferentes niveles de sensibilidad del paciente:

Grado 0: El sujeto no responde al estimulo aéreo, indicando la ausencia de
sensibilidad detectable.

Grado 1: El sujeto responde al estimulo aéreo, pero no solicita la interrupcion

del estimulo. Esto sugiere una leve sensibilidad, pero tolerable para el paciente.

Grado 2: El sujeto responde al estimulo aéreo y pide su interrupcion o se aleja
de él. Este nivel refleja una sensibilidad moderada, donde el estimulo causa

suficiente incomodidad para que el paciente desee que cese.

Grado 3: El sujeto responde al estimulo aéreo, considera que es doloroso, y
pide la interrupcion del estimulo. Este grado representa una alta sensibilidad, en la
que el estimulo es percibido como doloroso y el paciente busca evitarlo de

inmediato.

Se ha informado que el estimulo frio tiene mayor eficacia para activar los
nervios dentinarios en comparacion con el calor y el sondaje. Los estudios han
demostrado que los nervios dentro de la dentina responden mas rdpidamente y
con mayor intensidad a los estimulos frios debido a la rapida conduccion del frio a

través de los tubulos dentinarios.

Esta respuesta aumentada al frio se debe a diversos factores, incluyendo la

mayor capacidad del frio para inducir cambios rapidos en el flujo del fluido dentro
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de los tubulos dentinarios, lo que activa las terminaciones nerviosas de manera mas

efectiva.

En contraste, los estimulos de calor y el sondaje tienden a provocar respuestas
mas lentas o menos intensas debido a la diferente dindmica de transmisiéon del
estimulo en la dentina. Esta diferencia en la activacion de los nervios es clave para
diagnosticar y evaluar la hipersensibilidad dentinaria. El uso de estimulos frios es,
por lo tanto, una herramienta diagnostica crucial en la practica odontologica para
identificar areas de hipersensibilidad y determinar la severidad de la condicién,

permitiendo asi una mejor planificacion del tratamiento y manejo del dolor.!®2

4.6. TRATAMIENTO

El tratamiento de la hipersensibilidad dentinaria tiene dos enfoques; ocluir
tabulos dentinarios o bloquear la transmision de impulsos en los nervios
dentinarios:!81182
R/

% El primero se basa en colocar sustancias que formen depositos y asi ocluyan el
tabulo.

El segundo enfoque se basa en ocluir de manera parcial los tabulos evitando
que los estimulos externos produzcan cambios en el movimiento de los
fluidos.1¢

El tratamiento de la hipersensibilidad dentinaria tiene dos enfoques
principales: la oclusion de los tibulos dentinarios y el bloqueo de la transmision de

impulsos en los nervios dentinarios.”18

El primer enfoque se basa en la aplicacion de sustancias que forman depositos
en los tubulos dentinarios, logrando asi su oclusiéon completa. Estos depositos
pueden estar compuestos por materiales como el fluoruro de sodio, el oxalato de
potasio, o derivados de la arginina, los cuales precipitan dentro de los tubulos,
dificultando el movimiento del fluido y aliviando el dolor.8

El segundo enfoque se basa en ocluir de manera parcial los tabulos
dentinarios, lo que evita que los estimulos externos provoquen cambios
significativos en el movimiento de los fluidos dentro de los tabulos. Esto se puede
lograr mediante el uso de agentes desensibilizantes como el nitrato de potasio, que

reduce la excitabilidad de las terminaciones nerviosas intradentinarias, o
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materiales adhesivos y selladores dentinarios que forman una barrera protectora a

nivel de la superficie dentinaria.!8

Ambos enfoques tienen como objetivo final disminuir la respuesta dolorosa
del paciente, mejorando su calidad de vida y facilitando el manejo clinico de la
hipersensibilidad dentinaria.

Se han desarrollado varios tratamientos de la hipersensibilidad dentinaria:

-Terapia laser: el laser estimula funciones celulares normales, por tanto,
estimula la produccion de dentina esclerdtica, obliterando de manera interna los
tabulos.’” En medios humedos, provoca la deposicidon de sales insolubles de los
tabulos expuestos por la evaporaciéon del liquido dentinario. Este depdsito es
responsable de la obturacion de los tubulos dentinarios, reduciendo la

hipersensibilidad dentinaria.®”

-Cloruro de potasio: el uso de productos dentales que contienen estas sales
resulta en una reduccion notable de la sensibilidad en los dientes de los pacientes.
Estos productos incluyen pastas dentales, enjuagues bucales y geles
desensibilizantes, los cuales, al ser utilizados regularmente, ayudan a bloquear la
transmision de sefiales de dolor a través de los tibulos dentinarios, mejorando la

calidad de vida de las personas afectadas por la sensibilidad dental.

Hoy en dia, la mayoria de las pastas dentales desensibilizantes llevan sales
de potasio como cloruro de potasio, citrato de potasio y nitrato de potasio.!®3

Los estudios han revelado que las sales de potasio se mueven a lo largo de
los tubulos dentinarios y bloquean la accidén axoénica de las fibras nerviosas,
disminuyendo la excitabilidad del diente. Esta investigacion ha demostrado que las
sales de potasio, como el nitrato de potasio, son capaces de penetrar los tibulos
dentinarios, que son pequenos canales presentes en la dentina, la estructura situada

debajo del esmalte dental.

Estos tubulos dentinarios contienen fluido y terminaciones nerviosas que son
responsables de transmitir sensaciones, incluyendo el dolor, cuando el diente es
estimulado por factores externos como el frio, el calor o la presién. Cuando las sales
de potasio ingresan en estos tubulos, provocan una despolarizacién sostenida de

las membranas de las fibras nerviosas.
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Este proceso de despolarizacion reduce significativamente la capacidad de
las fibras nerviosas para generar y transmitir potenciales de accion, que son las
senales eléctricas responsables de la percepcion del dolor. Al mantener un estado
de despolarizacion constante, las sales de potasio hacen que las fibras nerviosas se
vuelvan menos sensibles a los estimulos externos, disminuyendo asi la
excitabilidad del diente.’*”

-Los cementos de iondmero. Los cementos de iondmero de vidrio son
materiales dentales ampliamente utilizados debido a sus propiedades beneficiosas,
entre las cuales se destaca su capacidad para cubrir la dentina expuesta. Este
mecanismo es fundamental en la reduccion de la hipersensibilidad dentinaria, un

problema comun que afecta a muchos pacientes.

Cuando se aplica sobre la dentina expuesta, el cemento de iondmero de vidrio
forma una capa protectora que cubre los tubulos dentinarios abiertos. Esta barrera
fisica bloquea el paso de estimulos externos, como cambios de temperatura y

sustancias quimicas, hacia las terminaciones nerviosas.

Adhesion quimica a la dentina: a diferencia de otros materiales restaurativos,
los cementos de iondmero de vidrio se adhieren quimicamente a la dentina
mediante la formacion de enlaces idnicos entre los grupos carboxilicos del acido
poliacrilico y los iones de calcio de la dentina. Esta fuerte adhesion asegura que el
sellado de los tibulos dentinarios sea duradero y efectivo.

Liberacion de Fltior: una propiedad adicional de los cementos de iondmero
de vidrio es su capacidad para liberar fliior de manera continua. El fltor ayuda a
remineralizar la dentina y el esmalte circundante, fortaleciendo la estructura dental

y potenciando la resistencia del diente a la caries y la sensibilidad.!¢

-Fluoruro de Estafio (SnF2). El fluoruro de estafo es un compuesto que se
utiliza comtnmente en productos de higiene dental, como pastas dentales, debido
a sus propiedades beneficiosas para la salud bucal. Uno de sus mecanismos de
accién mas destacados es su capacidad para ocluir los tabulos dentinarios, lo cual
ha sido demostrado in vitro y es fundamental en la reduccion de Ila

hipersensibilidad dentinaria.
Precipitacion de compuestos de estafio:

Al entrar en contacto con la superficie de la dentina, el fluoruro de estafio

reacciona con los iones de fosfato y calcio presentes en el ambiente oral para formar
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compuestos insolubles de estafio, como el fosfato de estafio. Estos compuestos se
precipitan y depositan dentro de los tibulos dentinarios, bloquedndolos

tisicamente y evitando la transmisién de estimulos dolorosos.

Formaciéon de una capa protectora: el fluoruro de estafio también puede
formar una capa protectora en la superficie de la dentina. Esta capa acttia como una
barrera adicional que previene la exposicién de los tibulos dentinarios a factores

externos.

Remineralizacién: el fldor en el fluoruro de estafio promueve la
remineralizacién de la dentina y el esmalte dental, fortaleciendo la estructura del

diente y reduciendo su susceptibilidad a la sensibilidad y a la caries.

Estudios in vitro han demostrado la efectividad del fluoruro de estafio en la
oclusion de los tdbulos dentinarios. Por ejemplo, investigaciones han mostrado que
la aplicacién de pastas dentales que contienen fluoruro de estafio resulta en una
significativa reduccién del didmetro de los tdbulos dentinarios expuestos. Estas
observaciones se basan en andlisis microscépicos que revelan la formacién de

depésitos dentro de los tibulos después del tratamiento con fluoruro de estafio.'®®

Aplicacién de fldor; el barniz de fluoruro tépico es uno de los agentes mds
utilizados para tratar la hipersensibilidad dentinaria. Su efectividad se atribuye a
la reaccién producida entre el fluoruro de sodio y los iones calcio del liquido
dentinario, formando cristales de fluoruro de calcio, que se depositan en la abertura
de los tdbulos dentinarios. Sin embargo, sus efectos son a corto plazo ya que se

elimina por factores mecanicos y quimicos.'®

Adhesivos dentinarios; gracias a los avances de agentes adhesivos
dentinarios y la introduccién de nuevas generaciones de estos adhesivos, se
utilizan cada vez mds para el tratamiento de la hipersensibilidad dentinaria; sellan
los tibulos por la formacién de la capa hibrida. Se debe a la alta humectabilidad de
los agentes adhesivos de dentina, permitiendo la correcta penetracién del agente
en los tdbulos y el sellado.’” Los agentes adhesivos dentinarios ofrecen una

desensibilizacién mejorada y mds duradera que el fldor.'®”

El estudio de Sabir et al. concluye que enjuagarse con 30 ml de leche a
temperatura ambiente cinco veces al dia puede ser utilizado como un agente
desensibilizante eficaz para reducir la hipersensibilidad dentinaria. Los resultados

demostraron que este método natural disminuye significativamente el dolor
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asociado a la exposicidn de los tibulos dentinarios. La efectividad de la leche se
atribuye a su contenido de calcio y fésforo, que ayudan a remineralizar y fortalecer
la dentina, y a la caseina, que forma una capa protectora sobre la superficie dental.
Este enfoque ofrece una alternativa accesible y de bajo costo a los tratamientos
desensibilizantes tradicionales, con el beneficio adicional de no presentar efectos

secundarios adversos.!®

Agentes desensibilizantes, la caseina de proteina de leche se ha utilizado para
desarrollar GC Tooth Mouse (Recaldent GC). Esta proteina lactea caseina fésforo-
péptido (CPP) se une con fosfato de calcio amorfo (ACP) de los dientes formando
CPP-ACP estabilizado. Este CPP-ACP estabilizado puede remineralizar
eficazmente las lesiones del esmalte del subsuelo, también puede ayudar a la

prevencién y tratamiento de la hipersensibilidad.'®

4.6.1. Hidroxiapatita en el tratamiento de la sensibilidad dentinaria

La hidroxiapatita (HA) juega un papel crucial en el tratamiento de la
sensibilidad dentinaria debido a su capacidad para promover la regeneracion y

mineralizacion de los tejidos dentales.

Como un componente principal de la estructura ésea y dental, proporciona
dureza y resistencia a estas estructuras. Estd compuesta por atomos de calcio,
fésforo e hidrogeno, con la férmula quimica Ca(POs)s(OH),. Resulta
indispensable en la mineralizacion dsea y dental, contribuyendo a la integridad y

durabilidad de los tejidos esqueléticos y dentales.'™

Regeneracion 6sea y dental: la HA no solo contribuye a la reparacion dental,
sino que también juega un papel fundamental en la regeneracion dsea. En
aplicaciones clinicas, los biomateriales basados en HA se utilizan para tratar
defectos 6seos y promover la formacion de nuevo tejido 0seo en areas danadas.
Este proceso de regeneracion dsea es esencial para la estabilidad dental,
especialmente en casos de pérdida 6sea debido a enfermedades periodontales o

lesiones.
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Mineralizacion de tejidos: la capacidad de la HA para facilitar la
mineralizacion de tejidos es clave para su eficacia en el tratamiento de la
sensibilidad dentinaria. La HA proporciona un entorno favorable para la
deposicion de minerales como el calcio y el fésforo, que son cruciales para la
formacion y mantenimiento de estructuras dentales y dseas saludables. Esta
mineralizacién no solo ayuda a reparar el esmalte y la dentina, sino que también

contribuye a la salud general de los tejidos dentales y dseos.

La HA se ha utilizado extensamente en odontologia debido a su capacidad
para promover la reparacion y remineralizacion del esmalte dental, se aplica en
diversas formas, como pastas dentales, geles y recubrimientos, con el fin de
restaurar el esmalte danado y proteger los dientes contra factores externos que
pueden causar sensibilidad dental, actia depositando minerales que reemplazan
los que se han perdido debido al desgaste o erosion, fortaleciendo asi la estructura

dental y mejorando su resistencia a agresiones quimicas y mecanicas.

Ha demostrado ser efectiva en el tratamiento de la sensibilidad dental debido
a su capacidad para remineralizar y fortalecer el esmalte dental. Cuando los
tdabulos dentinarios quedan expuestos, ya sea por erosiéon del esmalte, recesién
gingival u otros factores, los estimulos externos pueden llegar directamente a las
terminaciones nerviosas dentro de la dentina, causando dolor. La hidroxiapatita
actda llenando y sellando estos ttbulos, creando una barrera fisica que bloquea la
transmisién de los estimulos dolorosos.

Ademds de su capacidad para bloquear los tibulos dentinarios, la
hidroxiapatita también ayuda a remineralizar y fortalecer el esmalte dental. Al
proporcionar una fuente de calcio y fosfato, los componentes principales de la
hidroxiapatita, este compuesto promueve la formacién de cristales de apatita en la

superficie del esmalte, restaurando su estructura y resistencia.

Este proceso de remineralizacién no solo ayuda a reducir la sensibilidad
dental, sino que también previene la formacién de caries y la pérdida de tejido
dental.***

Los productos desensibilizantes que contienen hidroxiapatita se pueden
aplicar en consultorios dentales o usar en el hogar en forma de pastas dentales,
enjuagues bucales o geles. Estos productos proporcionan un alivio rdpido y
duradero de la sensibilidad dental, permitiendo a los pacientes disfrutar de
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alimentos y bebidas frios o calientes sin experimentar dolor. Ademds, la
hidroxiapatita es un compuesto biocompatible y seguro, lo que la convierte en una

opcién de tratamiento adecuada para la mayoria de las personas.

Integracion con tratamientos avanzados: la combinacion de HA con otros
elementos bioactivos, como el germanio, puede potenciar auin mas estos efectos
beneficiosos. El germanio podria mejorar la capacidad de la HA para promover la
remineralizacion y la regeneracion de tejidos, ofreciendo una solucion mas eficaz

para la sensibilidad dentinaria y la reparacién dsea.



104 RODION BUSHIN IZMAN

/
iy

INZ 4
@

4

Figura 3. Arreglo atémico en la celda unitaria hexagonal de la hidroxiapatita,
mostrando las posiciones atémicas del Ca, P, O e H dentro de la celda unitaria.
Elaboracién propia.

Figura 4. Prismas del esmalte dental humano en seccion transversal (A) y en seccion
longitudinal (B). Adaptado de Garcia-Gardufio y Reyes- Gasga.”®

Su uso en combinacidén con otros compuestos bioactivos puede ofrecer
enfoques avanzados para mejorar la salud dental y dsea, y es esencial para una

comprension integral de su papel en la medicina regenerativa.



CAPITULO 1v. MECANISMOS DE LA HIPERSENSIBILAD DENTARIA 105

Si observamos longitudinalmente entre la unién amelodentinaria vemos
estructuras longitudinales en forma de varillas micrométricas, denominadas
prismas (Fig. 4).

Con observaciones a mayor amplificacion usando microscopia electronica de

transmision (MET), se observan cristales nanométricos correspondientes a la HAP
(Fig. 4).

Figura 5. A) Cristales que conforman los prismas del esmalte dental humano. B) Mayor

amplificacion. Existencia de material organico rodeando los cristales de HAP.
Adaptado de Garcfa-Gardufio y Gasga.”®
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V. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

5.1. JUSTIFICACION

Al enriquecer la hidroxiapatita (HA) con germanio organico, se busca
mejorar ain mas las propiedades de la HA y potenciar la capacidad del material
para imitar las caracteristicas del hueso natural. La adicién de germanio organico
a la HA puede conferirle propiedades adicionales, como una mayor bioactividad y
capacidad antioxidante, que son beneficiosas para la regeneracion o6sea y la salud

dental en general.

El germanio orgdnico ha demostrado tener efectos positivos en la promocién
de la regeneracion tisular y la cicatrizacion de heridas, lo que lo convierte en un
candidato prometedor para mejorar las propiedades de la HA en aplicaciones
biomédicas. Al combinar el germanio con la HA, se puede aprovechar su capacidad
para estimular la actividad celular y mejorar la integraciéon del material con los

tejidos circundantes.

Ademas, la inclusion de germanio organico en la HA puede ayudar a
fortalecer la estructura del material y mejorar su estabilidad a largo plazo. Esto es
especialmente importante en aplicaciones dentales y ortopédicas, donde se
requiere una alta resistencia mecanica y una integracion adecuada con el tejido

circundante para garantizar el éxito del tratamiento.

El presente estudio tiene como objetivo principal analizar los efectos de la
adicion de germanio organico a la hidroxiapatita (HA) en el contexto de

aplicaciones biomédicas, especificamente en odontologia y regeneracion osea.

El disefio experimental abordara aspectos cruciales, incluyendo Ila
modificacidn de la superficie de la HA mediante la adicién de germanio organico,
la caracterizacion de las propiedades resultantes, y la evaluacién de la
biocompatibilidad y respuesta celular. Se emplearan técnicas analiticas avanzadas,

como microscopia electronica, espectroscopia, y pruebas de biocompatibilidad in
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vitro, para obtener datos detallados sobre las interacciones entre la HA y el

germanio organico.

El estudio se fundamenta en la exploracion de posibles beneficios en términos
de osteointegracion, resistencia mecanica y propiedades bioactivas. Ademas, se
prestara especial atencion a la seguridad y toxicidad potencial asociada con la

adicion de germanio organico, considerando experiencias previas en este campo.

Se espera que los resultados de este estudio contribuyan al conocimiento
actual sobre la ingenieria de biomateriales y la regeneracion 6sea, proporcionando
informacion valiosa para el desarrollo de terapias mejoradas en el ambito
odontoldgico. La comprension detallada de las interacciones entre la HA y el
germanio organico podria abrir nuevas perspectivas en la mejora de los
biomateriales utilizados en procedimientos de regeneracion 6sea, promoviendo

avances significativos en el campo de la salud oral y la cirugia maxilofacial.

5.2. OBJETIVOS

Los objetivos de presente estudio se dividiran en dos partes, una centrada

en estudios in vitro y otra en estudios con humanos.

Este trabajo comprende dos estudios distintos centrados en la evaluaciéon de

los efectos de la hidroxiapatita (HA) en combinacién con germanio organico.

El primer estudio se enfoca en investigar los efectos in vitro de esta
combinacion sobre la regeneracion Osea, explorando cémo la presencia de
germanio puede influir en las propiedades y capacidad regenerativa de la HA en
un entorno controlado de laboratorio.

Por otro lado, el segundo estudio se dirige a analizar cémo esta misma
combinacion puede afectar la sensibilidad dentinaria, explorando su potencial para

reducir la respuesta dolorosa asociada a la exposicién de los tubulos dentinarios.
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5.2.1. Objetivos In Vitro

5.2.1.1. Objetivo principal In Vitro

Evaluar las propiedades estructurales, morfologicas y composicionales de
la hidroxiapatita antes y después de la adicion de germanio organico mediante
técnicas avanzadas de andlisis, como microscopia electrénica, espectroscopia y

difraccion de rayos X.

5.2.1.2. Objetivos secundarios In Vitro

1. Evaluar la biocompatibilidad de la combinacién de hidroxiapatita y germanio
para el crecimiento de células madre mesenquimales derivadas de médula 6sea
(BM-MSCQ).

2. Investigar la capacidad de la hidroxiapatita y el germanio para la liberacién

controlada de farmacos.

3. Analizar la adhesi6n de proteinas y el depdsito de minerales en la superficie de

la combinacién de hidroxiapatita y germanio.

4. Analizar la bioactividad y respuesta celular: para lograr dicho propésito se va
a investigar la capacidad de la HA modificada para favorecer la adhesion,
proliferacién y diferenciacion celular in vitro, mediante ensayos especificos y

observacién microscépica.

5. Evaluar la liberacién de factores bioactivos.

6. Cuantificar la liberacién controlada de factores bioactivos por parte de la HA

enriquecida con germanio orgdnico en entornos in vitro simulados.

7. Investigar la Bioactividad y Respuesta Celular en Ambientes In Vitro. Realizar

ensayos in vitro para evaluar la bioactividad de la HA enriquecida con



112 RODION BUSHIN IZMAN

germanio orgdnico, examinando la respuesta celular, la viabilidad y la

liberacién de factores de crecimiento en entornos simulados.

8. Estudiar la biocompatibilidad y toxicidad. Realizar ensayos in vitro para
determinar la biocompatibilidad de la HA con germanio orgdanico,
investigando posibles efectos adversos y toxicidad celular.

9. Optimizar los procedimientos de fabricacién y sintesis. Identificar y optimizar
los métodos de sintesis y fabricaciéon para garantizar la uniformidad y

reproducibilidad de la HA enriquecida con germanio organico.

5.2.2. Objetivos en humanos

5.2.2.1. Objetivo principal en humanos

Evaluar la eficacia de una crema formulada con hidroxiapatita y germanio

organico (Ge-132) en el tratamiento de la sensibilidad dentinaria en pacientes.

5.2.2.2. Objetivos secundarios en humanos

1. Estudiar la aplicabilidad clinica en humanos. Investigar la viabilidad y
aplicabilidad clinica de la HA con germanio organico en procedimientos

odontoldgicos en pacientes humanos.

2. Contribuir al Conocimiento Cientifico y Clinico. Aportar a la literatura
cientifica y clinica con resultados sélidos y conclusiones respaldadas por
estudios clinicos, contribuyendo al conocimiento en el campo de biomateriales

para regeneracion 6sea en la practica clinica.

Estos objetivos buscan abordar aspectos cruciales relacionados con la
modificacion de la HA con germanio organico, desde la caracterizacion de
propiedades hasta la evaluacion de su potencial aplicacion clinica. Cada objetivo

contribuira a la comprensiéon global de como esta combinacién podria influir
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positivamente en la regeneracion dsea y la aplicaciéon en procedimientos

odontoldgicos.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1. IN VITRO

6.1.1. Materias primas y composicion

Las materias primas para el presente estudio fueron germanio comercial,
sesquiéxido de 2-carboxietil germanio (GeCH2CH2COOH)203 (Cat No. 21030164
Japan algae Co., Ltd., Tokio, Jap6én) y HA sintetizado.

6.1.2. Sintesis de hidroxiapatita

El HA se sintetiz6 mediante una reaccion en estado sélido a partir de una
mezcla estequiométrica de hidrégeno fosfato de calcio anhidro (CaHPO4, Sigma,
St. Louis, MO, EE. UU.) y carbonato de calcio (CaCO3, Sigma, St. Louis, MO, EE.
UU.) con un promedio tamafio de particula < 15 um y relaciéon Ca/P de 1,72. La
mezcla de CaHPO4 y CaCO3 se calento en un platino crisol a 1200 <C durante 6 h
a una velocidad de calentamiento de 10 C/min seguido de una velocidad de
enfriamiento de 6,5 °C/min hasta temperatura ambiente. El material obtenido se
moli6 hasta un tamafio medio de particula de 4,8 um (Mastersizer APA 2000 E Ver.
5.20, nimero de serie: MAL1013724, Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino
Unido).

6.1.3. Fabricacion de compuesto HA-Ge

Los respectivos componentes se pesaron y secaron completamente en un
molino mezclador con bolas de PSZ-zirconia. Después del proceso de molienda, la
mezcla de polvo se prensd isostaticamente en frio a 200 MPa. La presion se



118 RODION BUSHIN IZMAN

mantuvo durante 30 min, después de lo cual se despresurizo lentamente a 1
atmosfera. En total, se fabricaron cuatro tipos de muestras: control (100 % HA), HA-
1% Ge (99 % HA con 1 % Ge), HA-3 % Ge (99 % HA con 3 % Ge) y HA-5 % Ge (99%
HA con 5% Ge).

6.1.4. Caracterizacion compuesta

Los materiales se caracterizaron mediante difractometro de rayos X (XRD)
(Bruker-AXS D8Advance, Karlsruhe, Alemania), se realizaron analisis de las
materias primas y los compuestos ceramicos para determinar la cristalografia y la
identificacion de fases utilizando radiacion Cu-Ka a 40 kV y 30mA Las
exploraciones se realizaron con valores de 2 O que varian de 5 a 65 a una velocidad
de 0,05°/min.

El tamano de particula promedio de HA se estimd mediante una prueba de
distribuciéon de tamano de particula utilizando granulometria (Mastersizer APA
2000 E). La morfologia compuesta de HA-Ge se realizo6 mediante microscopia
electronica de barrido en un dispositivo SEM-Hitachi S-3500N con espectroscopia
de rayos X de dispersion de energia (EDS-INCA, Oxford Instruments Analytical,
Wycombe, Reino Unido).

6.1.5. Propiedades mecanicas

La resistencia a la compresiéon del biomaterial HA-Ge se determind
utilizando un analizador de textura (Modelo: Brookfield, Modelo CT3 50K,
Middleborough, MA, EE. UU.).

Brevemente, los biomateriales con 10 mm x 9 mm se colocaron en el soporte
de la muestra y se aplico fuerza potencial utilizando un émbolo conectado a los
instrumentos y se midio la resistencia a la compresion de HA-Ge mediante el

calculo de las curvas de tension-deformacién.
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6.1.6. Solubilidad

La solubilidad del biomaterial HA-Ge se evalud en diferentes medios, como
agua, medios de cultivo PBS y DMEM. Se midi¢ el peso inicial (W0) de las muestras
después de secarlas a 60 °C durante 5 h y las muestras se sumergieron en el medio

anterior durante 7 dias.

Luego, las muestras se secaron a 60 °C durante 5 h y se midieron los pesos
finales (W7). El porcentaje de solubilidad de la muestra se midi6 mediante la
siguiente férmula. Todos los pesos de las muestras se normalizaron a 1 g para

comparacion.

Ws = ((W0-W?7)/W0) x 100, donde Ws-porcentaje de solubilidad en agua, WO
y W7- peso inicial y final de las muestras, respectivamente.

6.1.7. Tasa de absorcion de agua

La tasa de absorcion de agua del biomaterial HA-Ge se midio siguiendo el
método anterior.'™ Brevemente, las muestras se secaron a 37 °C durante 36 h y se
pesaron antes de sumergirlas en agua destilada. Las muestras se sumergieron en
agua destilada durante 2 horas a 37 °C y se pesaron en himedo después de eliminar
suavemente el exceso de agua adherido a la superficie con papel de filtro. La tasa

de absorcion de agua se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion.

WAR = (Ww - Wd)/Wd x 100 %, donde Ww y Wd son los pesos humedo y

seco de las muestras, respectivamente.

6.1.8. Tasa de hinchazon

La tasa de hinchamiento del biomaterial HA-Ge se midi6 calculando el drea
superficial de los biomateriales antes y después de sumergirlos en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) (Labclinics, Barcelona, Espafia). El porcentaje de tasa

de hinchamiento se calcul6 utilizando la fé6rmula:
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SR = ((Aa — Ab)/Ab) x 100, donde Ab y Aa son el area de los biomateriales

antes y después de la inmersion, respectivamente.

6.1.9. Degradacion in vitro

La tasa de degradacion del biomaterial HA-Ge se midio siguiendo el método

anterior!¥’ con una ligera modificacion.

Brevemente, las muestras de biomaterial se sumergieron en 3 mL de Tripsina
(Labclinics, Barcelona, Espafa) y se inicio la digestion enzimatica incubando a 37
°C. El peso inicial de la muestra (Wi) se midi6 después de la inmersion en soluciéon
de tripsina y el peso de las muestras degradadas (Wd) se midid periddicamente
para calcular el porcentaje de degradacion.

Tasa de degradacion = (Wi - Wd)/Wi) x 100

6.1.10. Contacto de angulo de agua

La humectabilidad de la muestra se midié por los dngulos de contacto con el

agua usando analisis de forma de gota a temperatura ambiente.

Brevemente, se dejaron caer 5 uL de agua desionizada sobre la superficie de
las muestras y se calcularon los angulos de contacto en ambos lados de la gota.
Previo al experimento, las muestras fueron aclimatadas a temperatura ambiente

(con una HR del 60%) para el equilibrio de humedad.

6.1.11. Capacidad de adsorcion de proteinas

La capacidad de los biomateriales para absorber proteinas funcionales en su
superficie se evalu6 mediante la prueba del azul brillante de Coomassie (CBB)

siguiendo el método anterior.!?? .

Brevemente, los biomateriales se trataron con etanol concentrado durante la

noche para modificar la caracterizacion de la superficie y los biomateriales tratados
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con etanol y sin tratar se incubaron en 1 ml de suero bovino fetal (Lote No.
2445724RP, Gibco, Carlsbad, CA, EE. UU.) a 37 ° C durante la noche, se lavd con
PBS tres veces, se fijo con paraformaldehido al 4 % durante 15 min y las proteinas
absorbidas en la superficie se tifieron con CBB G-250 (0,25 % CBB G-250 en

metanol/agua/acido acético, relacion de volumen 40:50:10 mezcla) durante 30 min.

Después de la tincidn, los biomateriales se destifieron con una mezcla de
metanol/agua/acido acético durante la noche. Luego, las muestras se trituraron en
PBS y el sobrenadante se midi6é a 590 nm. La cantidad de proteina absorbida en la
superficie del biomaterial HA-Ge se calcul6 en funcién de la curva de absorcion de
la proteina estandar con diferentes concentraciones, como se informo

anteriormente.!®3

6.1.12. Bioactividad

La eficiencia de HA-Ge en la mineralizacion se evalué mediante el método
de Kokubo et al. usando fluido corporal simulado (SBF).”! El SBF (pH 7.4) se
prepar6 siguiendo exactamente los mismos pasos y recetas, tal como lo
recomiendan Kokubo et al.’ Las muestras se incubaron verticalmente en tubos
falcon de 50 mL con SBF durante 28 dias a 37 °C con cambio de medio cada 3 dias

una vez.

Luego, las muestras se lavaron suavemente con agua destilada tres veces y se
tifieron con rojo de alizarina para visualizar la deposicion mineral en la superficie.
La cantidad de tasa de tincion se midi6 6pticamente mediante espectrofotometria
UV-Vis (Bio Tek Instruments Inc.,, Winooski, VT, EE. UU.) a 450 nm restando el

valor de control (muestras sin tratamiento con SBF).

Para la cuantificacidn, la tincién de rojo de alizarina se disolvid en una mezcla

de metanol (20 %) y acido acético (10 %) en agua durante 20 min.!"



122 RODION BUSHIN IZMAN

6.1.13. Comportamiento de liberacion de drogas

El patréon de liberacion del farmaco del biomaterial HA-Ge se realizo
variando parametros como el pH y los disolventes. Brevemente, los biomateriales
se sumergieron en una solucion con diferentes pHs 1, 3, 5, 7 y 9, respectivamente,
durante 5, 20, 40, 60, 80 y 100 min.

Ademas, el patrén de liberacion de farmaco del biomaterial se determiné en
un sistema de solvente diferente, como PBS, medio de cultivo DMEM vy fluido
corporal simulado durante 5, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 min. El fluido corporal simulado
se preparo segun las instrucciones de Kokubo et al.”* En cada punto de tiempo, la
tasa de liberacion de germanio en el sobrenadante se midi6 a 215 nm (segun lo
determinado por la absorcion espectral del polvo de germanio, figura

complementaria S1).

La cantidad de germanio liberado en el sobrenadante se calcul6 a partir de la
curva estandar (Figura complementaria S2) obtenida con diferentes

concentraciones de germanio 0,3125, 0,625, 1,25, 2,5, 5 y 10 mg/ml, respectivamente.

6.1.14. Cultivo celular in vitro

La biocompatibilidad de los biomateriales de HA-Ge se evalu6 mediante
cultivos celulares in vitro de BM-MSC. Las células se aislaron de tres pacientes
sanos programados para cirugia ortopédica electiva de acuerdo con los criterios
establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular.

La caracterizacion de la superficie de las células utilizando los marcadores
CD73, CD90, CD105, CD44 y CD14/19/34/45 ya se informo en nuestro trabajo
anterior.1%

Las BM-MSC se cultivaron segun el protocolo de cultivo celular estandar
utilizando medio DMEM complementado con FBS al 10 % y antibidticos al 1 % (P/S)
a 37 °C en una incubadora con CO2 al 5 %. En primer lugar, las células se trataron
con germanio (0,001, 0,01, 0,25, 0,5, 1, 5 y 10 mg/mL) e hidroxiapatita (0,01, 0,1, 0,25,
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0,5, 1, 5y 10 mg/mL) en diferentes concentraciones. a 37 °C durante 7 d en placas
de 48 pocillos.

Al mismo tiempo, las células se cultivaron con recubrimiento de HA-Ge disc
o composites (1 mg/mL) en placas de 24 pocillos a 37 °C durante 7 d. La
proliferacion y la morfologia de las BM-MSC se evaluaron segun el protocolo
estandar utilizando métodos automatizados de contador de células Invitrogen
(Countess 3 FL, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y tincion (H&E
y FITC-DAPI), respectivamente.

6.1.15. Densidad de carga celular

Las BM-MSC con una densidad celular de 5 x 104 se sembraron encima de los
biomateriales para evaluar la cantidad maxima de capacidad de carga celular del
compuesto HA-Ge. Después de 6 h de incubaciéon en una incubadora de CO2 a 37
°C, los biomateriales se trasladaron a un nuevo pozo y las células adherentes se
contaron después de la tripsinizacion utilizando un contador de células
automatizado. Los valores porcentuales se calcularon a partir de la densidad de
siembra de BM-MSC.

6.1.16. Analisis estadistico

Todos los experimentos se repitieron al menos tres veces y los datos se
representaron como media y desviacion estandar. El analisis estadistico se realizd
mediante ANOVA utilizando GraphPrism 9.0.1 (GraphPad Software Inc., San
Diego, CA, EE. UU.). Se consider¢ significacion estadistica un valor de p inferior a
0,05.
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6.2. ESTUDIO EN HUMANOS

El estudio ha sido aprobado por el comité de ética de la Universidad Catdlica
San Antonio de Murcia (UCAM), cumpliendo con todos los requisitos y
procedimientos necesarios para asegurar el bienestar y la integridad de los
participantes. Numero de referencia CE042006. (Viese Anexo 1)

La investigacion se efectud en la clinica universitaria odontoldgica de la
Universidad Catodlica de san Antonio Murcia (UCAM) en el periodo comprendido
de enero de 2021 a mayo de 2021.

Evaluacion Clinica Piloto de la Eficacia de una Nueva Formulacion con HA
y Germanio Organico en el Tratamiento de la Hipersensibilidad Dentinaria: estudio
con Muestra de 10 Pacientes

No existen trabajos previos y no hay aplicaciones comerciales.

La hipersensibilidad dentinaria es una condicién comtn que afecta la calidad
de vida de muchos individuos. Este estudio clinico piloto se enfoca en la evaluacion
de una nueva formulacion de pasta dental enriquecida con hidroxiapatita (HA) y

germanio organico como posible tratamiento para la hipersensibilidad dentinaria.

La muestra incluye a 10 pacientes, cuya hipersensibilidad se evaltia mediante
pruebas de respuesta a estimulos térmicos. Los participantes califican el dolor en
una escala visual analdgica (EVA) de 0 a 3, proporcionando una medida

cuantitativa del nivel de hipersensibilidad experimentado.

6.2.1. Metodologia

1. Para llevar a cabo este estudio, se seleccionaron 17 pacientes de la Clinica
Universitaria de la Universidad Catolica San Antonio de Murcia (UCAM) con un
diagnostico clinico confirmado de sensibilidad dentinaria, evaluado mediante la

aplicacion de estimulos térmicos y tactiles, y corroborado por el Indice de Schiff.

2. Pruebas: Se realizan pruebas de respuesta a estimulos térmicos antes de la

aplicacién de la pasta dental y en intervalos definidos después del tratamiento.
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3. Registro de dolor. Los participantes registran el nivel de dolor en la escala

visual analogica (EVA) en respuesta a estimulos térmicos especificos.

4. Recoleccion de datos. Se recopilan datos cuantitativos y cualitativos a lo
largo del estudio.

5. Mediciones. Las mediciones se realizan el dia de la primera visita, y luego

alos 7, 14 y 30 dias, obteniendo un total de 4 mediciones.

6.2.2. Desglose de la muestra

En el estudio, se comenzé con un total de 17 pacientes, quienes fueron
seleccionados para participar en la investigacion. No obstante, a lo largo del estudio
se produjo un total de 7 deserciones. De estas deserciones, 6 pacientes abandonaron
el estudio de manera voluntaria por diversas razones personales no especificadas

en el registro.

Ademds, un paciente experimenté disnea en la primera semana de
participacion, lo que condujo a su retiro del estudio por motivos de salud. Como
resultado, la muestra final para el andlisis quedé constituida por 9 pacientes que
completaron satisfactoriamente todas las etapas del estudio.

Para evaluar la efectividad del tratamiento, se llevaron a cabo mediciones de
hipersensibilidad dentinaria en momentos especificos. Estas mediciones se
realizaron en cuatro puntos temporales: inicialmente antes del tratamiento, lo que
sirvié como linea base para futuras comparaciones; posteriormente, a los 7 dias,
para evaluar los efectos a corto plazo; a los 14 dias, para observar la evolucién
intermedia; y finalmente, a los 30 dias, con el objetivo de analizar los resultados a
mediano plazo.

Este disefio de medicién permitié una evaluacién detallada de los cambios en
la hipersensibilidad dentinaria a lo largo del tiempo, proporcionando una visién

comprensiva de la efectividad del tratamiento aplicado.
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6.2.3. Proximos pasos

Los datos recopilados de los 9 pacientes que completan el estudio se analizan
en detalle para evaluar la efectividad de la nueva formulacion con hidroxiapatita y
germanio organico en la reducciéon de la hipersensibilidad dentinaria. El
seguimiento a lo largo del tiempo permite observar posibles tendencias y cambios
en la percepcion del dolor, proporcionando informacion valiosa sobre la

durabilidad y eficacia a largo plazo del tratamiento propuesto.

Es importante tener en cuenta que la informacioén preliminar ofrece una
visioén general de la situacion del estudio, y los andlisis mas detallados se llevan a
cabo en fases posteriores para garantizar la validez y la robustez de los resultados

obtenidos.

6.2.4. Criterios de seleccion

6.2.4.1. Criterios de inclusion

Los criterios de inclusion para el estudio fueron claramente definidos para
garantizar la seleccion de participantes adecuados. En primer lugar, se aceptaron
pacientes con hipersensibilidad dentinaria sin importar su edad o sexo, lo que
permitié una muestra diversa y representativa de la poblacion afectada por esta
condiciéon. Ademads, era esencial que los pacientes tuvieran la disponibilidad
necesaria para asistir a todas las revisiones programadas durante el estudio,

asegurando asi un seguimiento continuo y coherente de su condicion.

Se buscé también que los pacientes mostraran un interés genuino y un alto
nivel de implicacién en el estudio, lo que se considerd crucial para la adherencia al
protocolo de investigacion y para la obtenciéon de datos fiables y consistentes. Un
requisito fundamental fue la firma del consentimiento informado, asegurando que
todos los participantes estuvieran plenamente conscientes de los objetivos,
procedimientos, beneficios y posibles riesgos del estudio, cumpliendo con los

estandares éticos y legales necesarios.
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Por tltimo, se especificd que los pacientes debian presentar hipersensibilidad
dentinaria en al menos dos dientes. Este criterio garantizo que los efectos del
tratamiento pudieran ser evaluados de manera significativa en mas de una
ubicacion dental, proporcionando una mayor robustez a los resultados obtenidos.
Estos criterios de inclusidon fueron disefiados para seleccionar una muestra que
pudiera proporcionar datos valiosos y relevantes para la investigacion sobre el

tratamiento de la hipersensibilidad dentinaria.

6.2.4.2. Criterios de exclusion

Los criterios de exclusién fueron establecidos para asegurar que tinicamente
los pacientes que cumplian con los requisitos necesarios y que no presentaban
condiciones que pudieran interferir con los resultados del estudio fueran incluidos.
En primer lugar, se excluyeron aquellos pacientes que no presentaban
hipersensibilidad dentinaria, ya que la condicién especifica que se estudiaba era

esencial para la relevancia del tratamiento aplicado.

Asimismo, se excluyeron pacientes que no pudieran desplazarse o asistir a la
secuencia de revisiones programadas, ya que la incapacidad de cumplir con el
calendario de evaluaciones afectarfa la consistencia del seguimiento y la recoleccién
de datos. Ademads, los pacientes que no mostraban interés o implicacién en el uso
del gel utilizado en el estudio también fueron excluidos, dado que su falta de
compromiso podria comprometer la adherencia al protocolo del estudio y la
validez de los resultados.

Los pacientes que estaban sometidos a tratamiento de ortodoncia fueron
excluidos para evitar cualquier interferencia de los aparatos ortodénticos con la
evaluacién de la hipersensibilidad dentinaria y el efecto del gel. Finalmente, se
excluyeron mujeres embarazadas o en periodo de lactancia para prevenir cualquier

posible riesgo asociado con el uso del gel durante estos periodos sensibles.

6.2.5. Anexos de informacion al paciente

En esta seccion se incluyeron todos los anexos de informaciéon

proporcionados a los pacientes. Estos documentos contuvieron detalles sobre el
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estudio, incluyendo los objetivos, procedimientos, beneficios potenciales, y
posibles riesgos asociados. Los anexos fueron disefados para asegurar que los
pacientes tuvieran una comprension clara y completa del estudio antes de dar su

consentimiento informado.

La informacion proporcionada también incluyo las instrucciones detalladas
sobre el uso del gel y las pautas a seguir durante el estudio, garantizando asi la
adherencia al protocolo establecido y la seguridad de los participantes.

6.2.5.1. Anexo con las tablas de valoracion del paciente

Cada paciente debera completar diariamente un cuestionario proporcionado
por los investigadores, el cual debera ser entregado semanalmente. Este
cuestionario incluye la escala visual analdgica del dolor (VAS), que consta de 10
grados, donde 0 representa la ausencia de dolor y 10 el nivel de dolor mas elevado.
Ademas, los pacientes deberan indicar la causa del dolor (frio, calor, dulce, aire,

tactil) y su localizacion especifica.

6.2.5.3. Anexo con el cuestionario de informacion al paciente

Se proporciona una hoja informativa que contiene la siguiente informacion
detallada:

-¢En qué consiste y para qué sirve? Se trata de un estudio en el que se aplicara
un gel para mejorar la sensibilidad dental, que contiene germanio. No se han

registrado efectos adversos previos.

- (Cémo se realiza? El gel se aplicara diariamente durante 30 dias en la zona
indicada por el odontdlogo. Se realizaran evaluaciones a los 7, 14 y 30 dias por parte
del odontologo.
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- (Qué efectos le producira? El gel tiene como objetivo mejorar o potenciar el

efecto de la hidroxiapatita y el colageno, componentes presentes en su formulacion.

- (En qué le beneficiara?: Se espera mejorar la hipersensibilidad dentinaria.

- ;Qué riesgos tiene?: No se han documentado efectos adversos ni riesgos

significativos al aplicar el gel de germanio en seres humanos.

- (Situaciones especiales que deben ser tenidas en cuenta? El estudio no se
realizard en pacientes embarazadas ni en aquellos que estén bajo tratamiento de

ortodoncia.

- Otras informaciones de interés. El germanio también se utiliza para mejorar
el funcionamiento del sistema inmune y posee propiedades antivirales y

antiinflamatorias.

- Otras cuestiones para las que se solicita su consentimiento. Valorar el estado
de los tejidos blandos y duros después de la aplicacion del gel, asi como el uso de

los datos clinicos personales.

Este documento tiene como objetivo proporcionarle toda la informacion
relevante sobre el estudio y solicitar su consentimiento informado para participar

en el mismo.

6.2.5.3. Anexo con el consentimiento informado

Declara haber sido informado del estudio y procedimientos de la
investigacion del proyecto de la hipersensibilidad dentinaria, presentandose de
manera voluntaria al mismo pudiendo abandonarlo en cualquier momento sin

ningun perjuicio.
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6.2.6. Procedimiento de recogida de datos

El estudio clinico se realiza en pacientes con hipersensibilidad dentinaria, con
una muestra de 10 pacientes en los cuales se evalta la sensibilidad dentinaria
mediante sondaje y respuesta a estimulo térmico (frio). Los pacientes indicaran en

una escala numérica del 0 al 3 el nivel de dolor que experimentan:
0: No hay respuesta al estimulo.
1: El paciente nota el estimulo, pero no hay dolor.
2: El paciente nota el estimulo y el dolor es moderado o se aparta del dolor

3: El paciente nota el estimulo y solicita que se interrumpa porque le duele

mucho

Se han realizado mediciones ante los estimulos mencionados el dia de la
primera visita, a los 7, 14 y 30 dias, obteniendo un total de 4 mediciones. A cada
paciente se le administra un cuestionario para recoger la siguiente informacion:
edad, sexo, habito de fumar (nimero de cigarrillos por dia), frecuencia de ingesta
de bebidas carbonatadas, presencia de trastornos alimentarios, reflujo
gastroesofagico habitual, habitos de higiene dental (frecuencia diaria de cepillado,
tipo de cepillo, dentifrico utilizado), y origen de la sensibilidad dentinaria

(naturaleza, tratamiento periodontal, ortodoncia, entre otros).

A cada paciente se le entregara un consentimiento informado y una hoja
explicativa (informacion para el paciente). Ademas, se proporcionara una hoja de
seguimiento que deberd completar diariamente. Esta incluye una escala VAS
(escala analogica visual) de 0 a 10, donde 0 representa ausencia de dolor y 10 indica

dolor de maxima intensidad. También se utiliza una escala numérica del 0 al 10.

En el estudio, el paciente debe aplicarse el gel en la zona especificada por el
odontologo. Se realizaran citas de control cada 7, 14 y 30 dias, durante las cuales se
evaluard el grado de dolor ante un estimulo frio mediante una escala numérica del
0al 3.
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6.2.7. Variables del estudio

Tiempo de evolucion, edad, origen de la hipersensibilidad (abfracciones,

traumatismos, fracturas, esponténeos, etc).

6.2.8. Andlisis de los datos

Los datos se expresaron mediante estadistica descriptiva, en forma de
medida y desviacion estandar. Al ser un estudio piloto, se realiza la descripcion de
los casos y una valoracion objetiva de los resultados obtenidos. No hay estadistica

comparativa.
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VII. RESULTADOS

7.1. IN VITRO

7.1.1. Caracterizacion

Las caracteristicas, tales como solubilidad, rigidez, capacidad de retencién de
agua y degradacion in vitro de las muestras de HA-Ge, se presentan en la Figura 1.
La solubilidad de la muestra se evalud en tres medios diferentes, como agua, PBS
y DMEM, y los resultados mostraron que no se observaron cambios significativos
entre el control (muestra de HA) y las muestras de prueba (excepto la muestra HA-
5% Ge) en agua. Por el contrario, la solubilidad disminuy¢ ligeramente en la
muestra HA-1% Ge, sin embargo, aumenté en la muestra HA-5% Ge incubada en

agua, PBS y DMEM, respectivamente.

Es importante destacar que la muestra de HA con una mayor concentracion
de Ge fue mas soluble en agua, en comparacion con PBS o DMEM (p > 0.05).
Notablemente, no se observaron cambios significativos en las propiedades de
hinchamiento de los biomateriales de HA y HA-Ge durante todo el estudio.

En cuanto a la propiedad mecanica, la adicion de Ge hasta un 3% no
contribuy6 a cambios significativos en la rigidez, aunque aumentd ligeramente la
rigidez, y un 5% de Ge podria aumentar la rigidez (18.34 MPa), en comparacion
con la muestra de control HA (12.60 MPa). Al mismo tiempo, la capacidad de
retencion de agua de HA aumentd enormemente (p < 0.05) al incorporar un 5% de
Ge, y el resto de las concentraciones no mejoraron la capacidad de retencion de

agua.
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Figura 6. Solubilidad. Tomado de Elango et al., 2018.228
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Figura 8. Degradacion in vitro de los biomateriales de HA-Ge. Tomado de Elango
et al.,, 2018. 228

En general, la degradacion enzimatica no desintegrd significativamente la
molécula de HA, ya que la HA es un polimero mineral ceramico. Al igual que la
solubilidad en agua, no hubo cambios en el patréon de degradacién de los
biomateriales de HA, HA-1% Ge y HA-3% Ge durante todo el estudio; sin embargo,
el biomaterial HA-5% Ge mostré una mayor resistencia contra la degradacion in

vitro en comparacion con la muestra de HA.

A los 60 dias de tratamiento, los biomateriales HA, HA-1% Ge y HA-3% Ge
se degradaron en un maximo del 35%, mientras que en el caso del biomaterial HA-
5% Ge fue del 22%.

La Figura 9 muestra los patrones de difraccion de rayos X de los compuestos
HA-1% Ge, HA-3% Ge y HA-5% Ge biomateriales. Los patrones de difraccion de
rayos X de los biomateriales compuestos de HA mostraron

Los picos correspondientes con HA (datos estandar JCPDS de HA, tarjeta no.
09-0432) se observaron en los patrones de difraccion de rayos X,

independientemente de la adicién de germanio, debido a que el porcentaje de
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germanio no fue suficiente para ser detectado con el XRD (por debajo del limite de
deteccion del XRD).

Los datos de granulometria mostraron que el tamafio de particula promedio
de la HA fue de 4.845 pum (el andlisis de los resultados del informe de distribucion
del tamafio de particula de HA y el EDX del germanio se presentan en las Figuras

Suplementarias S3 y 54, respectivamente).
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Figura 9.Patrones de Difraccién de Rayos X de los Biomateriales Compuestos HA-
Ge. Tomado de Elango et al., 2018. 28
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Figura 10. Imagenes SEM del polvo compuesto de Ge (A) y HA-5% Ge (B). Tomado
de Elango et al., 2018. 228

La Figura 10 muestra la morfologia del compuesto HA-5%Ge antes de la
prensa isostatica como representante de todos los compuestos HA-Ge, ya que no
se observaron muchas diferencias en la superficie de HA cargada con diferentes
concentraciones. El compuesto estaba formado por particulas de HA (*) con bordes
redondeados, y las particulas de Ge (#) mostraban bordes mas marcados que la HA
y eran mas pequefias en tamafio en comparacion. El analisis EDX mostr6 que los
materiales obtenidos eran HA estequiométrica con una relacion Ca/P de ~1.66, y los
compuestos eran una mezcla de particulas de HA y Ge (Tabla 2)

Tabla 2. Microanalisis EDX de los compuestos HA-Ge.

Ca P Ge
(atomic%) (atomic%) | (atomic%)
HA 62.41 37.60 -
HA-1%Ge 61.78 37.22 1.01
HA-3%Ge 60.71 36.35 3.02
HA-5%Ge 59.3 35.72 5.01

Fuente: Elaboracion propia.

HA-control, HA-1%Ge- HA con 1% de germanio, HA- 3%Ge- HA con 3% de
germanio, y HA-5%Ge- HA con 5% de germanio.



140 RODION BUSHIN IZMAN

7.1.2. Liberacion del medicamento

Es crucial comprender el comportamiento de liberacion de Ge por los
biomateriales compuestos de HA para evaluar el comportamiento bioldgico. Por lo
tanto, intentamos evaluar el comportamiento de liberacion de Ge de la HA
compuesta en diferentes medios, como SBF, DMEM y PBS, asi como en diferentes
niveles de pH durante un periodo determinado.

Como era de esperar, la tasa de liberacion de Ge aumento con el tiempo y la
concentracion en todas las muestras tratadas con diferentes medios y pH, sin
embargo, el patron de liberacion de Ge fue diferente entre los grupos de prueba.
Por ejemplo, se observo una mayor tasa de liberacion de Ge en HA-3% Ge a pH 1
y 3, y en HA-5% Ge a pH 5, 7 y 9, respectivamente (Figura 11).
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Figura 11. Patrén de liberacion del medicamento de los biomateriales HA-Ge en
diferentes niveles de pH. Tomado de Elango et al., 2018. 228
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Entre todas las muestras probadas, la maxima liberaciéon del medicamento se
obtuvo en la muestra HA-5% Ge a pH 7 y pH 9. Al igual que en el pH, la tasa de
liberacién de Ge aument6 de manera constante en todas las muestras de prueba

con respecto al tiempo de duracion.

La tasa de liberacion de Ge en PBS mostro una tendencia similar a la de SBF,
liberando lentamente el Ge en el medio hasta los 90 minutos, y no se observaron
muchos cambios a los 75 y 90 minutos. Por el contrario, se liber6 una cantidad
minima de Ge en el medio DMEM hasta los 45 minutos y se observd una tasa de
liberacién repentina a los 60 minutos, y después disminuy¢ ligeramente a los 75 y
90 minutos en HA-3% Ge y HA-5% Ge. Todas estas variaciones no se observaron
en HA-1% Ge, mostrando una ligera tasa de aumento de Ge a los 75 minutos.
(Figura 12).
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Figura 12. Patron de liberacion del medicamento de los biomateriales HA-Ge en
diferentes medios. Tomado de Elango et al., 2018. 228
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7.1.3. Prueba de angulo de contacto

Los comportamientos hidrofilicos e hidrofébicos de los biomateriales HA-Ge
se probaron utilizando agua y glicerol, respectivamente (Figura 13). Como se
muestra en la Figura 12, la adicion de Ge pudo aumentar la naturaleza hidrofilica
de la HA y, por lo tanto, reducir el angulo de contacto con el agua, y, después de
15 s, el angulo de contacto con el agua de todas las muestras de HA se volvio cero.
Al mismo tiempo, la naturaleza hidrofobica de la HA no cambié mucho con la
incorporacion de Ge, aunque el angulo de contacto con glicerol aumento
ligeramente en las muestras de HA incorporadas con Ge.

Water 0 Sec 5 Sec 10 Sec Glycerol 0sec 10 sec 20 sec 30sec

Figura 13. Comportamiento del éngulo de contacto de los biomateriales HA-Ge.
Tomado de Elango et al., 2018.228

Se utilizo agua (10 s) y glicerol (30 s) para probar la naturaleza hidrofilica e
hidrofdbica de los compuestos HA-Ge. HA —control, HA-1%Ge—HA con 1% de
germanio, HA-3%Ge—HA con 3% de germanio, y HA-5%Ge—HA con 5% de

germanio. Barra de escala—0.4 cm.
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7.1.4. Capacidad de adsorcion de proteinas

La capacidad de las muestras de HA-Ge para la adsorcion de proteinas se
evalud utilizando el método de tinciéon con tinte CBB. En general, todas las
muestras mostraron la capacidad de unirse potencialmente a la proteina del suero,
y el tratamiento con etanol pudo aumentar la capacidad de adsorcion de proteinas
en la superficie de HA-Ge. Por ejemplo, la cuantificaciéon de proteinas mediante
UV-Vis a 590 nm mostrd que la cantidad de proteina absorbida fue mayor en HA-
Ge tratada con etanol en comparacién con HA-Ge no tratada con etanol (Figura 14,
15), sin embargo, no se observo significancia estadistica en la absorcion de

proteinas entre las muestras de HA-Ge tratadas con etanol.

HA HA-1% Ge HA-3% Ge HA-5% Ge

Blank

)

Control .

\ W) Wby
(-)Ethanol ' .
(+)Ethanol . .

Figura 14. Capacidad de absorcion de proteinas de los biomateriales
mediante la prueba de tinte CBB. Tomado de Elango et al., 2018.22

HA-Ge
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Figura 15. Evaluacion de la intensidad de tincion de compuestos HA-Ge tratados
con CBB y su absorcion UV a 590 nm. Tomado de Elango et al., 2018. 228

Composites de HA-Ge tefiidos con CBB, Barra de escala—1 cm, (B)
Intensidad de tincién con CBB en los compuestos HA-Ge mediante absorcion UV
a 590 nm. Blank —muestras sin ningun tratamiento, control—muestras no tratadas
con FBS con tinte CBB, (-) Etanol: compuestos HA-Ge sin tratamiento con etanol y
(+) Etanol: compuestos HA-Ge con tratamiento de etanol. HA-control, HA-1%Ge—
HA con 1% de germanio, HA-3%Ge—HA con 3% de germanio y HA-5%Ge —HA
con 5% de germanio. La absorcion UV del control (2da fila en la imagen (A)) estuvo

por debajo del rango medible. * indica significancia estadistica, p <0.05 vs. HA.

Por el contrario, HA-3% Ge no tratada tuvo una mayor absorcion de
proteinas (p <0.05) que las demas muestras de HA-Ge no tratadas, y no se observo
diferencia estadistica entre las muestras de HA-3% Ge tratadas y no tratadas con

etanol.
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7.1.5. Bioactividad In-Vitro

Para evaluar el comportamiento de mineralizacion y favorecer la formacion
de la matriz extracelular, las muestras de HA-Ge se sumergieron en SBF durante
30 dias, seguido de la cuantificacion del mineral utilizando la tincién de alizarina
roja. La deposicién de la capa de apatita, compuesta principalmente por iones de
calcio y fosfato, en la superficie de HA-Ge se visualiz6 mediante la tincién de
alizarina roja y los resultados mostraron que la mineralizacion fue favorecida por
todas las muestras, sin embargo, la cantidad de mineralizacion fue directamente

proporcional a la concentracion de Ge.

La formacion de la capa de apatita aumentd con la concentracion de Ge y el
nivel de deposicion de la capa de apatita fue mayor en HA-5% Ge en comparacion
con el control de HA (p <0.05) (Figura 16,17). Como se muestra en la Figura 16, 17,
se observo una estructura cristalina y morfologia caracteristicas en las muestras de

HA con mayor concentracion de Ge (3 y 5%).

A HA HA-1% Ge HA-3% Ge HA-5% Ge

Control
A 4 - »

Alizarin Red Stain

HA

#

HA-3% Gel

Figura 16. Bioactividad in vitro de los biomateriales HA-Ge después del
tratamiento con SBF durante 28 dias con tincién de alizarina roja. Tomado de
Elango et al., 2018.22
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Figura 17. Bioactividad in vitro de los biomateriales HA-Ge —absorcion UV de la
tincion de alizarina roja 28 dias. Tomado de Elango et al., 2018.22

HA-control, HA-1%Ge—HA con 1% de germanio, HA-3%Ge—HA con 3%
de germanio y HA-5%Ge —HA con 5% de germanio. La absorcion UV del control
(Ira fila en la imagen (A)) estuvo por debajo del rango medible. La bioactividad de
*

HA se mejoro significativamente con la presencia de Ge.
estadistica p <0.05 vs HA.

indica significancia

7.1.6. Efecto de Ge en las BM-MSCs

Para optimizar la concentracion de Ge y su efecto en la proliferacion de las
BM-MSCs, se eligieron diferentes concentraciones de Ge (0.001, 0.01, 0.1, 0.25, 0.5,
1, 2.5, 5 y 10 mg/mL) para cultivar las BM-MSCs y evaluar mediante recuento
celular, tincion H&E (Figura S5 del suplemento) y tinciones de fluorescencia.

Como era de esperar, el crecimiento de las BM-MSCs aumenté con el
aumento de la concentracion de Ge (Figura 9). En comparacion con el control, no
se observaron cambios significativos en el crecimiento celular de las BM-MSCs
tratadas con 0.001-0.1 mg/mL de Ge, pero el aumento de la concentraciéon de Ge
desde 0.25 hasta 10 mg/mL estimuld el crecimiento de las BM-MSCs (p < 0.05).
Aunque el recuento de BM-MSCs aument6 de manera constante con el tratamiento
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de Ge de 1 a 10 mg/mL, no mostraron ninguna significancia estadistica entre estos

grupos.
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Figura 18. (A) Recuento celular y (B) Imagenes de fluorescencia (FITC, DAPI y
combinadas) de las BM-MSCs cultivadas con Ge. Tomado de Elango et al., 2018.228
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En figura 18 control —BM-MSCs cultivadas sin Ge, Ge 0.001, 0.01, 0.1, 0.25,
0.5, 1.0, 2.5, 5 y 10 representan sus respectivas concentraciones de Ge tratadas con
las BM-MSCs, respectivamente. Barra de escala 5x-200 um, 10x-100 um (Inserto) *

indica significancia estadistica, p < 0.05 vs. control.

7.1.7. Efecto de HA en las BM-MSCs

Al igual que con el Ge, se probo el efecto de la HA en las BM-MSCs con
diferentes concentraciones (0.01, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 5 y 10 mg/mL). La tasa de
proliferacion de las BM-MSCs aument6 con la concentracion de HA de 0.01 a 1
mg/mL en comparacién con el control, sin embargo, las concentraciones mas altas
de 5 mg/mL en adelante disminuyeron significativamente la proliferacion de las
BM-MSCs (p < 0.05), lo cual se observd claramente en la imagen de tincion de
fluorescencia FITC y DAPI (Figura 10). Curiosamente, la proliferacion de las BM-
MSCs mejord significativamente con una concentracion de 1 mg/mL de HA en

comparacion con las BM-MSCs de control (p < 0.05).
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Figura 19. Recuento celular y de las BM-MSCs cultivadas con HA. Tomado de
Elango et al., 2018.22
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Figura 20. Imagenes de fluorescencia (FITC, DAPI y combinadas) de las BM-MSCs
cultivadas con HA. Tomado de Elango et al., 2018.22

En figura 20. Imagenes de fluorescencia (FITC, DAPI y combinadas) de las
BM-MSCs cultivadas con HA. Control —BM-MSCs cultivadas sin HA, HA 0.01, 0.1,
0.25, 0.5, 1.0, 5 y 10 representan sus respectivas concentraciones de HA tratadas con
las BM-MSCs, respectivamente. Barra de escala 5x-200 pm, 10x-100 pum (Inserto). *
indica significancia estadistica, p < 0.05 vs. control.
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7.1.8. Efecto del recubrimiento de HA-Ge en las BM-MSCs

Basandonos en los hallazgos anteriores, investigamos la eficiencia del
recubrimiento de los compuestos HA-Ge en el crecimiento de las BM-MSCs. Con
este proposito, las placas de cultivo fueron recubiertas con compuestos HA-Ge al 1
mg/mL basados en los resultados descritos. Como se muestra en la Figura 21,22, la
tasa de proliferacion de las BM-MSCs aumento con los recubrimientos de HA-Ge
en comparacion con el control, y el crecimiento celular se regul6 al alza en las BM-
MSCs recubiertas con los compuestos HA-1% Ge, en comparacién con otros
compuestos (p < 0.05) (la tincion H&E de las BM-MSCs en los compuestos HA-Ge
se muestra en la Figura S6 del suplemento). Ademas, el efecto fue insignificante
entre las BM-MSCs recubiertas con HA y HA-3% Ge, y HA-1% Ge y HA-5% Ge,
respectivamente.
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Figura 21. Recuento celular de las BM-MSCs cultivadas con recubrimiento de HA-
Ge. Tomado de Elango et al., 2018.22
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Figura 22. Imagenes de fluorescencia (FITC, DAPI y combinadas) de las BM-MSCs
cultivadas con recubrimiento de HA-Ge. Tomado de Elango et al., 2018 .28
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En Figura 21. recuento celular y fig. 22 imagenes de fluorescencia (FITC,
DAPI y combinadas) de las BM-MSCs cultivadas con recubrimiento de HA-Ge.
Control —BM-MSCs cultivadas sin HA o compuestos HA-Ge, HA—HA sin Ge,
HA-1%Ge—HA con 1% de germanio, HA-3%Ge —HA con 3% de germanio y HA-
5%Ge—HA con 5% de germanio. Barra de escala 5x-200 pm, 10x-100 um (Inserto).

* indica significancia estadistica, p < 0.05 vs. control.

7.1.9. Densidad de carga celular

La capacidad total del biomaterial HA-Ge en el resultado de siembra de las
BM-MSCs se presenta en la Figura 23. La densidad total de siembra de las BM-
MSCs fue de 5 x 104 células/muestra y el total de BM-MSCs adheridas a la superficie
de HA-Ge fue de 2.58-3.16 x 104, lo cual fue significativamente menor que las BM-
MSCs de control (sin HA-Ge) (4.89 x 104) (p <0.05). No hubo cambios significativos
en la densidad de carga celular entre las muestras de HA y HA-Ge, lo cual fue
respaldado por la tinciéon H&E de las BM-MSCs cargadas con HA-Ge. El porcentaje
total de capacidad de carga celular fue del 97.8% en el control y del 51-63% en las
muestras de HA y HA-Ge, respectivamente.
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Figura 23. Capacidad total de siembra de las BM-MSCs en biomateriales HA-Ge.
Tomado de Elango et al., 2018.228
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Capacidad total de siembra de las BM-MSCs en biomateriales HA-Ge. (A) y (B) son
la densidad real y el porcentaje de densidad de siembra celular de las BM-MSCs en
los compuestos HA-Ge, respectivamente. Control — BM-MSCs cultivadas sin HA
o compuestos HA-Ge, HA —HA sin Ge, HA-1%Ge—HA con 1% de germanio, HA-
3%Ge—HA con 3% de germanio y HA-5%Ge—HA con 5% de germanio. * indica
significancia estadistica, p < 0.05 vs. control.

7.2. RESULTADOS EN ESTUDIO EN HUMANOS

En el presente estudio, participaron pacientes de edades comprendidas entre
los 60 y 23 afios, con un total de 4 hombres y 6 mujeres.

3. Tras las 4 mediciones en clinica:
0: No hay respuesta al estimulo.
1: El paciente nota el estimulo, pero no hay dolor.
2: El paciente nota el estimulo y el dolor es moderado o se aparta del dolor

3: El paciente nota el estimulo y solicita que se interrumpa porque le duele

mucho
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Tabla 3. Comparacion de medidas tras el seguimiento clinico

Paciente 1

Paciente 2

Paciente 3
Paciente 4
Paciente 5
Paciente 6
Paciente 7
Paciente 8
Paciente 9

Paciente 10

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 24. Seguimiento clinico. Elaboraciéon propia.
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7.2.1. Analisis de la hipersensibilidad dentinaria

Al examinar los resultados de las mediciones de hipersensibilidad dentinaria
frente al estimulo térmico utilizando la escala EVA, se evidencia una reduccién del
dolor en todos los pacientes después de la primera semana de tratamiento, siendo
esta disminucién significativamente mayor a las 3 semanas de aplicacion. Cabe
destacar que, en uno de los pacientes evaluados, no se han observado cambios
significativos en los resultados a lo largo del periodo de estudio. Tras el

cuestionario diario:

Escala del dolor valorada mediante una escala numérica del 0-10, siendo 0

ausencia de dolor y 10 maximo dolor.

Tabla 4. Comparacion de medidas tras el cuestionario diario

Semanal Semana 2 Semana 3

Paciente 1 5 3,2 2,3
Paciente 2 5 Abandona

Paciente 3 8,4 7,9 6,8
Paciente 4 5,3 4,1 3,6
Paciente 5 4 3,3 1,8
Paciente 6 83 7 5,6
Paciente 7 7 5,4 2,7
Paciente 8 8,6 6,7 4,6
Paciente 9 472 41 41
Paciente 8,2 7,6 6,4

10

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 25. Cuestionario diario. Elaboracién propia.

Al analizar los resultados de las mediciones de hipersensibilidad dentinaria
tras el cuestionario diario, se observa una disminucion del dolor en todos los
pacientes tras la primera semana de aplicacion, siendo significativamente mayor a
las 3 semanas de tratamiento. En uno de los pacientes examinados, los resultados

no han variado de manera significativa.
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Figura 26. Tasa de efectividad. Elaboracién propia.
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En figura 26, media tasa de efectividad es el 40%.

7.2.2. Registro de efectos no deseados

En cuanto a la descripcion de efectos no deseados, frente a la pasta utilizada
en este estudio; se registré un efecto no deseado tras la primera semana de
aplicacion. El paciente 2 abandona el estudio por presentar disnea tras la aplicacion

del gel en 3 dias distintos.
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VIIIL. DISCUSION

8.1. IN VITRO

En general, la HA no es soluble en agua, pero si en jugo gastrico. En el
experimento de 7 dias, el porcentaje total de solubilidad de la HA en los tres medios
fue aproximadamente del 1.9 al 2.3%, lo cual es similar a trabajos anteriores.” Se
ha afirmado que la porosidad y la microestructura de la HA afectan la absorcion
de la solucion.'® Sin embargo, la solubilidad de la muestra de HA se vio favorecida
al agregar Ge. Se cree que las propiedades fisicoquimicas del Ge moderan la
propiedad funcional de los biomateriales de HA.

En general, la presencia de dos grupos carboxilo en el patron molecular del
Ge lo hace mas hidrofilico y, por lo tanto, la adiciéon de Ge a la HA promueve la
naturaleza hidrofilica de los biomateriales de HA-Ge y, por lo tanto, aumenta la
solubilidad en agua.

Similarmente, la rigidez de los biomateriales de HA mejoro con la adicion de
Ge al 5%, sin embargo, concentraciones mas bajas no contribuyeron a la rigidez de
los biomateriales de HA. Se ha informado que la rigidez de la HA varia entre 8 MPa
y 520 MPa, segun la fuente y el método de fabricacion.!*?® En este estudio, la
rigidez (resistencia a la compresion) de los biomateriales de HA fue similar a
trabajos anteriores (5.67 a 7.66 MPa) que utilizaron andamios de HA reforzados con

caolin para la regeneracion dsea.?!

Sin embargo, se ha informado de una rigidez alta de aproximadamente 400 a
900 MPa para andamios de hidroxiapatita de origen natural destinados a
biomateriales 6se0s.2? Similar a la solubilidad en agua, la capacidad de retenciéon
de agua de la HA mejoré con la incorporacion de Ge en una concentracion mas alta
(5%); sin embargo, concentraciones mas bajas no tuvieron ningtin efecto en la

capacidad de retencion de agua.
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De manera similar al presente hallazgo, la capacidad de retencién de agua
del material de HA se mejoré mediante la adicion de biomoléculas como el acido

hialurénico?® y nanocompuestos de celulosa.?*

En cuanto a la biodegradacion in vitro, se observo claramente que el material
de HA era lo suficientemente resistente a la digestion proteolitica y se logré una
degradaciéon muy lenta durante el estudio de 60 dias. La tasa de degradacion
aumento lentamente con la duracion de la incubacion. Es bien sabido que los
tiempos de incubacién crecientes son directamente lineales con la pérdida de peso
y la tasa de degradacion de los polimeros durante el estudio de degradacion in

vitro.205

La méaxima degradacion de la muestra de HA se observo alrededor del 35%
después de 60 dias de digestion enzimatica. Varios factores, como la hidrofilia, la
interconectividad de poros, el tamafio de poro, la reticulacion de aditivos y las
enzimas susceptibles, regulan el proceso de degradacion del biomaterial'”’, lo cual
es un factor importante para la citotoxicidad, es decir, inhibir o estimular el
metabolismo de las células madre. Previamente, Ganesan et al. investigaron la
degradacion in vitro de la HA en PBS a 37 °C durante 28 dias y reportaron una
degradacion de alrededor del 1.2 al 1.75% al final del experimento.%”

Se ha informado que remojar los materiales en soluciones con un pH
adecuado similar al pH de la sangre es la simulacion original de los biomateriales
que se colocan en el cuerpo humano.??” Por lo tanto, utilizamos SBF como un medio
adecuado para comprender el comportamiento real de liberaciéon de farmacos de
los biomateriales de HA y se compard el efecto de liberacion de farmacos con PBS
y DMEM. Nuestros resultados demostraron que los biomateriales compuestos
podrian liberar Ge de manera favorable con el medio DMEM, lo que brinda un
impacto adicional de este material para el cultivo de células madre. Ademas, el
rango de pH 6ptimo para una mejor liberacion de farmacos de Ge de los
biomateriales de HA fue de 7 a 9.

A partir de la prueba del angulo de contacto, confirmamos atin mas que el
aumento de la concentracion de Ge del 1 al 5% podria mejorar la naturaleza
hidrofilica y reducir la naturaleza hidrofébica de la HA. Para respaldar este

hallazgo, Zhang et al. informaron recientemente que la superficie hidrofilica de la
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pelicula de nanotubos de ZnO se mejoré al combinarla con particulas de

germanio.?®

Las propiedades de sefializacion de adentro hacia afuera y las propiedades
celulares, como la proliferacion, migracién y diferenciacion celular, estan altamente
influenciadas por la interaccidon de proteinas de la matriz extracelular, incluyendo
vitronectina, laminina y fibronectina.?%%2% 210 Por lo tanto, evaluamos la capacidad
de los biomateriales de HA-Ge para absorber proteinas funcionales mediante la
prueba CBB. Ademas, la evidencia empirica confirma la capacidad potencial del
etanol en la modificacidn superficial del polimero. Por lo tanto, en este estudio,
comparamos la capacidad de los biomateriales de HA-Ge en la adherencia de

proteinas funcionales con y sin tratamiento de etanol.

La alta capacidad de absorcion de proteinas de HA, segtin la prueba CBB,
demuestra que es un sistema portador potencial para la entrega controlada de
proteinas. Por ejemplo, Ho et al. desarrollaron un sistema polimérico
biodegradable utilizando acido polilactico glicdlico (PLGA) y HA para un sistema
de liberacion controlada de proteinas de albumina sérica bovina (BSA) y
concluyeron que este sistema podria transportar de manera efectiva el farmaco

hidrofilico para una liberacion sostenida de sustancias.?!!

Lo mas importante es que el comportamiento de mayor adhesién de
proteinas de los biomateriales de HA-Ge evidencia finalmente que los
biomateriales de HA-Ge podrian mejorar la funcionalidad celular de las células
madre y respaldar la diferenciacion de los osteoblastos. Para respaldar este
hallazgo, Tripathi et al. ya afirmaron que el andamio de HA con buena capacidad
de unién a proteinas podria potencialmente respaldar la proliferacion y

diferenciacion de las células osteoblasticas humanas Sa(0S2.212

En el presente estudio, los resultados de bioactividad in vitro también
demostraron una mayor deposicion de capa de apatita en la superficie de los
biomateriales de HA-5% Ge, lo que respalda finalmente la capacidad de los
biomateriales de HA-Ge en la formacion de matriz extracelular durante la

osteogénesis.

Ademas, en el presente estudio se investigd el efecto del Ge en la proliferacion
de las células madre mesenquimales de médula dsea (BM-MSCs). Nuestros
resultados revelaron que el crecimiento de las BM-MSCs fue potencialmente
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estimulado por el tratamiento con Ge, especialmente a concentraciones de 0.5 a 5
mg/mL. Curiosamente, no se observo ninguin efecto citotoxico del Ge en todas las
concentraciones probadas hasta 10 mg/mL, y las BM-MSCs permanecieron en su
forma original con integridad del ADN incluso después de ser tratadas con Ge,
segun lo evidencian las tinciones de FITC y DAPI. Para respaldar este hallazgo, un
estudio anterior realizado por Choi et al., al tratar las BM-MSCs con 50, 70 y 100
pug/mL de Cordyceps militaris enriquecido con germanio (CMGe), reveld que la
proliferaciéon de las BM-MSCs aumentd 1.8 veces con 50 pg/mL de CMGe en

comparacion con las células de control.

Aunque la tasa de proliferacién de las BM-MSCs se reguld al alza con el
tratamiento de HA hasta 1 mg/mL, el efecto se reguld a la baja en concentraciones
mas altas de HA alrededor de 5 y 10 mg/mL. Por lo tanto, se eligid una
concentracion optima de 1 mg/mL de HA para los experimentos de recubrimiento
posteriores de las BM-MSCs.

Los resultados mostraron que los pozos recubiertos con HA-1% Ge
mostraron un efecto favorable en el crecimiento de las BM-MSCs en comparacion
con los demads. La razon exacta de este efecto aun es desconocida y necesita una
investigacion mas extensa para comprender el mecanismo de HA-Ge en las BM-
MSCs.

Segun la literatura disponible, el porcentaje promedio de viabilidad
utilizando células madre humanas para la HA se informa en torno al 70-100%.21321
215 Kumar et al. realizaron una prueba de citotoxicidad en hidroxiapatita utilizando
células 3T3-L1 de fibroblastos de ratén con tiempos de observacion variables.?'¢
Horta et al. investigaron células de hidroxiapatita a base de cascara de huevo con
un 98.9% de viabilidad que fueron cultivadas en células madre de pulpa dental
(DPSCs) durante 24 h.

La citotoxicidad de la HA se probo con varios tipos de células, como células
madre mesenquimales amnidticas?'’, células madre mesenquimales derivadas de
médula ésea?®, células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo??,
células madre mesenquimales de pulpa dental??, fibroblastos de raton (linea
celular 1929)1%221, células epiteliales renales???, células dseas 214215225224 fibroblastos
de pulmén humano (células mrc5), células de osteosarcoma humano??, células
RAW?22 y células L6 y MG63.227
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La capacidad de carga celular de los biomateriales de HA-Ge fue mucho
menor que la de los grupos de control (sin biomateriales), lo cual podria deberse a
una menor area superficial de los biomateriales de HA-Ge en comparacion con las
placas de cultivo 2D.??® La densidad de carga de BM-MSCs en las superficies de
polimeros difiere segiin varios factores, como afinidad, drea superficial, lisura,

rigidez y porosidad. 229230

8.2. EN HUMANOS

La hipersensibilidad dentinaria representa un desafio clinico significativo, y

tiene un impacto negativo en la calidad de vida de las personas.*!

Diversos estudios han demostrado que el didmetro de los tabulos dentinarios
en dientes afectados por hipersensibilidad dentinaria (HD) es considerablemente
mayor en comparacion con los dientes no sensibles.”** Esta diferencia en el tamafio
de los tiibulos dentinarios se debe a una mayor exposicion a factores externos, lo
que facilita la penetracion de estimulos irritantes como cambios de temperatura,
presién y sustancias quimicas, causando la sensacion de dolor caracteristico de la
HD. En este sentido, Oyama y Matsumoto sefialaron una relacion significativa
entre la morfologia de los tubulos dentinarios y la aparicion de la hipersensibilidad,
sugiriendo que un mayor didmetro de estos tabulos podria estar directamente
relacionado con una mayor intensidad del dolor y la sensibilidad en los dientes
afectados.?

Como consecuencia de estos hallazgos, varios investigadores han buscado
desarrollar diversas técnicas y tratamientos para bloquear o reducir la apertura de
los tabulos dentinarios. Estas estrategias tienen como objetivo aliviar el malestar
asociado con la HD, ya que, al obstruir los tibulos, se previene la estimulacion
directa de las fibras nerviosas situadas en la pulpa dental, lo que reduce la

sensacion de dolor.?*

Entre los métodos explorados, se han comparado varios métodos
terapéuticos, se incluyen el uso de laseres, agentes desensibilizantes tdpicos y
tratamientos que favorezcan la remineralizacion de la dentina. Los estudios han
demostrado que estos tratamientos pueden ser efectivos en la reduccion de la

sensibilidad dentinaria, aunque con variaciones en sus resultados y durabilidad.
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Sin embargo, atin se requiere mas investigacion para establecer tratamientos
mas efectivos y duraderos que brinden alivio a largo plazo a los pacientes con esta

condicion.

8.2.1. Comparacion de tratamientos

8.2.1.1. El barniz de fliior

Los barnices de fldor, segin el conocimiento actual, son los medios mads
seguros y efectivos en el tratamiento y la prevencién de la caries dental y la
hipersensibilidad.?** A pesar de que contienen casi el doble de fltior que los geles y
espumas utilizados, y més de 15 veces la cantidad de fltdor de las pastas de dientes

de uso diario, no implican riesgos para la salud.?*

El barniz de fltor es uno de los tratamientos mas comtinmente utilizados
para aliviar la sensibilidad dentinaria, especialmente debido a su facilidad de
aplicacién y efectividad inicial. Este tratamiento se basa en la aplicacién de una
capa de fldor concentrado sobre la superficie dental, que acttia reforzando el
esmalte dental y reduciendo la apertura de los ttibulos dentinarios expuestos, lo
que disminuye la sensacién dolorosa en los dientes sensibles. Ademds, el barniz de
fldor tiene la ventaja de ser una opcién no invasiva, rdpida y relativamente
econdmica, lo que lo convierte en una eleccién popular tanto para profesionales de

la odontologia como para los pacientes.

Sin embargo, aunque el barniz de fldor proporciona un alivio efectivo a corto
plazo, varios estudios han sefialado que su eficacia puede disminuir con el paso del
tiempo. Aunque el fltor tiene un impacto inmediato en la reduccién de la
hipersensibilidad, algunos pacientes experimentan una recurrencia de los sintomas
de sensibilidad dentinaria después de un periodo de tiempo relativamente corto,
generalmente alrededor de cuatro semanas. Esto puede deberse a varios factores,
como la naturaleza temporal de la capa de fltior aplicada, el desgaste natural de la
misma debido a la masticacién o el contacto con los liquidos orales, o la exposicién

continua a factores irritantes que provocan la apertura de los ttibulos dentinarios.

Ademads, la recurrencia de la sensibilidad después de la aplicacién del barniz

de fldor podria estar relacionada con las caracteristicas individuales de cada
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paciente, como la severidad de la hipersensibilidad dentinaria, la cantidad de
exposicién a factores que desensibilizan o estimulan los nervios dentales (como
cambios térmicos o alimentos dcidos), y las posibles variaciones en la respuesta

biolégica al tratamiento.

A pesar de la disminucién de su eficacia con el tiempo, el barniz de fldor
sigue siendo una de las opciones mds accesibles y simples para el tratamiento de la
sensibilidad dentinaria. Sin embargo, para lograr una solucién mds duradera,
algunos estudios sugieren la combinacién de este tratamiento con otras terapias,
como el uso de laseres o selladores dentales, que pueden proporcionar un alivio
mds prolongado y efectivo. La aplicacién periddica del barniz de fltor también
puede ayudar a mantener los resultados a lo largo del tiempo, reduciendo la

frecuencia de recurrencia de la hipersensibilidad.*

A pesar de un niimero muy grande de estudios realizados tanto in vitro como
in vivo, atn no hay una opinién clara respecto a la eleccién del mejor barniz de
flior. Numerosos experimentos han demostrado que todos los barnices de primera
y segunda generacién aplicados sobre las superficies dentales liberan iones de fltor

y provocan que se acumulen en el esmalte y la placa.?¢ 7 23

En los estudios in vitro, la liberacion de fltior fue mayor durante las primeras
horas después de la aplicacion, disminuyendo con el tiempo, con algunos

investigadores observando esto en el primer dia después de la aplicacion. 2323 240
Y otros dentro de las 3 semanas.?7241

Al comparar los barnices de primera y segunda generacion entre si, resulta
que las opiniones sobre su efectividad y los factores que las afectan estdn

divididas.?#

Con base en datos de la literatura, se pueden encontrar tanto trabajos que,
evaluando la cantidad de iones de fltor liberados, asi como la composicién y las
propiedades mecdnicas de las superficies de esmalte tratadas con barniz, mostraron
la superioridad de los barnices de segunda generaciéon sobre los de primera

gener aCién 236,238,242,243,244 245

Como aquellos que no mostraron estas diferencias *¢?*”2%, o incluso estudios

que reportan la mayor efectividad de los barnices no enriquecidos.?%**
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En una serie de estudios comparativos, el barniz de mejor desempefio fue el
de segunda generacién que contenia el complejo CPP-ACP, para el cual se registré
la mayor liberacién acumulativa de fldor y los mayores aumentos en la liberacién

de fldor con el tiempo.236238240250

Ademds, es relevante sefalar que esta liberacién ocurrié de manera mds
dindmica en la fase inicial, provocando la liberacién de méds del 90% de la cantidad

total de fldor disponible en el barniz en un tiempo bastante corto (hasta 24 h).?8240

8.2.1.2. Tratamiento con ldser

El uso de laseres de alta o media potencia sobre la dentina induce un proceso
térmico que provoca la fusién de las estructuras mineralizadas de la dentina,
seguido por la re-solidificacion de la hidroxiapatita a medida que la superficie se
enfria. Este fendmeno térmico es fundamental para el tratamiento de la
hipersensibilidad dentinaria (HD), ya que la aplicacién del ldser genera una
modificacién en la estructura de la dentina, creando una capa mds densa y menos
permeable. Los resultados obtenidos en diversos estudios indican que, mediante la
irradiacion con laser, se consigue una superficie de dentina lisa y compacta, la cual
presenta una significativa reduccién en la apertura de los tiibulos dentinarios. Esta
capa lisa e impermeable acttia como una barrera fisica que reduce el paso de
estimulos externos, como cambios de temperatura o agentes irritantes, hacia las
fibras nerviosas de la pulpa dental, lo que ayuda a aliviar el dolor y la incomodidad
asociados con la HD.

Ademds, la modificacién de la dentina mediante laseres no solo contribuye a
la obstruccién de los tibulos, sino que también puede favorecer la remineralizacién

de la superficie dental, aumentando su resistencia a futuros estimulos.

Aunque la obstruccién total de los tdbulos no siempre es alcanzada, los
estudios sugieren que la aplicacién de ldseres de alta y media potencia puede
proporcionar una mejora significativa en la sensibilidad dental al reducir la
apertura de estos tibulos, lo que mejora la calidad de vida de los pacientes con
hipersensibilidad dental. Sin embargo, es necesario seguir investigando sobre las
condiciones 6ptimas de aplicacién y el tipo de laser mds adecuado para cada caso,
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con el fin de maximizar los resultados y garantizar la efectividad a largo plazo de

estos tratamientos.

8.2.1.3. Laser de diodo

El laser de diodo opera dentro de un espectro de longitudes de onda que
varia entre 405 y 1064 nm, con una potencia de salida que oscila entre 0.2 y 12 watts,
lo que permite su uso tanto en aplicaciones de baja potencia como de potencia
media o alta. ' Su versatilidad lo hace adecuado para diversos contextos

terapéuticos, dependiendo del nivel de potencia seleccionado.

8.2.1.4. Efecto en la obstruccion de titbulos dentinarios

Los estudios de laboratorio han mostrado resultados consistentes sobre la
capacidad del laser de diodo para obstruir los tiibulos dentinarios a longitudes de
onda de 810, 940 y 980 nm. En particular, un estudio demostré que al aumentar la
longitud de onda (980 nm frente a 810 nm) y la potencia de salida del ldser (2 W

frente a 0.8 W), se observé un cierre mds significativo de los tibulos dentinarios. 2>

8.2.1.5. Eficacia clinica en la reduccién de la hipersensibilidad dentinaria (HD)

Los estudios clinicos han demostrado la eficacia de los ldseres de diodo en diversas
longitudes de onda (de 660 a 980 nm) para reducir la HD. En un estudio realizado
por Gojkov-Vukelic et al.** Se observé que los niveles de sensibilidad evaluados
mediante la escala visual analégica (VAS) disminuyeron significativamente tras la
primera sesién de tratamiento con ldser, y no se reporté sensibilidad después de la

tercera sesion.

8.2.1.6. Eficacia del ldser de diodo en el tratamiento de la hipersensibilidad
dentinaria (HD)

El ldser de diodo ha demostrado ser mds eficaz que otros métodos en la

reduccién de la HD, segtin diversos estudios 25 2> 256 257 238 259
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Sin embargo, la mayoria de las investigaciones concluyen que la combinacién
de un desensibilizante superficial, como gel de fluoruro de sodio, Gluma o pasta
de nitrato de potasio, con el tratamiento laser ofrece una reduccién del dolor mds

efe CtiV a 254,260,261,262

8.2.1.7. Comparacion del ldaser de diodo con otros ldseres

Las revisiones sistematicas previas sobre la eficacia de los laseres en la HD
han reportado consistentemente que el laser de diodo tiene un desempeno inferior
frente a laseres alternativos como Er:YAG y Nd:YAG.263264

Sin embargo, el andlisis actual revela que los estudios que informaron una
menor eficacia del laser de diodo emplearon laseres de baja potencia (0.2 a1 W). En
cambio, los estudios que utilizaron ldseres de mayor potencia (2 a 3 W)
demostraron una notable capacidad del laser de diodo para aliviar el dolor causado
por la HD.160, 265,266

Los ldseres de arseniuro de galio y aluminio (GaAlAs) son una categoria
especifica de ldseres de diodo que operan generalmente en el rango de longitudes
de onda del infrarrojo cercano (entre 780 y 980 nm).

8.2.1.8. Laseres de baja potencia GaAlAs

Se ha discutido que los ldseres de baja potencia suelen reducir el movimiento
de fluidos en los tiibulos dentinarios mediante la fusién, recristalizacién de la
dentina y vaporizacién del fluido presente en los tibulos. Por otro lado, los ldseres
de la segunda categoria (alta potencia) exhiben efectos analgésicos al suprimir la
transmisién nerviosa o bloquear los tabulos dentinarios mediante la estimulacién

de odontoblastos y la formacién de dentina terciaria.?”

La principal ventaja de los ldseres sobre los tratamientos convencionales
radica en su capacidad para proporcionar efectos inmediatos y duraderos en la
hipersensibilidad dentinaria (HD).%”

El factor clave para lograr el resultado deseado sin efectos perjudiciales para
la pulpa es la cuidadosa selecciéon de un ldser con pardmetros de radiacion

adecuados.?¢®
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Ademds, se han observado discrepancias entre algunos de los resultados

reportados en las revisiones sistematicas y los articulos originales.?*

Hasta ahora, no se ha llevado a cabo una revisién exhaustiva que analice los
diferentes tratamientos con laser utilizados para reducir la HD y su correlacién con
el tipo de ldser empleado. Tampoco se ha investigado la correlacién entre los
resultados de estudios clinicos y de laboratorio. Reconociendo la importancia de
un enfoque terapéutico eficiente que minimice la invasividad y maximice los
beneficios, este estudio se llevé a cabo para examinar el impacto del tratamiento
con laser en la oclusién de los tibulos dentinarios y su potencial para reducir la
HD.

8.2.1.9. Comparacion

Los léseres, como el GaAlAs a 830 nm y el ldser de CO2, han demostrado ser
efectivos en el tratamiento de la hipersensibilidad dentinaria (HD), presentando
tasas de efectividad que varian significativamente segtin el tipo de l4ser utilizado
y el protocolo de tratamiento. El laser GaAlAs, operando a una longitud de onda
de 830 nm, ha mostrado una eficacia que oscila entre el 53,3% y el 94,2% en los
estudios de seguimiento realizados a un mes después del tratamiento. Este ldser se
destaca por su capacidad para penetrar los tejidos dentales y modificar la
estructura de los ttibulos dentinarios, lo que ayuda a reducir la sensibilidad dental

al bloquear la apertura de los mismos.

Por otro lado, el laser de CO2 ha sido igualmente efectivo en el tratamiento
de la HD, mostrando tasas de efectividad que varian entre el 59,8% y el 100%,
también en estudios de seguimiento a un mes. Esta variabilidad en los resultados
se debe, en parte, a las diferencias en los protocolos de tratamiento, como la
potencia del laser, el tiempo de irradiacion y las caracteristicas individuales de los
pacientes. El ldser de CO2 es conocido por su alta absorcién en agua y tejidos
biolégicos, lo que le permite generar una mayor ablacién y una oclusién mads eficaz
de los tabulos dentinarios expuestos.

Ambos tipos de léser, el GaAlAs y el CO2, han mostrado un impacto positivo

en la reduccién de la hipersensibilidad, con el ldser de CO2 generalmente
reportando mejores resultados a largo plazo debido a su capacidad para inducir un
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sellado més duradero de los tibulos dentinarios. Sin embargo, la variabilidad en
los resultados de ambos ldseres puede depender de varios factores, como las
condiciones clinicas especificas de cada paciente, las técnicas de aplicacién y los
pardmetros del laser utilizados, lo que subraya la importancia de una correcta
seleccion del tipo de ldser y de un tratamiento individualizado. A pesar de estas
diferencias, ambos ldseres contintan siendo opciones valiosas en la odontologia
moderna para el manejo de la HD, especialmente en casos donde los tratamientos

convencionales no logran ofrecer resultados satisfactorios.?*2¢%270

8.2.1.10. Ventajas de la combinacion de laser y desensibilizantes superficiales

Los barnices superficiales proporcionan una disminuciéon inmediata del
dolor al ocluir rapidamente las aperturas de los ttibulos dentinarios. Por su parte,
el laser de diodo no solo ocluye los tubulos, sino que también tiene un impacto a
largo plazo al reducir la HD mediante efectos sobre las neuronas y la estimulacion
de odontoblastos para formar dentina reactiva. Ademas, la aplicacion simultdnea
de barnices y laser permite una mayor penetraciéon del barniz en los tubulos

dentinarios, logrando una oclusiéon mas efectiva.?®2”!

Un estudio realizado por Narayanan et al. sefial6 que la combinacién de laser
de baja potencia con nitrato de potasio fue el enfoque mds exitoso para reducir la
HD en todos los intervalos de tiempo medidos. Esta combinacién también fue més
eficaz para reducir la HD a las 12 semanas de tratamiento en comparacién con el

grupo tratado con fluoruro.?®

8.2.1.11. Desventajas ldser

A pesar de la alta eficacia que los ldseres han demostrado en diversos
tratamientos dentales, incluidos aquellos para la hipersensibilidad dentinaria,
existen algunas desventajas asociadas con su uso que deben ser consideradas. Una
de las principales limitaciones es el alto coste de los equipos laser, lo que puede

representar una barrera econémica tanto para los profesionales de la odontologia
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como para los pacientes. Este factor puede restringir su disponibilidad en algunas

clinicas, especialmente en aquellas con presupuestos limitados.

Otra desventaja importante es la complejidad técnica en el manejo de los
laseres. El uso adecuado de estos dispositivos requiere formacién especializada y
un conocimiento profundo de sus pardametros de operacién, como la potencia, la
duracién de la irradiacién y la eleccién de la longitud de onda. La necesidad de un
manejo preciso puede hacer que algunos profesionales sientan que la incorporacién

de laseres a su practica diaria requiere una curva de aprendizaje considerable.

Ademds, aunque los ldseres son generalmente seguros cuando se utilizan
correctamente, existe un riesgo potencial de causar dafio térmico en los tejidos
dentales, como la pulpitis irreversible, especialmente cuando se aplican a altas
temperaturas o cuando el tratamiento no se realiza con la técnica adecuada. Esto
puede generar preocupaciéon en cuanto a la seguridad a largo plazo del
procedimiento, lo que limita su uso en algunos casos, particularmente en pacientes

con dientes sensibles o con un historial de problemas pulpares.

A pesar de estas limitaciones, los ldseres siguen siendo una herramienta
valiosa en la odontologia moderna. Su capacidad para tratar condiciones como la
hipersensibilidad dentinaria y otras patologias dentales con resultados efectivos y
de bajo riesgo para los tejidos circundantes contintia promoviendo su adopcién en
la préctica clinica. No obstante, es fundamental que su aplicacién se haga con un
adecuado control y en contextos donde los beneficios superen los riesgos, lo que

permitird a los profesionales aprovechar al méximo su potencial terapéutico.?”

8.2.2 Eficiencia de productos de pasta dentifrica

Durante décadas, el fldor se ha incorporado en las pastas dentales para
mejorar el proceso de remineralizacion. Actualmente, los investigadores y los
laboratorios estan investigando ingredientes ademds del fltior para incorporarlos
en las pastas dentales con el fin de asistir en el proceso de mineralizaciéon de las

caries dentales.

El vidrio bioactivo fue inventado a principios de la década de 1970.7
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Estos vidrios son materiales basados en silice, muy biocompatibles, y exhiben
una unién 6sea como resultado de la silice reactiva en la superficie, los grupos de
calcio y fosfato. El tratamiento de la hipersensibilidad dentinaria mediante el uso
de vidrio bioactivo (NovaMin) ha mostrado resultados clinicos estadisticamente

significativos y alentadores.?*?7

En 2006, Zero demostré que cuando NovaMin se exponia a la saliva o al agua,
ocurria una reaccioén inmediata al liberar miles de millones de minerales, como
calcio, silice, fésforo y sodio, que ayudaban a potenciar el proceso de
remineralizacién de los dientes, especificamente en las tuberias dentinarias
expuestas que son responsables de la sensibilidad. Esta liberacién de iones crea una
capa protectora en la superficie del diente, lo que ayuda a sellar los ttbulos
dentinarios abiertos y reduce la transmisién de los estimulos_dolorosos al interior

del diente, protegiendo asi las terminaciones nerviosas.?”

Las pastas dentifricas como la NUPRO de Sensodyne con NovaMin han
demostrado una mejora significativa en la sensibilidad dentinaria, alcanzando una
reduccién de aproximadamente el 50% en los niveles de sensibilidad después de

cuatro semanas de uso continuo.

Estudios clinicos han respaldado la eficacia de NovaMin, mostrando que no
solo alivia temporalmente el dolor, sino que también tiene un impacto positivo en
la estructura dental a largo plazo. Después de un mes de uso regular, la reduccién
en la sensibilidad es notable, y algunos estudios sugieren que los beneficios pueden
continuar mejorando con el uso continuo, lo que proporciona alivio sostenido a los

pacientes.

Ademads, a diferencia de otros tratamientos que pueden requerir aplicaciones
profesionales, las pastas dentifricas como NUPRO permiten a los pacientes tratar
la hipersensibilidad de manera conveniente y auténoma en su hogar, con
resultados significativos en un corto periodo de tiempo. Esto ha hecho que las
pastas dentales con NovaMin sean una opcién popular tanto en el d&mbito clinico
como en el hogar, especialmente para aquellos que sufren de hipersensibilidad

dental ocasional o recurrente.?””
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8.2.3 Resultados del estudio actual

La pasta utilizada en este estudio estd compuesta por hidroxiapatita, que es
el componente basico de la dentina, un material biolégico de fosfato calcico efectivo
para el tratamiento de la hipersensibilidad dentinaria. *Y germanio organico, que
tiene actividades bioldgicas, efecto analgésico, antitumoral, eficaz contra el estrés

oxidativo e inhibe la metdstasis del cancer.14-16

El estudio actual se centr6 en la evaluaciéon de una pasta dentifrica
innovadora que combina hidroxiapatita y germanio orgdnico, una combinacién

prometedora en el tratamiento de la sensibilidad dentinaria.

La tasa de efectividad alcanzé un valor més alto en la semana 3, con 36.10%.
Esto refleja una mejora més sustancial en los pacientes a medida que avanzaron las
semanas de tratamiento, lo que sugiere que el tratamiento continué siendo eficaz

con el tiempo.

En cuanto a la reduccién del dolor, la efectividad promedio alcanzé 40.42% a
los 30 dias, lo que indica que la mayoria de los pacientes experimentaron una
reduccién sustancial del dolor a largo plazo. Esto refleja que el tratamiento siguié

siendo efectivo con el paso del tiempo, con mejoras continuas.

La hidroxiapatita, un componente natural de la dentina, es bien conocida por
su capacidad para promover la remineralizacién dental al ayudar a restaurar la
estructura mineral de los dientes, cerrando los tibulos dentinarios expuestos, lo

cual es crucial en la reducciéon de la sensibilidad dental.'

Por otro lado, el germanio orgdnico, un compuesto con propiedades
antioxidantes y de estimulacion celular, puede potenciar los efectos
remineralizantes de la hidroxiapatita, ayudando a regenerar la estructura dental de

manera mas eficiente.®

Comparado con otras pastas dentifricas y tratamientos para la sensibilidad
dentinaria, como las formulaciones con NovaMin o fluoruros, el enfoque basado
en la hidroxiapatita y el germanio ha mostrado un rendimiento que se asemeja en
términos de eficacia y velocidad de accién. Por ejemplo, pastas como la NUPRO de
Sensodyne con NovaMin, que se ha reportado que mejora la sensibilidad dentinaria
en un 50% después de cuatro semanas de uso, han sido ampliamente utilizadas y

validadas en la préctica clinica. Sin embargo, el tratamiento con hidroxiapatita y
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germanio parece ofrecer una reduccién en la sensibilidad en un plazo mas corto,
destacdndose como una opcién eficaz para quienes buscan resultados rdpidos
y

sostenibles.

Ademads, este tratamiento presenta una ventaja significativa en cuanto a la
facilidad de uso y accesibilidad, en comparacién con otros métodos mas complejos
0 costosos, como los tratamientos con ldser o los aplicados por profesionales en
consultorios dentales. La combinacién de estos dos componentes permite una
solucién menos invasiva y mds asequible para los pacientes, manteniendo una alta
efectividad, lo cual es un factor crucial en la toma de decisiones sobre el tratamiento

de la sensibilidad dentinaria.

Este enfoque innovador resalta la importancia de desarrollar productos
accesibles y eficaces que puedan ser utilizados de forma regular en el hogar, a la
vez que ofrecen resultados clinicos sustanciales sin los costos asociados con
procedimientos dentales mds invasivos. Con la continua evolucién de la
investigacion en este campo, es probable que surjan mds avances en el tratamiento
de la sensibilidad dentinaria, mejorando atin mds la calidad de vida de los

pacientes.
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9. CONCLUSIONES

9.1. IN VITRO

En esta investigacion exhaustiva, se llevd a cabo una evaluacion detallada de
las propiedades fisicoquimicas, funcionales y citotoxicas de los biomateriales de
hidroxiapatita (HA) con concentraciones variables de germanio (Ge). Los
biomateriales de HA se sintetizaron con precisidon, presentando un tamano de
particula de 4.8 um. Los resultados obtenidos revelaron mejoras significativas en
las propiedades fisicoquimicas y mecanicas al incorporar un 5% de Ge, destacando
la capacidad de esta adicion para mejorar la naturaleza hidrofilica de los

biomateriales de HA y acelerar la tasa de biodegradacion.

La liberacion controlada de farmacos de los biomateriales de HA-Ge alcanzd
su punto maximo en un rango de pH entre 7 y 9, especialmente en presencia de
medio DMEM. A pesar de que la concentraciéon del 5% de Ge mejor6 diversas
propiedades de los biomateriales, se identificé que el dptimo porcentaje para el
crecimiento de las células madre mesenquimales de médula ésea (BM-MSCs) fue
del 1% de Ge. Este hallazgo es crucial, ya que sugiere una concentracién especifica

que favorece el entorno propicio para el desarrollo de estas células esenciales.

Los resultados también revelaron una deposicion notable de capa de apatita
y un comportamiento mejorado de absorcidn de proteinas en los biomateriales de
HA-Ge, evidenciando su eficacia en la diferenciacién de células dseas. No obstante,
se reconoce la necesidad de realizar estudios adicionales para profundizar en los
efectos de estos biomateriales en la osteogénesis, especialmente al emplear BM-
MSCs en condiciones tanto con como sin inductores osteogénicos. Estas
conclusiones sientan las bases para futuras investigaciones que contribuiran al
desarrollo y comprension de biomateriales innovadores en el ambito de la

regeneracion osea.
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9.2. EN HUMANOS

La hipersensibilidad dentinaria (HD) es una condicién clinica de alta
prevalencia que afecta negativamente la calidad de vida de los pacientes. Su origen
estd estrechamente relacionado con la morfologia y el didmetro aumentado de los

tabulos dentinarios en los dientes sensibles.

Esta patologia requiere un enfoque multidisciplinario para su manejo, dada

la variabilidad en las respuestas individuales a los tratamientos disponibles.

El tratamiento con pasta dentifrica que combina hidroxiapatita y germanio
orgédnico ha mostrado ser altamente eficaz en el tratamiento de la sensibilidad
dentinaria. La hidroxiapatita, componente principal de la dentina, ayuda a
restaurar la estructura mineral de los dientes al cerrar los tdbulos dentinarios
expuestos, lo que es clave para reducir la hipersensibilidad. Por su parte, el
germanio orgdnico, un compuesto con propiedades antioxidantes y de
estimulacién celular, potencia los efectos remineralizantes de la hidroxiapatita y

contribuye a una regeneracién mds eficiente de la estructura dental.

En el transcurso del estudio, la tasa de efectividad alcanzé su valor méaximo
en la semana 3, con un 36.10% de mejora. Esta tasa progresiva de mejora a lo largo
del tratamiento sugiere que la combinacién de hidroxiapatita y germanio organico
tiene efectos acumulativos, aumentando su efectividad a medida que el tratamiento
avanza. Este incremento significativo indica que el tratamiento fue
progresivamente mads efectivo a medida que avanzaron las semanas de uso. Esto
sugiere que la pasta dentifrica no solo alivi6 el dolor de manera inmediata, sino que
también continué proporcionando resultados efectivos con el paso del tiempo, lo
que refuerza la idea de que el tratamiento tiene un efecto acumulativo positivo a

largo plazo.

En términos de reduccién del dolor, la efectividad promedio alcanzé un
notable 40.42% a los 30 dias de tratamiento. Este porcentaje indica que la mayoria
de los pacientes experimentaron una reduccién sustancial del dolor a largo plazo,
lo que subraya la capacidad de la pasta dentifrica para proporcionar alivio
duradero de la sensibilidad dental. Este hallazgo también sugiere que el
tratamiento siguié siendo eficaz con el tiempo, evidenciando mejoras continuas y

constantes en los pacientes. La persistencia de los beneficios del tratamiento sugiere
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que, ademas de ser efectivo en el corto plazo, el producto también tiene el potencial
de ofrecer mejoras a largo plazo en la salud dental de los pacientes.

Comparado con otras pastas dentifricas y tratamientos convencionales, como
los que contienen NovaMin o fluoruros, la combinacién

de hidroxiapatita y germanio organico ha mostrado un rendimiento comparable.

Ademds, opciones alternativas como los tratamientos con laser, los estudios
demuestran que estos dispositivos, especialmente los ldseres de alta y media
potencia, generan modificaciones significativas en la estructura de la dentina,
creando superficies mds densas y menos permeables. Estas caracteristicas
contribuyen a una reduccion eficaz de la sensibilidad dental al obstruir los tibulos
dentinarios. Cabe destacar que los tratamientos que combinan ldseres con agentes
desensibilizantes, como nitrato de potasio o fluoruro de sodio, han demostrado
resultados superiores, al aprovechar los efectos sinérgicos de ambas estrategias,
aunque son efectivos hay que destacar que son mds invasivos, costosos y menos

accesibles para el uso cotidiano.

Nuestro estudio también identificé una ventaja importante: la facilidad de
integracion de esta pasta dentifrica en la rutina diaria del paciente. Este enfoque no
solo es mds accesible y asequible, sino que también proporciona una solucién eficaz
para quienes buscan tratar la sensibilidad dental sin recurrir a procedimientos
complejos.

Es importante resaltar que, en términos de calidad de vida, esta innovacién
ofrece a los pacientes una mejora tangible, permitiendo un alivio significativo y
rapido, al tiempo que fomenta la salud dental a largo plazo. La combinacién de
eficacia, accesibilidad y rapidez de accién posiciona a esta formulacién como una

solucién de vanguardia en el tratamiento de la sensibilidad dentinaria.

En conclusién, este estudio subraya el potencial de la hidroxiapatita
combinada con germanio orgdnico como una herramienta efectiva, asequible y de
uso diario, marcando un avance significativo en el campo del cuidado dental. A
medida que la investigacion en este &mbito evoluciona, esperamos que surjan mas
desarrollos que amplifiquen los beneficios observados y contintien mejorando la
salud y bienestar de los pacientes con sensibilidad dentinaria.
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X. LIMITACIONES

10.1. IN VITRO

A pesar de los hallazgos prometedores en esta investigacion exhaustiva sobre
las propiedades fisicoquimicas, funcionales y citotoxicas de los biomateriales de
hidroxiapatita (HA) con concentraciones variables de germanio (Ge), se

identificaron varias limitaciones que deben ser consideradas.

En primer lugar, aunque los biomateriales de HA-Ge se sintetizaron con
precision y presentaron mejoras significativas en sus propiedades fisicoquimicas y
mecanicas, el estudio se basd en una muestra especifica con un tamano de particula
de 4.8 um. Esta caracteristica especifica puede no representar adecuadamente la
variabilidad que podria encontrarse en diferentes condiciones de sintesis y
tamafios de particula, limitando la generalizacion de los resultados a otros

contextos o aplicaciones.

Ademas, la investigacion determind que, aunque una concentracion del 5%
de Ge mejoraba diversas propiedades de los biomateriales, el porcentaje dptimo
para el crecimiento de las células madre mesenquimales de médula ésea (BM-
MSCs) era del 1% de Ge. Este hallazgo es crucial, pero también destaca una
limitacion en la concentracién Optima especifica, sugiriendo que diferentes
aplicaciones o tipos celulares podrian requerir ajustes en la composicion de Ge, lo

que no fue explorado exhaustivamente en este estudio.

Otra limitacion significativa es la necesidad de estudios adicionales para
profundizar en los efectos de estos biomateriales en la osteogénesis, especialmente
utilizando BM-MSCs en condiciones tanto con como sin inductores osteogénicos.
Aunque los resultados preliminares son prometedores, la investigacion actual no
proporciona una comprension completa de como estos biomateriales interactiian
con células en un entorno mas complejo y variable que el utilizado en los

experimentos iniciales.
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La liberacion controlada de farmacos de los biomateriales de HA-Ge se
estudid principalmente en un rango de pH entre 7 y 9 en presencia de medio
DMEM, lo que puede no reflejar completamente las condiciones fisioldgicas
variadas y mas complejas presentes en el cuerpo humano. Este enfoque
experimental podria limitar la aplicabilidad de los resultados en entornos

biologicos reales.

Finalmente, aunque se observo una notable deposicion de capa de apatita y
un comportamiento mejorado de absorcion de proteinas, lo que sugiere la eficacia
de estos biomateriales en la diferenciacion de células dseas, la investigacion no
abord6 de manera exhaustiva las posibles respuestas inmunolédgicas o efectos
adversos a largo plazo que podrian surgir con el uso de estos biomateriales en

aplicaciones clinicas.

En resumen, las limitaciones del estudio incluyen la especificidad del tamafio
de particula, la concentracion 6ptima de Ge que puede no ser aplicable a todas las
condiciones, la necesidad de estudios adicionales sobre osteogénesis, la limitacion
de las condiciones experimentales respecto a las fisioldgicas reales, y la falta de
evaluacion exhaustiva de respuestas inmunoldgicas y efectos a largo plazo. Estas
limitaciones subrayan la necesidad de investigaciones futuras para validar y
expandir los hallazgos preliminares y avanzar en el desarrollo de biomateriales

innovadores para la regeneracion dsea.
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10.2. EN HUMANOS

El estudio que aborddé la hipersensibilidad dentinaria presentd varias
limitaciones que deben ser consideradas al interpretar sus resultados. Una de las
principales limitaciones fue el tamafo reducido de la muestra inicial, que consistié
en solo 17 pacientes. Este numero limitado de participantes restringe la

generalizacion de los hallazgos a una poblacion mas amplia.

Ademas, el estudio experimentd un niimero significativo de abandonos, con
7 pacientes que dejaron de participar prematuramente. Esta tasa de desercion
representa un desafio comun en estudios clinicos y puede afectar la validez externa
de los resultados. La desercién de un paciente debido a la apariciéon de disnea
durante la primera semana del tratamiento subraya la necesidad de una evaluacién
y gestion cuidadosa de los posibles efectos secundarios adversos en investigaciones
clinicas. Sin embargo, la pérdida de participantes afecta la potencia estadistica del

estudio y puede introducir sesgos.

Con solo 9 pacientes completando el estudio, la muestra final fue aun mas
reducida. Esta disminucion en el tamafio de la muestra limita la capacidad de
detectar diferencias significativas y reduce la robustez de los hallazgos. Ademas,
un tamafo de muestra tan pequefio puede no representar adecuadamente la

variabilidad de la respuesta al tratamiento en la poblacion general.

Para abordar la subjetividad inherente a los cuestionarios diarios de dolor, se
utilizaron herramientas estandarizadas como la Escala Visual Analogica (EVA) y
una escala numeérica del 0 al 10 para evaluar la percepcion del dolor. Aunque este
enfoque mejora la precision y la comparabilidad de los resultados, sigue existiendo
una dependencia en las autovaloraciones de los participantes, lo cual puede

introducir sesgos subjetivos.

En resumen, las limitaciones del estudio incluyen el tamafio reducido de la
muestra inicial, la alta tasa de desercidn, la muestra final atin mas pequena y la
dependencia de las autovaloraciones para evaluar el dolor. Estas limitaciones
deben ser tenidas en cuenta al interpretar los resultados y sugieren la necesidad de
estudios futuros con muestras mas grandes y estrategias para minimizar las

deserciones.
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XI. FUTURAS LINEAS DE INVESTIGACION

11.2. IN VITRO

1. Estudios de osteogénesis en condiciones complejas.

o

Realizar experimentos adicionales que utilicen BM-MSCs en
condiciones con y sin inductores osteogénicos, evaluando la
capacidad de los biomateriales de HA-Ge para promover la
formacion de hueso en un entorno mas cercano a las condiciones

fisioldgicas.

Investigar la influencia de factores ambientales y bioldgicos
complejos presentes en el cuerpo humano en la efectividad

osteogénica de los biomateriales.

2. Liberacion controlada de farmacos en entornos fisioldgicos diversos.

o

Evaluar la liberacion controlada de farmacos de los biomateriales de
HA-Ge en una variedad de entornos fisioldgicos, incluyendo
diferentes niveles de pH y composiciones de fluidos corporales.

Explorar la efectividad de la liberacion controlada en modelos

animales para validar su aplicabilidad clinica.
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3. Respuestas inmunoldgicas y efectos a largo plazo:

o Investigar las posibles respuestas inmunoldgicas a los biomateriales
de HA-Ge, asegurando que no se desencadenen reacciones adversas

significativas.

o Realizar estudios a largo plazo para evaluar la seguridad y
efectividad de los biomateriales en aplicaciones clinicas

prolongadas.

4. Desarrollo de aplicaciones clinicas especificas.

o Disenar y probar aplicaciones especificas para los biomateriales de

HA-Ge en la regeneracion dsea e implantes dentales.

o Colaborar con equipos clinicos para iniciar ensayos clinicos que

evalten la eficacia y seguridad de estos biomateriales en pacientes.

5. Integracion con tecnologias avanzadas.

o Explorar la integracion de los biomateriales de HA-Ge con
tecnologias avanzadas como la impresion 3D para crear estructuras

Oseas personalizadas.

Investigar el uso de nanotecnologia para mejorar las propiedades de los

biomateriales y su interaccion con células y tejidos

11.1. EN HUMANOS

1. Comparacion de Tratamientos.
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- Evaluar la eficacia comparativa de la pasta de hidroxiapatita con
germanio frente a otros tratamientos establecidos, como el laser,
nitrato potdsico y barniz de fldor, para determinar cual ofrece

mejores resultados a largo plazo.

2. Aumentar el nimero de muestras.

- Este enfoque permitira obtener datos mas representativos y
robustos, lo que es fundamental para validar la eficacia de la pasta

dental compuesta por hidroxiapatita y germanio.

3. Efectos en diferentes grupos poblacionales.

- Realizar estudios que evalten la efectividad de la pasta en
diferentes grupos demograficos, como pacientes con enfermedad
periodontal, edad avanzada o condiciones sistémicas que puedan

influir en la hipersensibilidad.

4. Protocolos de tratamiento personalizados.

- Desarrollar y probar protocolos de tratamiento personalizados que
integren la pasta con germanio y hidroxiapatita, adaptando la
terapia segun la severidad de la hipersensibilidad y las

caracteristicas del paciente.

5. Durabilidad de los resultados.

- Realizar estudios longitudinales para evaluar la durabilidad de la
eficacia de la pasta de hidroxiapatita y germanio en la reduccion de

la hipersensibilidad a lo largo del tiempo.

9. Efecto en la calidad de vida.

- Realizar estudios que midan el impacto del tratamiento en la calidad

de vida de los pacientes, evaluando no solo la reducciéon de la
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sensibilidad, sino también su efecto en la alimentacion y bienestar

general.

10. Innovaciones en formulacién.

- Investigar nuevas formulaciones que combinen la hidroxiapatita y
el germanio con otros compuestos para potenciar su eficacia y

mejorar la experiencia del paciente.



ANEXO
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ANEXO
ANEXO 1. COMITE DE ETICA

e AM, COMITE DE ETICA DE LA UCAM

DATOS DEL PROYECTO

X “Estudio de la adiciéon del Germanio Organico en biomateriales
Titulo: i
aloplasticos
Investigador Principal |Nombre Correo-e
Dr. José Eduardo Maté Sanchez de Val | jemate@ucam.edu
INFORME DEL COMITE
Fecha [ 24/04/2020 | Codigo CE042006

Tipo de Experimentacién
Investigacion experimental clinica con seres humanos X
Investigacion experimental no clinica con seres humanos

Utilizacion de tejidos humanos procedentes de pacientes, personas sanas, tejidos
embrionarios o fetales
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Abstract: Hydroxyapatite (HA) is a hard mineral component of mineralized tissues, mainly composed
of calcium and phosphate. Due to its bioavailability, HA is potentially used for the repair and
regeneration of mineralized tissues. For this purpose, the properties of HA are significantly improved
by adding natural and synthetic materials. In this sense, the germanium (Ge) mineral was loaded in
HA biomaterial by cold isostatic pressure for the first time and characterization and biocompatibility
using bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs) were investigated. The addition of Ge at 5%
improved the solubility (3.32%), stiffness (18.34 MPa), water holding (31.27%) and biodegradation
(21.87%) properties of HA, compared to control. Compared to all composite biomaterials, the drug-
releasing behavior of HA-3% Ge was higher at pH 1 and 3 and the maximum drug release was
obtained at pH 7 and 9 with HA-5% Ge biomaterials. Among the different mediums tested, the
DMEM-medium showed a higher drug release rate, especially at 60 min. HA-Ge biomaterials showed
better protein adhesion and apatite layer formation, which ultimately proves the compatibility in BM-
MSCs culture. Except for higher concentrations of HA (5 and 10 mg/mL), the different concentrations
of Geand HA and wells coated with 1% of HA-1% Ge had higher BM-MSCs growth than control. All
these findings concluded that the fabricated HA biomaterials loaded with Ge could be the potential
biomaterial for culturing mammalian cells towards mineralized tissue repair and regeneration.

Keywords: hydroxyapatite; germanium; drug release; mesenchymal stem cells; protein adhesion

1. Introduction

Natural minerals have continuously been used in biomedical applications due to their
unique physicochemical and biocompatible properties. For instance, various natural-
derived minerals and metals are widely used in tissue regeneration applications. In this
aspect, hydroxyapatite (HA) is a well know ceramic mineral, primarily composed of
phosphate and calcium that is extensively used in bone and dental tissue regeneration and
repair. For this purpose, many researchers fabricated different types of HA materials in the
form of the scaffold, graft, 3D matrix and hydrogel [1-3]. More specifically, the biological
behavior of HA has been improved by fabricating with other bio(materials), such
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as silk fibroin [4,5], cellulose [6], alginate [7], polylactic acid [8], Poly(e-caprolactone) [9],
collagen [10-12], polymethylmethacrylate [13] and gelatin/chitosan/polyvinyl alcohol [14],
for better use in bone and dental tissue regeneration. Recently, several initiatives for the
extraction methods are started to obtain HA from biowaste resources, such as fish bone,
scale [15,16], rice husk and chicken eggshells [17-19].

In addition to HA, Germanium (Ge) is a naturally derived metalloid that structurally
and physicochemically resembles diamond and silicon, respectively. Due to their excellent
semiconductive properties, Ge is the first element used for the construction of transistors
and semiconductors and has been triggering great interest in the field of biomedicine.
The pharmacological studies already proved the antimicrobial, antimutagenic, antitumor,
antiviral, immunomodulating and erythropoietic effects of Ge [20]. Though Ge has been
commercially available for several decades, they recently got attracted to the treatment of
certain diseases. For instance, organogermanium compounds have been used to treat AIDS,
cancer [21], hemocompatibility [22], chronic hepatitis [23] and hematopoiesis [24] and to
stimulate the immune system [25]. The biological activity of Ge depends on the chemical
form and in most cases the Ge is used in the form of Ge132-beta-carboxyethylgermanium
sesquioxide ((GeCH,CH,COOH),03), spirogermanium and germanium-lactate-citrate.
Interestingly, a recent study demonstrated the low acute and chronic adverse effects of
inorganic germanium dioxide [26]. Due to their excellent antioxidants, biocompatibility,
immunostimulatory, low toxic (except GeHy, GeO, and GeCly) [21] and regenerative
effect, several researchers have used Ge as a potential drug loaded with other polymers
to explore the applicability in tissue regeneration. In a recent study, Ge was incorporated
as a biologically active substance with graphene films to stabilize the physicochemical
properties, electrical conductivity and surface properties. Their findings disclosed that Ge
incorporated graphene had enhanced biological activity through upregulating osteogenic
markers gene expression in mesenchymal stem cells (MSC) [27]. The beneficial effects of Ge
on MSCs were reported recently with or without incorporating other polymers [27,28]. So
far Ge has been incorporated with different polymer systems, such as hydrophilic N-doped
ultrathin graphite scaffold for advanced electrodes [29], silicon cluster [30], metal ions
(Cr* and Ni*) for the growth of small microorganisms and biofilms [31], hollow carbon
spheres for lithium-ion batteries [32], gold ion implantation for bioactive surfaces [33] and
hyaluronic acid-graft-dopamine hydrogel for spinal cord injury repair [34].

Though, HA and Ge have been fabricated with various synthetic and natural materials,
the combined effect of Ge and HA has not yet been explored. Ge element as a good
conductor and HA as a major component of bones (55%) are promising materials for tissue
regeneration and self-healing ability by transmitting signals in biological cells. Therefore,
it is necessary to understand the potential effect of Ge combined with HA in biomedical
applications. As an initiative, this study aimed to optimize the appropriate composition of
HA and Ge for the biocompatibility of bone marrow mesenchymal stem cells (BM-MSCs)
growth. For this purpose, solid-state-synthesized HA was isostatically cold pressed with Ge
for fabricating biomaterials and their drug-releasing, protein adhesion, mineral deposition
and biocompatibility for BM-MSCs growth were investigated.

2. Materials and Methods
2.1. Raw Materials and Composition

The raw materials for the present study were commercial Germanium, 2-Carboxyethyl
germanium sesquioxide (GeCH,CH;COOH),0;5 (Cat No. 21030164 Japan algae Co., Ltd.,
Tokyo, Japan) and synthesized HA.

2.2. Hydroxyapatite Synthesis

HA was synthesized by a solid-state reaction from a stoichiometric mixture of calcium
hydrogen phosphate anhydrous (CaHPO;, Sigma, St. Louis, MO, USA) and calcium
carbonate (CaCOj3, Sigma, St. Louis, MO, USA) with an average particle size of <15 um
and a Ca/P ratio of 1.72. The mixture of CaHPO, and CaCO3 was heated in a platinum
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crucible to 1200 °C for 6 h at a heating rate of 10 °C/min followed by a cooling rate of
6.5 °C/min until room temperature. The obtained material was ground to an average
particle size of 4.8 um (Mastersizer APA 2000 E Ver. 5.20, Serial Number: MAL1013724,
Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK).

2.3. Fabrication of HA-Ge Composite

The respective components were weighed-out and thoroughly dry mixed in a mixing
miller with PSZ-zirconia balls. After the milling process, the powder mixture was cold
iso-statically pressed at 200 MPa. The pressure was maintained for 30 min, after which it
was slowly depressurized to 1 atmosphere. In total, four types of samples were fabricated:
control (100% HA), HA-1% Ge (99% HA with 1% Ge), HA-3% Ge (99% HA with 3% Ge)
and HA-5% Ge (99% HA with 5% Ge).

2.4. Composite Characterization

The materials were characterized by X-ray diffractometer (XRD) (Bruker-AXS D8 Advance,
Karlsruhe, Germany) analyses of the raw materials and the ceramic composites were per-
formed to determine crystallography and phase identification using Cu-Ka radiation at 40 kV
and 30 mA. The scans were performed with 2 8 values varying from 5° to 65° at a rate of
0.05° /min. The average particle size of HA was estimated by particle size distribution test
using Granulometry (Mastersizer APA 2000 E). HA-Ge composite morphology was done by
scanning electron microscopy in a SEM-Hitachi S-3500N device with an energy-dispersive
X-Ray spectroscopy (EDS-INCA, Oxford Instruments Analytical, Wycombe, UK).

2.5. Mechanical Properties

The compression strength of HA-Ge biomaterial was determined by using a texture
analyzer (Model: Brookfield, Model CT3 50K, Middleborough, MA, USA). Briefly, the
biomaterials with 10 mm x 9 mm were placed on the sample holder and potential force
was applied using a plunger attached to the instruments and the compression strength of
HA-Ge was measured by calculating stress-strain curves.

2.6. Solubility

The solubility of HA-Ge biomaterial was evaluated in different mediums, such as
water, PBS and DMEM culture mediums. The initial weight (W0) of samples after drying
at 60 °C for 5 h was measured and the samples were immersed in the above medium for
7 days. Then, the samples were dried at 60 °C for 5 h and the final weights (W7) were
measured. The percentage of sample solubility was measured by the following formula.
All the sample weights were normalized to 1 g for comparison.

Ws = (W0 — W7)/W0) x 100, where Ws-water solubility percentage, W0 and W7-
initial and final weight of samples, respectively.

2.7. Water Absorption Rate

The water absorption rate of HA-Ge biomaterial was measured by following the
earlier method [35]. Briefly, the samples were dried at 37 °C for 36 h and weighed before
immersion in distilled water. The samples were immersed in distilled water for 2 h at 37 °C
and weighed the wet weight after gently removing the surface-bound excess water by filter
paper. The water absorption rate was calculated according to the below equation.

WAR = (Ww — Wd)/Wd x 100%, where Ww and Wd are wet and dry weights of
samples, respectively.

2.8. Swelling Rate

The swelling rate of HA-Ge biomaterial was measured by calculating the biomaterials’
surface area before and after immersing the biomaterials in phosphate-buffered saline (PBS)
(Labclinics, Barcelona, Spain). The percentage of swelling rate was calculated using the
formula:
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SR = ((Aa — Ab)/Ab) x 100, where Ab and Aa are the area of biomaterials before and
after immersion, respectively.

2.9. In-Vitro Degradation

The rate of degradation of HA-Ge biomaterial was measured by following the earlier
method [36] with slight modification. Briefly, the biomaterial samples were immersed in
3 mL of Trypsin (Labclinics, Barcelona, Spain) and the enzymatic digestion was initiated by
incubating at 37 °C. The initial weight of the sample (Wi) was measured after immersion in
Trypsin solution and the weight of degraded samples (Wd) was measured periodically to
calculate the percentage of degradation.

Degradation rate = (Wi — Wd)/Wi) x 100

2.10. Water Angle Contact

The wettability of the sample was measured by water contact angles using drop shape
analysis at room temperature. Briefly, 5 uL of deionized water was dropped on the surface
of samples and the contact angles were calculated on both sides of the drop. Prior to the
experiment, the samples were acclimatized at room temperature (with a RH of 60%) for
moisture equilibrium.

2.11. Protein Adsorption Ability

The ability of biomaterials to absorb functional proteins on their surface was evaluated
by Coomassie brilliant blue (CBB) test by following the earlier method [37]. Briefly, the
biomaterials were treated with concentrated ethanol overnight to modify the surface charac-
terization and both ethanol-treated and untreated biomaterials were incubated in 1 mL fetal
bovine serum (Lot No. 2445724RP, Gibco, Carlsbad, CA, USA) at 37 °C overnight, washed
with PBS thrice, fixed with 4% paraformaldehyde for 15 min and the surface absorbed
proteins were stained with CBB G-250 (0.25% CBB G-250 in methanol/water/acetic acid,
40:50:10 volume ratio mixture) for 30 min. After staining, the biomaterials were de-stained
with a methanol /water/acetic acid mixture overnight. Then, the samples were crushed in
PBS and supernatant was measured at 590 nm. The amount of surface absorbed protein on
HA-Ge biomaterial was calculated based on the absorption curve of standard protein with
different concentrations, as reported earlier [38].

2.12. Bioactivity

The efficiency of HA-Ge in mineralization was evaluated by the method of Kokubo
et al. using simulated body fluid (SBF) [39]. The SBF (pH 7.4) was prepared exactly
following the same steps and recipes, as recommended by Kokubo et al. [39]. The samples
were incubated vertically in 50 mL falcon tubes with SBF for 28 days at 37 °C with changing
the medium every 3 days once. Then, the samples were gently washed with distilled water
three times and stained with an alizarin red stain to visualize the mineral deposition on the
surface. The amount of staining rate was optically measured by UV-Vis spectrophotometry
(Bio Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA) at 450 nm by subtracting the control value
(samples without SBF treatment). For quantification, the alizarin red stain was dissolved in
a mixture of methanol (20%) and acetic acid (10%) in water for 20 min [40].

2.13. Drug Release Behavior

The drug releasing pattern of HA-Ge biomaterial was done by varying parameters
such as pH and solvents. Briefly, the biomaterials were immersed in a solution with
different pHs 1, 3, 5, 7 and 9, respectively, for 5, 20, 40, 60, 80 and 100 min. Moreover, the
drug-releasing pattern of biomaterial was determined in a different solvent system, such as
PBS, DMEM culture medium and simulated body fluid for 5, 15, 30, 45, 60, 75 and 90 min.
The simulated body fluid was prepared as per the instructions of Kokubo et al. [39]. At each
time point, the release rate of germanium in the supernatant was measured at 215 nm (as
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determined by the spectral absorption of germanium powder, Supplementary Figure S1).

The amount of released germanium in the supernatant was calculated from the standard
curve (Supplementary Figure S2) obtained with different concentrations of germanium
0.3125, 0.625, 1.25, 2.5, 5 and 10 mg/mL, respectively.

2.14. In-Vitro Cell Culture

The biocompatibility of HA-Ge biomaterials was assessed using in vitro cell culture
of BM-MSCs. The cells were isolated from three healthy patients scheduled for elective
orthopedic surgery in accordance with the criteria established by the International Society
for Cell Therapy. The surface characterization of cells using CD73, CD90, CD105, CD44
and CD14/19/34/45 markers was already reported in our previous work [41].

BM-MSCs were cultured as per the standard cell culture protocol using DMEM
medium supplemented with 10% FBS and 1% antibiotics (P/S) at 37 °C in a 5% CO,
incubator. Firstly, the cells were treated with germanium (0.001, 0.01, 0.25, 0.5, 1, 5 and
10 mg/mL) and hydroxyapatite (0.01, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 5 and 10 mg/mL) in a different
concentrations at 37 °C for 7 d in a 48 well plates. At the same time, the cells were cultured
with HA-Ge disc or composites (1 mg/mL) coating in 24 well plates at 37 °C for 7 d. The
proliferation and morphology of BM-MSCs were evaluated as per the standard protocol
using automated Invitrogen cell counter (Countess 3 FL, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) and staining (H&E and FITC-DAPI) methods, respectively.

2.15. Cell Loading Density

The BM-MSCs at a cell density of 5 x 10* were seeded on top of the biomaterials in
order to evaluate the maximum amount of cell-loading capacity of HA-Ge composite. After
6 h incubation in a CO,; incubator at 37 °C, the biomaterials were moved to a new well and
the adherent cells were counted after trypsinization using an automated cell counter. The
percentage values were calculated from the seeding density of BM-MSCs.

2.16. Statistical Analysis

All the experiments were repeated at least three times and data were represented
as mean and standard deviation. The statistical analysis was done using ANOVA using
GraphPrism 9.0.1 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). A p-value less than 0.05
was considered statistical significance.

3. Results
3.1. Characterization

The characteristics, such as solubility, stiffness, water holding and in vitro degradation
of HA-Ge samples, are shown in Figure 1. The solubility of the sample was tested in
three different mediums, such as water, PBS and DMEM, and the results showed that no
significant changes were observed between control (HA sample) and test samples (except
HA-5% Ge sample) in water. On the contrary, the solubility was slightly decreased in
HA-1% Ge, however, increased in HA-5% Ge sample incubated in water, PBS and DMEM,
respectively. Notably, the higher concentration of Ge-incorporated HA sample was more
soluble in water, compared to PBS or DMEM (p > 0.05). Notably, there was no significant
change observed in the swelling properties of HA and HA-Ge biomaterials throughout the
study. Regarding the mechanical property, the addition of Ge up to 3% did not contribute
any significant changes in stiffness though slightly increased the stiffness and 5% Ge could
increase the stiffness (18.34 MPa), compared to the control HA (12.60 MPa) sample. At the
same time, the water-holding capacity of HA was tremendously increased (p < 0.05) by
incorporating 5% Ge and the rest of the concentrations did not improve the water holding
ability.
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Figure 1. Solubility (A), stiffness, water holding (B) and in vitro biodegradation (C) of HA-Ge
biomaterials. HA-control, HA 1% Ge: HA with 1% germanium, HA 3% Ge: HA with 3% germanium,
and HA 5% Ge: HA with 5% germanium. * denotes statistical significance, p < 0.05 vs. HA.

In general, the enzymatic degradation did not disintegrate the HA molecule significantly,
since the HA is a ceramic-like mineral polymer. Similar to water solubility, there were no
changes in the degradation pattern of HA, HA-1% Ge, and HA-3% Ge biomaterials throughout
the study, however, HA-5% Ge biomaterial had more resistance against in vitro degradation,
compared to the HA sample. On 60 days of treatment, HA, HA-1% Ge, and HA-3% Ge
biomaterials were degraded at most of 35%, which was 22% in HA-5% Ge biomaterial.

Figure 2 shows the X-ray diffraction patterns of the composites HA-1% Ge, HA-3% Ge
and HA-5% Ge biomaterials. The XRD patterns of the composite HA biomaterials showed
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peaks corresponding with HA (JCPDS standard data of HA, card no. 09-0432), regardless
of the addition of germanium, due to the percentage of germanium not being enough to be
detected with the XRD (below the limit of XRD detection). The granulometry data showed
that the average particle size of the HA was 4.845 um (result analysis report of particle size
distribution test of HA and EDX of the Germanium are presented in the Supplementary
Figures S3 and 54, respectively).

120 ik 120 HA 1%Ge
z” ) g '
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% 8 ‘ z
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lﬂml [anes? me (W*‘)

Figure 2. X-ray diffraction patterns of the composites HA-Ge biomaterials. HA-control, HA 1% Ge:
HA with 1% germanium, HA 3% Ge: HA with 3% germanium, and HA 5% Ge: HA with 5%
germanium.

Figure 3 shows the morphology of the HA-5%Ge composite before isostatic pressing
as representative of all HA-Ge composites, since not much difference was observed in
the surface of HA loaded with different concentrations. The composite was made up of
particles of HA (*) with rounded edges, and the Ge particles (#) show edges more marked
than HA and smaller in size, comparatively. EDX analysis showed that the obtained
materials were stoichiometric HA with a Ca/P ratio of ~1.66, and the composites were a
mixture of HA and Ge particles (Table 1).

300 pm

(A) (B)

Figure 3. SEM images of the Ge (A) and HA-5% Ge powder composite (B). (*) HA particles and
(#) Ge particles. Scale bar—300 um.
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Table 1. EDX microanalysis of the HA-Ge composites.

Ca P Ge
(atomic%) (atomic%) (atomic%)
HA 62.41 37.60 -
HA-1%Ge 61.78 37.22 1.01
HA-3%Ge 60.71 36.35 3.02
HA-5%Ge 59.3 35.72 5.01

HA-control, HA-1%Ge- HA with 1% germanium, HA- 3%Ge- HA with 3% germanium, and HA-5%Ge- HA with
5% germanium.

3.2. Drug-Release

It is important to understand the releasing behavior of Ge by composite HA bioma-
terials to assess the biological behavior. Therefore, we tried to evaluate the Ge releasing
behavior of composite HA in different mediums, such as SBF, DMEM and PBS, as well
as in different pH at a period. As expected, the releasing rate of Ge was increased with
respect to time and concentration in all the samples treated with different mediums and
pH, however, the Ge-releasing pattern was different between test groups. For instance, the
higher releasing rate of Ge was observed in HA-3% Ge at pH 1 and 3, and in HA-5% Ge at
pH 5,7 and 9, respectively (Figure 4).
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Figure 4. Drug-releasing pattern of HA-Ge biomaterials in different pH. HA-1% Ge-HA with
1% germanium, HA-3% Ge-HA with 3% germanium, and HA-5% Ge-HA with 5% germanium.

Among all samples tested, the maximum drug release was obtained in the HA-5% Ge
sample at pH 7 and pH 9. Similar to pH, the releasing rate of Ge was steadily increased in
all the test samples with respect to increasing duration. The release rate of Ge in PBS had a
similar trend, compared to SBF, slowly releasing the Ge in medium up to 90 min, and not
many changes were observed at 75 and 90 min. On contrary, there was a minimum amount
of Ge released in DMEM medium until 45 min and a sudden release rate was noted at
60 min, and after that slightly decreased at 75 and 90 min by HA-3% Ge and HA-5% Ge. All
these changes were not seen in HA-1% Ge, showing a slight increase rate of Ge in 75 min
(Figure 5).
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Figure 5. Drug-releasing pattern of HA-Ge biomaterials in different mediums. PBS—phosphate
buffered saline, SBF—simulated body fluid, DMEM—DMEM culture medium. HA-1%Ge—HA with
1% germanium, HA-3%Ge—HA with 3% germanium and HA-5%Ge—HA with 5% germanium.

3.3. Contact Angle Test

The hydrophilic and hydrophobic behaviors of HA-Ge biomaterials were tested by
using water and glycerol, respectively (Figure 6). As shown in Figure 5, the addition of Ge
could increase the hydrophilic nature of HA and thereby reduce the water contact angle,
and, after 15 s, the water contact angle of all HA samples became zero. At the same time,
the hydrophobic nature of HA did not alter much by the incorporation of Ge, even though
the glycerol contact angle was slightly increased in Ge-incorporated HA samples.

Water 0Sec 5Sec 10Sec  Glycerol Osec 10sec 20sec

HA ' 755° " .48 " _____ nr " ‘
._ R |

HA-1% Ge

HA-3%Ge |/

HA-5% Ge

Figure 6. Contact angle behavior of HA-Ge biomaterials. Water (10 s) and glycerol (30 s) were used
to test the hydrophilic and hydrophobic nature of HA-Ge composites. HA—control, HA-1%Ge—HA
with 1% germanium, HA-3%Ge—HA with 3% germanium, and HA-5%Ge—HA with 5% germanium.
Scale bar—0.4 cm.
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3.4. Protein Adsorption Ability

The ability of HA-Ge samples in protein adsorption was evaluated using the CBB
dye method. In general, all the samples were potentially bound to the serum protein and
ethanol treatment could increase the ability of protein adsorption onto the HA-Ge surface.
For instance, the quantification of protein by UV-Vis at 590 nm showed that the amount of
protein absorbed more in ethanol-treated HA-Ge, compared to ethanol non-treated HA-Ge
(Figure 7), however, no statistical significance was observed in protein absorption among
ethanol-treated HA-Ge samples.

HA HA-1% Ge HA-3% Ge HA-5% Ge

Blank
L4 et S .
Control . ' . .
(+)Ethanol . . . .
(A)
4
35
£ 3
§z.s \
w2
g 15
o1
0.5
o -
HA HA-1% Ge | HA-3% Ge | HA-5% Ge
(-) Ethanol (+) Ethanol

(B)

Figure 7. Protein absorption ability of HA-Ge biomaterials by CBB test. (A) CBB stained HA-Ge
composites, Scale bar—1 cm, (B) Intensity of CBB staining in HA-Ge composites by UV absorp-
tion at 590 nm. Blank—samples without any treatment, control—FBS untreated samples with CBB
stain, (—) Ethanol: HA-Ge composites without ethanol treatment and (+) Ethanol: HA-Ge compos-
ites with ethanol treatment. HA-control, HA-1%Ge-HA with 1% germanium, HA-3%Ge-HA with
3% germanium and HA-5%Ge-HA with 5% germanium. The UV absorption of control (2nd row in
image (A)) was below the measurable range. * denotes statistical significance, p < 0.05 vs. HA.
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In contrast, non-treated HA-3% Ge had higher protein absorption (p < 0.05) than that
of other non-treated HA-Ge samples and no statistical difference was observed between
ethanol-treated and non-treated HA-3% Ge samples.

3.5. In-Vitro Bioactivity

To evaluate the mineralization behavior to favor extracellular matrix formation, the
HA-Ge samples were soaked in SBF for 30 days followed by quantification of mineral using
alizarin red stain. The deposition of the apatite layer, which is mainly composed of calcium
and phosphate ions, onto the HA-Ge surface was visualized by Alizarin red stain and the
results showed that mineralization was favored by all the samples, however, the range
of mineralization was directly proportional to the concentration of Ge. The formation of
the apatite layer was increased by increasing Ge concentration and the level of apatite
layer deposition was more in HA-5% Ge, compared to control HA (p < 0.05) (Figure 8). As
shown in Figure 8, the characteristic crystal structure and morphology were seen in higher
concentration of Ge (3 and 5%)-incorporated HA samples.

HA HA-1% Ge HA-3% Ge HA-5% Ge

Control

w - ~ S

Alizarin Red Stain

5

*

a *
B

0D at 450 nm

HA-1% Ge HA-3% Ge HA-5% Ge

Figure 8. In vitro bioactivity of HA-Ge biomaterials after SBF treatment for 28 days with Alizarin red
stain. (A)—samples with Alizarin red stain, Scale bar —1 cm, and (B)—UV absorption of Alizarin
red stain on samples at 450 nm (B). HA-control, HA-1%Ge-HA with 1% germanium, HA-3%Ge-HA
with 3% germanium and HA-5%Ge-HA with 5% germanium. The UV absorption of control (1st row
in image (A)) was below the measurable range. The bioactivity of HA was significantly improved by
Ge. * denotes statistical significance p < 0.05 vs. HA.

3.6. Effect of Ge on BM-MSCs

To optimize the Ge concentration and its effect on BM-MSCs proliferation, different
concentration of Ge (0.001, 0.01, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5 and 10 mg/mL) was chosen to
culture BM-MSCs and evaluated by cell counting, H&E stain (Supplementary Figure S5)
and fluorescence stains.
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As expected, the BM-MSCs growth was increased by increasing the concentration of
Ge (Figure 9). Compared to control, no significant changes were observed in cells growth
of BM-MSCs treated with 0.001-0.1 mg/mL Ge but increasing Ge concentration further
from 0.25 to 10 mg/mL triggered BM-MSCs growth (p < 0.05). Though the BM-MSCs count
increased steadily with the treatment of Ge with 1-10 mg/mL, they did not show any
statistical significance among these groups.
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Figure 9. (A) Cell count and (B) Fluorescence (FITC, DAPI and merged) images of BM-MSCs cultured
with Ge. Control—BM-MSCs cultured without Ge, Ge 0.001, 0.01, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, 5 and
10 represent their respective concentration of Ge treated with BM-MSCs, respectively. Scale bar
5x-200 um, 10x-100 um (Insert) * denotes statistical significance, p < 0.05 vs. control.
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3.7. Effect of HA on BM-MSCs

Similar to Ge, the effect of HA on BM-MSCs were tested with different concentra-
tions (0.01, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 5 and 10 mg/mL). The rate of BM-MSCs proliferation was
increased with increasing HA concentration from 0.01 to 1 mg/mL, compared to control,
however, the higher concentration over 5 mg/mL significantly decreased the BM-MSCs
proliferation (p < 0.05), which was clearly seen in FITC and DAPI fluorescence staining
image (Figure 10). Interestingly, the BM-MSC proliferation was significantly improved by
1 mg/mL concentration of HA, compared to control BM-MSCs (p < 0.05).

-

7%

ik

Control 0.01 0.1 0.25 0.5 1 5 10
HA (mg/ml)
(A)

Figure 10. (A) Cell count and (B) Fluorescence (FITC, DAPI and merged) images of BM-MSCs
cultured with HA. Control—BM-MSCs cultured without HA, HA 0.01, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0, 5 and
10 represent their respective concentration of HA treated with BM-MSCs, respectively. Scale bar
5x-200 um, 10x-100 um (Insert). * denotes statistical significance, p < 0.05 vs. control.
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3.8. Effect of HA-Ge Coating on BM-MSCs

Based on the above findings, we investigated the coating efficiency of HA-Ge compos-
ites in BM-MSCs growth. For this purpose, the culture plates were coated with 1 mg/mL
HA-Ge composites based on the results described in Section 3.6. As shown in Figure 11, the
proliferation rate of BM-MSCs was increased with HA-Ge coatings, compared to control,
and the cell growth was upregulated in BM-MSCs coated with HA-1% Ge composites, com-
pared to other composites (p < 0.05) (the H&E staining of BM-MSCs on HA-Ge composites
are shown in Supplementary Figure S6). Moreover, the effect was insignificant between
BM-MSCs coated with HA and HA-3% Ge and HA-1% Ge and HA-5% Ge, respectively.

2.5
1.5

0.5

Proliferation, 10x 5
w
° - N w

Control HA-1% Ge

1mg/ml

FITC

Figure 11. (A) Cell count and (B) Fluorescence (FITC, DAPI and merged) images of BM-MSCs
cultured with HA-Ge coating. Control—BM-MSCs cultured without HA or HA-Ge composites,
HA—HA without Ge, HA-1%Ge—HA with 1% germanium, HA-3%Ge—HA with 3% germanium,
and HA-5%Ge—HA with 5% germanium. Scale bar 5x-200 um, 10x-100 um (Insert). * denotes
statistical significance, p < 0.05 vs. control.
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3.9. Cell Loading Density

The total capacity of HA-Ge biomaterial in BM-MSCs seeding result is presented in
Figure 12. The total seeding density of BM-MSCs was 5 x 104 cells/sample and the total BM-
MSCs attached to HA-Ge surface were 2.58-3.16 x 10%, which was significantly lower than
control (without HA-Ge) BM-MSCs (4.89 x 10*%) (p < 0.05). There was no significant change
in cell loading density among HA and HA-Ge samples, which was further supported by
H&E staining of HA-Ge-loaded BM-MSCs. The total percentage of cell loading ability was
97.8% in control and 51-63% in HA and HA-Ge samples, respectively.
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Figure 12. The total BM-MSCs seeding capacity of HA-Ge biomaterials. (A) and (B) are the actual
and percentage of cell seeding density of BM-MSCs on HA-Ge composites, respectively. Control—
BM-MSCs cultured without HA or HA-Ge composites, HA—HA without Ge, HA-1%Ge—HA with
1% germanium, HA-3%Ge—HA with 3% germanium, and HA-5%Ge—HA with 5% germanium.
* denotes statistical significance, p < 0.05 vs. control.

4. Discussion

In general, HA is not soluble in water but soluble in gastric juice. In the 7 days experi-
ment, the total percentage of HA solubility in all three mediums was about 1.9-2.3%, which
was similar to the earlier works [42]. It was stated that the porosity and microstructure
of HA affect the absorption of the solution [42,43]. However, the solubility of the HA
sample was promoted by adding Ge. The physicochemical properties of Ge are believed
to moderate the functional property of HA biomaterials. In general, the presence of two
carboxyl groups in the molecular pattern of Ge makes it more hydrophilic, and, therefore,
adding Ge into HA promotes the hydrophilic nature of HA-Ge biomaterials and thereby
increases water solubility. Similarly, the stiffness of HA biomaterial was improved by the
addition of Ge at 5%, however, lower concentration did not contribute to the stiffness of
HA biomaterials. It was reported that the stiffness of HA was about 8 MPa to 520 MPa,
which varies based on the source and fabrication method [44,45].

In the present study, the stiffness (compressive strength) of HA biomaterial was similar
to the earlier work (5.67 to 7.66 MPa) using kaolin-reinforced hydroxyapatite scaffolds for
bone regeneration [46]. However, high stiffness of about 400-900 MPa was reported for
naturally derived hydroxyapatite scaffolds for bone biomaterials [47]. Similar to water
solubility, the water holding capacity of HA was improved by Ge incorporation at a higher
concentration (5%); however, lower concentration did not contribute any effect to water
holding capacity. Similar to the present finding, the water holding ability of HA material
was improved by the addition of biomolecules, such as hyaluronic acid [48] and cellulose
nanocomposites [49].

From the in vitro biodegradation, it was clearly seen that the HA material was resistant
enough to proteolytic digestion and very slow degradation was achieved throughout the
study conducted for 60 days. The rate of degradation slowly increased with the duration
of incubation. It is well known that the increasing incubation times are directly linear
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to the weight loss and degradation rate of the polymers during the in vitro degradation
study [50].

The maximum degradation of the HA sample was observed at about 35% after 60 days
of enzymatic digestion. Various factors, such as hydrophilic, pores interconnectivity, pore
size, additives crosslinking and susceptible enzymes, regulate the degradation process
of biomaterial [42], which is an important factor for cytotoxicity, i.e., inhibit or stimulate
the metabolism of stem cells [51]. Previously, Ganesan et al. [42] investigated the in-vitro
degradation of HA in PBS at 37 °C for 28 days and reported the degradation of around
1.2-1.75% at end of the experiment.

It has been reported that soaking the materials in solutions with an appropriate pH
similar to the blood pH is the original simulation of the biomaterials being placed into the
human body [43]. Therefore, we used SBF as a suitable medium to understand the actual
drug-releasing behavior of HA biomaterials and the drug-releasing effect was compared
with PBS and DMEM. Our results proved that the composite biomaterials could release
Ge favorably with DMEM medium, which gives an additional impact of this material for
stem cell culture. In addition, the optimum pH range for better Ge drug release of HA
biomaterial was 7-9.

From the contact angle test, we further confirm that increasing Ge concentration from
1to 5% could improve the hydrophilic and reduce the hydrophobic nature of HA. To
support this finding, Zhang et al. recently reported that the hydrophilic surface of ZnO
nanorod film was improved by combining it with germanium particles [52].

The inside-out signaling and cellular properties, such as proliferation, migration and
differentiation of cells, are highly influenced by the interaction of extracellular matrix
proteins, including vitronectin, laminin and fibronectin [53-55]. Hence, we evaluated
the ability of HA-Ge biomaterials to absorb functional protein by CBB test. Moreover,
the empirical evidence confirms the potential ability of ethanol in surface modification
of polymer. Therefore, in this study, we compared the ability of HA-Ge biomaterials in
functional protein adhesion with and without ethanol treatment.

The high protein absorption ability of HA, as evidenced by the CBB test, proves that it
is a potential carrier system for protein drug delivery. For instance, Ho et al. developed
a biodegradable polymer system using poly(lactic glycolic acid) (PLGA) and HA for
bovine serum albumin (BSA) protein-controlled release system and concluded that this
system could effectively carry the hydrophilic drug for sustained substance release [56].
Most importantly, the higher protein adhesion behavior of HA-Ge biomaterials ultimately
evidenced that the HA-Ge biomaterials could enhance the cellular functionality of stem
cells and support osteoblast differentiation. To support this finding, Tripathi et al. already
claimed that the HA scaffold with good protein binding ability could potentially support the
proliferation and differentiation of human osteoblast SaOS2 cells [57]. In the present study,
the in vitro bioactivity results also proved the higher apatite layer deposition on HA-5% Ge
biomaterials surface, which eventually supports the ability of HA-Ge biomaterials on
extracellular matrix formation during osteogenesis.

Further, the effect of Ge on BM-MSCs proliferation was investigated in the present
study. Our results disclosed that the BM-MSCs growth was potentially stimulated by Ge
treatment, especially at 0.5-5 mg/mL. Interestingly, no cytotoxic effect of Ge was observed
in all concentrations tested up to 10 mg/mL and BM-MSCs remain in their original shape
with integrity DNA even after being treated with Ge, as evidenced by FITC and DAPI
staining. To support the present finding, an earlier study conducted by Choi et al. by
treating BM-MSCs with 50, 70 and 100 pg/mL germanium-enriched Cordyceps militaris
(CMGe) disclosed that the proliferation of BM-MSCs was increased to 1.8 fold by 50 ug/mL
CMGe than control cells.

Though the proliferation rate of BM-MSCs was upregulated by the treatment of HA
up to 1 mg/mL, the effect was downregulated in a higher concentration of HA around
5and 10 mg/mL. Therefore, 1 mg/mL of HA was chosen as an optimum concentration
for the following coating experiments of BM-MSCs. The results showed that the wells
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coated with HA-1% Ge showed a favorable effect on BM-MSCs growth, compared to others.
The exact reason for this effect is still unknown and needs further extensive research to
understand the mechanism of HA-Ge in BM-MSCs.

From the available literature, the average percentage of viability using human stem
cells for HA is reported to be around 70-100% [58-60]. Kumar et al. performed a cytotoxicity
test on hydroxyapatite using mouse fibroblast 3T3-L1 cells with variable observation
times [61]. Horta et al. investigated eggshell-based hydroxyapatite cells with 98.9% viability
that were cultured in dental pulp stem cells (DPSCs) for 24 h [51]. The cytotoxicity of
HA was tested with various type of cells, such as amniotic mesenchymal stem cell [62],
bone-marrow-derived mesenchymal stem cells [63], adipose-derived mesenchymal stem
cells [64], dental pulp stem cells [65], mouse fibroblast (1929 cell line) [19,42], kidney
epithelial cells [16], bone cells [17,58,59,66], human lung fibroblast (mrc5) cells [18], human
osteosarcoma cells [67], RAW cells [68] and L6 and MG63 cells [69].

The cell-loading ability of HA-Ge biomaterials was much lower than the control
(without biomaterials) groups, which might be due to the lower surface area of HA-Ge
biomaterials, compared to 2D culture plates. The loading density of BM-MSCs on polymer
surfaces differs based on various factors, such as affinity, surface area, smoothness, stiffness
and porosity [70,71].

5. Conclusions

In the present study, the physicochemical, functional and cytotoxic properties of
HA biomaterials were tested with varying Ge concentrations. The HA biomaterials were
synthesized with a particle size of 4.8 um. The results concluded that the physicochemical
and mechanical properties were improved by 5% Ge and the addition of Ge could improve
the hydrophilic nature of HA biomaterials and biodegradation rate. The drug releasing
rate of HA-Ge biomaterials was high in pH 7-9 and DMEM medium. Even though 5% Ge
increased the physicochemical, mechanical and functional properties of HA biomaterials,
the optimum percentage of BM-MSCs growth was noted as 1% Ge. Interestingly, the higher
apatite layer deposition and protein absorption behavior ultimately proved the efficiency
of HA-Ge biomaterials in bone cell differentiation. However, further studies are essential to
prove their effects on osteogenesis using BM-MSCs with and without osteogenic inducers.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
/ /www.mdpi.com/article/10.3390/ cells11192993 /51, Figure S1: Spectral absorption of Germanium
powder. Maximum absorption at 215 nm; Figure S2: Standard curve obtained from different con-
centrations of germanium; Figure S3: The average particle size of HA by particle size distribution
test using Granulometry. Figure S4: The EDX of the Germanium; Figure S5: H&E staining of BM-
MSCs treated with 0.001-10 mg/mL Ge (A), 0.01-10 mg/mL HA (B) and HA-Ge composites (C).
HA-control without germanium, HA-1%Ge-HA with 1% germanium, HA-3%Ge-HA with 3% ger-
manium, and HA-5%Ge-HA with 5% germanium; Figure S6: H&E staining of HA-Ge composites
with BM-MSCs. HA-control without germanium, HA-1%Ge-HA with 1% germanium, HA-3%Ge-HA
with 3% germanium, and HA-5%Ge-HA with 5% germanium.
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