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1. Introduccion

El cancer de cabeza y cuello representa el 4% de los casos de cancer a nivel
mundial’?. Existen diversos métodos terapéuticos, como cirugia, quimioterapia,
radioterapia o combinacion de éstos, para tratar este tipo de afeccion. Sin embargo, la
radioterapia es uno de los tratamientos mas utilizados para el manejo de neoplasias
malignas de cabeza y cuello®. La radioterapia utiliza radiaciones ionizantes de alta
energia, las que tienen efectos acumulativos en los tejidos, afectando no solo a las
células cancerigenas de la lesion tumoral, sino también a tejidos sanos circundantes
al area irradiada, provocando efectos colaterales negativos, los que son dosis-
dependientes, y pueden ser transitorios y/o permanentes a nivel oral(.24),

Entre los efectos colaterales generados por la radiacion, se pueden identificar los
transitorios, como mucositis, xerostomia, hiposalivacion, cambios en la microbiota oral,
candidiasis, trismus, dermatitis y disfagia; asimismo, se describen efectos
permanentes, donde también volvemos a encontrar la xerostomia e hiposalivacion,
junto con caries de radiacion y osteorradionecrosis, siendo este ultimo, consecuencia
de infecciones de origen odontogénico('-4).

Las lesiones cariosas que se presentan en los pacientes post-radioterapia, llamadas
“caries de radiacion”, suelen ser extensas, de avance rapido y se ubican en las
superficies lisas de los dientes, lo que implica un desafio importante para el
odontdlogo, debido al riesgo de infeccidbn que esto representa para los pacientes
irradiados, generandose condiciones orales adversas que exponen la denticion del
paciente a un medio mas agresivo(®35).

Al momento de rehabilitar a estos pacientes, el profesional se enfrenta a un esmalte
“‘delaminado”, dejando la dentina expuesta y desmineralizada, ademas de las
condiciones bucales antes mencionadas®. Desde el punto de vista restaurador, el
mejor sustrato para los procedimientos adhesivos es el esmalte, gracias a su bajo
contenido organico y de humedad; por otro lado, la interfaz diente-restauracién a nivel
dentinario, se considera la zona mas inestable de la restauracién, debido a sus
propiedades inherentes. Esto es corroborado en la literatura, donde se observa que el
mayor porcentaje de recambio de restauraciones se debe a la apariciéon de caries
adyacentes al margen de la restauracion®). De esta forma, la degradacion del polimero
restaurador, al ceder ante el ataque de las esterasas bacterianas durante la
colonizacion del biofilm dental en el transcurso del tiempo, es parte causal de estas
lesiones de caries. Por ello, se han desarrollado nuevos polimeros adhesivos con
materiales que poseen propiedades antimicrobianas, como lo son las nanoparticulas
de bromo y amonios cuaternarios; otras alternativas que se han implementado son los
adhesivos con antisépticos adicionados, como la clorhexidina. No obstante, no todos
han presentado éxito en preservar esta interfaz, junto con la mantencion de las
propiedades biomecanicas basicas de la misma®7).

Es asi como, siguiendo esta linea de investigacion y buscando una alternativa mas
versatil y efectiva, se ha desarrollado un nuevo polimero modificado con
nanoparticulas de cobre y zinc, las que han demostrado mantener las propiedades



biomecanicas ideales, ademas de otorgar estabilidad ante la degradacién en la
interfaz.

En la actualidad, aun no han sido demostradas sus propiedades antibacterianas ni su
biocompatibilidad. Este ultimo es un punto que cobra vital importancia al momento de
enfrentarse a una situacion clinica, en la que el odontélogo busca que la citotoxicidad
sea baja para el complejo dentino-pulpar, pues éste sera el tejido expuesto al polimero
experimental. Esto se convierte en un desafio para el operador, quien debe buscar
otras alternativas de tratamiento, que no comprometan la integridad del odontoblasto
y ni del tejido circundante, por ende, ser biocompatible para el paciente®9).



2. Marco Teérico
2.1 Cancer de cabeza y cuello

El cancer de cabeza y cuello representa alrededor del 4% de casos de cancer,
presentandose principalmente en hombres entre la 52 y 82 década de vida, asociado
fuertemente al consumo de tabaco y alcohol™; incluye lesiones malignas que se
originan en la cavidad oral, orofaringe, hipofaringe, laringe, glandulas salivales y
sistema nervioso central('®), siendo el carcinoma espino celular (originado en la cavidad
oral) la lesion tumoral maligna mas frecuente(*2).

El tratamiento mas utilizado para tratar este tipo de lesiones es la radioterapia, que en
ocasiones se utiliza en combinacion con cirugia y quimioterapia®#. La radioterapia no
s6lo afecta a células malignas, sino que también a tejidos circundantes a la zona
irradiada, provocando una serie de efectos adversos, los cuales podemos clasificar en
temporales y permanentes®1").

2.2 Radioterapia

La radioterapia consiste en la aplicacién terapéutica de radiacidén ionizante de alta
energia en base a rayos X, gamma o beta; las dosis son acumulativas y se administran
de forma diaria con periodos de pausa de una semana®*). El tratamiento estandar para
pacientes de cabeza y cuello acumula una dosis final de entre 40 y 70 Gy®),

2.3 Efectos Adversos

Entre las reacciones adversas temporales al tratamiento en base a radiacion, tenemos
los efectos que son de aparicidn temprana como la mucositis, disfagia, disgeusia,
sensibilidad dentaria, candidiasis y glosodinia, y otros de aparicion tardia como el
trismus® 1),

Dentro de las reacciones temporales destaca la mucositis, que es una respuesta aguda
al tratamiento de radioterapia, muy tipico en pacientes de cancer de cabeza y cuello,
cuyo tratamiento va de 6 a 7 semanas(!). La gravedad de las lesiones son dosis
dependiente, observandose su aparicion entre la segunda y tercera semana de
tratamiento('"). Estas afectan la calidad de vida del paciente y pueden llevar incluso a
una suspension no deseada del tratamiento contra el cancer* .

Entre los efectos permanentes del tratamiento en base a radiacién, se observan
reacciones tempranas, como xerostomia y necrosis graves, y tardios, como caries por
radiacion, enfermedad periodontal, necrosis pulpar y osteorradionecrosis, todas ellas
afectan directa o indirectamente el desarrollo y la progresion de la caries dental®1").



2.3.1 Caries por Radiacion

Caries de rapido progreso y altamente destructiva, pudiendo llevar a la destruccién
coronaria e incluso a una pérdida completa de la denticion('®'"), La exposicién a
radiacion produce cambios en las glandulas salivales, observandose una alteracion en
la cantidad y calidad de la saliva, posicionandose como uno de los principales factores
que inciden en el desarrollo de este tipo de caries®%19). Ademas, los pacientes que
han sido irradiados muestran cambios en el biofilm oral y cambios estructurales en los
tejidos dentarios, los que contribuyen a la aparicion de una lesién por caries®10.11),

2.3.2 Saliva y Radiacion

Las glandulas salivales son sensibles a la radiacion, por lo tanto, se ven afectadas al
enfrentarse a tratamientos de radioterapia, observandose alteraciones funcionales.
Dentro de ellas podemos mencionar la disminucion en el flujo salival, modificaciones
en la composicion salival y una consecuente sobrepoblacién de la microflora
cariogénica y fungica®'"). Esto se debe al dafio producido en las membranas
plasmaticas y ADN de las células acinares, afectando su capacidad secretora(').

Como resultado del dafo glandular, se observa una sensacion de quemazon,
xerostomia, labios resecos y depapilacion lingual. Los pacientes presentan una saliva
de consistencia mas viscosa, con una composicion alterada, presentando una menor
cantidad de electrolitos, disminucion de su capacidad buffer y disminucion de su
capacidad antibacteriana, tanto inmunitaria como no inmunitaria®").

2.3.3 Tejidos dentarios y Radiacion

En los ultimos afos, surge evidencia que demuestra una directa influencia de la
radioterapia sobre los tejidos dentarios, provocando cambios morfologicos y fisicos en
dentina'9. La radiacién afecta directamente las propiedades mecanicas de los tejidos
duros del diente, como la dureza, moddulo elastico, resistencia a la tension y
compresion; lo anterior se debe a la radidlisis del agua, que libera radicales libres, y
que a su vez oxidan y desnaturalizan los componentes organicos del diente('*12). Se
ha encontrado en la literatura que, propiedades como la nanodureza y modulo elastico,
disminuyen en esmalte y dentina al exponer un diente a radiacién; en cambio, el
coeficiente de friccion aumenta®), dejando una superficie mas porosa, siendo mas
susceptible a la colonizacién bacteriana. Todas estas propiedades se ven mas
afectadas a medida que la dosis de radiacion aumenta('?).

Otra alteracion que se ha observado es que, al exponer dos dientes a un ciclo acido,
uno sometido a radiacion y otro no, se evidencia que los dientes sometidos a radiacion
presentan una disminucién mayor en su densidad radiografica con respecto a su linea
base('?),



2.4 Interfaz diente-restauracion

La caries dental es una de las enfermedades mas prevalentes dentro de la poblacién
mundial, alcanzando un 80% en jovenes de entre 6 y 18 afos, y un 90% en los adultos.
En respuesta a esto, surge el uso de materiales restauradores, que ha evolucionado
hasta la odontologia adhesiva, la cual esta basada en el uso de materiales en base a
resina, los que poseen un potencial de sellado(').

Los sistemas adhesivos efch-and-rinse son el gold estandar al momento de realizar
restauraciones adhesivas, son aplicados removiendo el smear layer y buscando una
desmineralizacion superficial a través del grabado acido; para esto se utiliza
comunmente el acido ortofosférico, luego se aplica el primer y el adhesivo en uno o
dos pasos, buscando una correcta infiltracion a través de la matriz colagena, logrando
la formacién de la llamada capa hibrida. Esta capa esta formada principalmente por
fibras colagenas de tipo | y proteoglicanos envueltos en una cadena de polimeros(13.14),

2.4.1 Estabilidad de la interfaz diente-restauracion

Una de las mayores causas de recambio de las restauraciones en base a resinas, es
la caries secundaria. La contraccion volumétrica que sufren durante la polimerizacion
los materiales en base a resinas, puede resultar en la formacion de gaps entre el diente
y la restauracién, permitiendo una colonizacion bacteriana. Las bacterias cariogénicas
ejercen una accidn enzimatica y acida sobre la interfaz, lo cual acelera su degradacion.
Ademas, la formacién de estos gaps, sumado a la accion bacteriana, deja expuesta la
interfaz al ambiente oral, donde es susceptible a la accién del agua y de enzimas, que
también aceleran la degradacion de la capa hibrida('3'¥. La carga masticatoria
también tiene efecto sobre la interfaz, sobre todo en parafunciones como el bruxismo,
y tiene implicancias directas sobre la respuesta viscoelastica del complejo diente-
restauracion, promoviendo fallas en éI("5. Otro factor que influye sobre la durabilidad
de la interfaz, es la polimerizacién incompleta, la que puede deberse a una pobre
volatilizacion del solvente o una exposicidon al agua; también podemos encontrar una
capa hibrida mas débil, al realizar un excesivo grabado acido, superando la capacidad
de infiltracién de los mondmeros sobre la matriz colagena o un colapso de ésta.
Finalmente, las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs), pueden generar
hidrolisis sobre las fibras de colageno que se encuentren expuestas, logrando una
deficiente interfaz(13).

2.5 Sistemas Adhesivos

Los adhesivos dentales estan disefiados para permitir la unién entre esmalte y/o
dentina a diversos materiales de restauracion (resinas, ceramicas, postes de fibra, etc.)
u otros tipos de materiales, como brackets de ortodoncia. Su formulacién quimica,
independiente del tipo de sistema, consta basicamente de mondmeros resinosos,
fotoiniciadores, estabilizadores o inhibidores, solventes y, en algunos casos, relleno
inorganico!16:17),

Podemos clasificar los sistemas adhesivos segun su orden de aparicion:



Primera Generacion: Se demostré que las resinas que contienen dimetacrilato
de acido glicerofosforico (GMDP) se unen a dentina grabada con acido, pero
presentaban el problema de perder resistencia de unién al ser sumergidas en
agua. En respuesta a esto, se desarrolla la molécula de acoplamiento, el N-
fenilglicina y metacrilato de glicidilo (NPG-GMA). Finalmente demostro pobres
resultados a nivel clinico, con una resistencia de union de sélo 1 a 3 MPa(18.19),

Segunda Generacion: A medida que mejoran los agentes de enlace en los
adhesivos, mejora la adhesion a dentina. Para esta nueva generacion, se
agregaron ésteres halofosforados, como el metacrilato de glicidilo de bisfenol-
A (bis-GMA) o el metacrilato de hidroxietilo (HEMA). Con estos nuevos
compuestos, se lograba una unién a través de enlaces idnicos al calcio a través
de grupos clorofosfatos, pero esta union seguia siendo débil (de 5 a 7 MPa) y
susceptible a la hidrolisis(819),

Tercera Generacion: Se adiciona un grabado acido parcial de la dentina, lo que
permite eliminar parcialmente o modificar el smear layer, aumentando la
permeabilidad. Ademas, esta nueva generacion, agrega el uso de un
imprimador o primer, que contiene moléculas de anhidrido trimetil de hidroxietilo
(4-META) y dimetacrilato de bifenilo (BPDM), ambas contienen grupos
carboxilo, los cuales son hidrofilicos y permiten una penetracién a través del
tejido humedo, como es la dentina. Para esta generacion, la resistencia de union
aumento significativamente, lograndose una resistencia de 8 a 15 MPa(8.19),

Cuarta Generacion: Se modifica el protocolo de grabado, utilizando un grabado
total con acido fosforico al 40 % sobre esmalte y dentina, durante 15 a 20
segundos, permitiendo la eliminacion completa del smear layer. Se plantea la
preocupacion por el colapso de las fibras colagenas de la dentina al utilizar este
nuevo protocolo, y para evitarlo, se describe que la técnica debe dejar dentina
humedecida, sin ser excesiva la humedad, ya que puede afectar la adhesion.
Esto persigue lograr la interdigitacion y ramificaciones laterales entre el
adhesivo y la dentina grabada®?). Para esta nueva generacion de adhesivos se
logra una resistencia de union de 31 MPa(18.19),

Quinta Generacion: Se busca simplificar la técnica y disminuir el tiempo clinico,
para esto se desarrolla un sistema de dos pasos, teniendo dos variantes: la
primera, combina primer y adhesivo en una botella, entonces se debe realizar
un grabado de la superficie dentaria con acido fosférico al 35-37% por 15 a 20
segundos y luego lavar (esto no elimina el problema de colapso de fibras
colagenas). La segunda opcion es la combinacion del acido y el primer
(autograbante) en una botella, conteniendo el adhesivo por separado; el
problema que presenta esta alternativa autograbante, es que es menos
predecible que el sistema de grabado total y, ademas, la inclusién del smear
layer genera una union menos confiable a dentina en comparacién a su
eliminacion total('®).



e Sexta Generacion: En esta generacion se une el acido, primer y adhesivo en
una sola botella. Este sistema logra una buena adhesion a la dentina, pero
pobre en esmalte, debido a que la solucion acida es menos efectiva en
comparacion al acido fosférico, al momento de acondicionar la superficie(18).

2.5.1 Composicion de Sistemas Adhesivos
2.5.1.1 Acondicionador acido

Como ya se ha mencionado, el acido ortofosférico, en concentraciones que van de 15
al 37%, es el acondicionador mas utilizado. Permite una desmineralizacién superficial
del tejido dentario y eliminacién de smear layer, permitiendo una mejora en la
adhesion®@"),

2.5.1.2 Primer

Son resinas hidréfilas bifuncionales, es decir, se comportan como hidréfilas e
hidrofobas; a través de su zona hidrofila, se infiltra en la trama colagena, logrando una
retencidn micromecanica, mientras que el extremo hidréfobo se une al material
resinoso, por medio de enlaces quimicos®").

2.5.1.3 Monémeros de resina

Son similares a los que contienen las resinas para restauracion. Su funcién consiste
en asegurar la union a través de enlaces covalentes entre la resina y el adhesivo(1®),
Existe una gran variedad de estos mondmeros, y algunos de ellos son:

1. HEMA: Es un mondémero de bajo peso molecular, lo que permite que actue
como co-solvente, minimizando la interfaz y aumentando la miscibilidad
de componentes hidrofobicos e hidrofilicos en la solucién®?. Presenta
buena biocompatibilidad, sin embargo, en su estado sin polimerizar,
posee un alto potencial alérgeno. Como fluido es soluble en acetona,
etanol y agua. Es muy hidroéfilo y es excelente promotor de la adhesion.
Mejora notablemente la humectacion en dentina y con esto, incrementa
significativamente las fuerzas adhesivas. HEMA en su estado de
monomero o de polimero absorbe agua facilmente, lo que lleva a algunos
autores a pensar en la hipotesis de que al absorber agua podria producir
la dilucion de los otros mondmeros al momento de la polimerizacion; esto
podria resultar en la alteracion de las propiedades mecanicas, obteniendo
un polimero de menor calidad. Como todo metacrilato, HEMA es
susceptible a hidrdlisis a pH basico principalmente, pero también en pH
acido(16.23),

2. MDP: Se utiliza principalmente como un monoémero de grabado, gracias
al grupo dihidrogenofosfato que posee, el que puede disociarse en agua
para formar dos protones!'®). Estructuralmente, presenta una cadena larga
carbonilo, la que hace que sea bastante hidréfobo; es por ello, que el

7



etanol y la acetona son los disolventes mas adecuados para este
monomero, ademas le permitira mantenerse relativamente estable frente
a la hidrdlisis. Se ha comprobado que este mondmero es capaz de formar
enlaces idnicos fuertes con calcio, debido a la baja velocidad de disolucion
de la sal de Ca*?, resultante en su propia soluciéon(?324),

4-META: Originalmente se utiliz6 como un monémero que promueve la
adhesion, y luego como un monémero desmineralizador('®). Se sabe que
4-MET (forma activa) mejora la humectacion de metales, como la
amalgama o el oro. Los dos grupos carboxilicos unidos al grupo
aromatico, proporcionan propiedades 4acidas, por lo tanto,
desmineralizantes('®). El grupo aromatico, sin embargo, es hidrofobo y
modera la acidez y la hidrofilicidad de los grupos carboxilo('®). Este
monomero es bastante soluble en acetona, moderadamente soluble en
etanol y dificilmente soluble en agua. Sin embargo, el etanol no es un
disolvente apropiado para este mondmero, ya que puede ocurrir una
esterificacion de los grupos carboxilicos con el grupo hidroxilo,
especialmente en condiciones acidas. Ha demostrado tener buena
adhesion a esmalte y dentina, pues puede formar enlaces id6nicos con el
calcio, pero mas débiles que los observados con el MDP(16),

Bis-GMA: Se usa universalmente, no sélo en adhesivos, sino también en
materiales compuestos. Sin curar, Bis-GMA es altamente viscoso. Debido
a su alto peso molecular, proporciona una menor contraccion de
polimerizacidon y un rapido endurecimiento, por lo que el polimero
resultante se caracteriza por tener mejores propiedades mecanicas('6).
Sus dos anillos aromaticos voluminosos hacen que este monémero sea
bastante rigido; esta propiedad ha demostrado tener un efecto negativo
en la tasa de conversion, ya que los grupos de metacrilato polimerizables
tendran dificultades para encontrar un grupo de metacrilato de
acoplamiento. Por lo tanto, se requiere la mezcla de otros mondémeros de
menor peso molecular, para asi no comprometer la polimerizacion(16).

TEGDMA: Se usa generalmente junto con Bis-GMA o UDMA, lo cual se
debe a que es el peor mondmero para ser usado por si solo, a razén de
su alto valor de contraccion de polimerizacion®®. Una de sus propiedades
es que otorga una mayor flexibilidad, y al ser utilizado junto con Bis-GMA
(que es mas rigido), la mezcla dara como resultado resinas con un mayor
indice de conversion. Ademas, se demostré que esto genera un aumento
de la resistencia a la traccién, pero al mismo tiempo reduce la resistencia
a la flexiéon(19),

UDMA: Los co-polimeros de UDMA presentan una muy elevada fuerza
flexural, modulo elastico y dureza®®. Posee un peso molecular
comparable al de Bis-GMA, no obstante, UDMA exhibe propiedades de
viscosidad mas bajas('®). En los adhesivos, UDMA se usa solo o en
combinacion con TEGDMA y/o Bis-GMA; su diferencia principal respecto
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a esta ultima, es su flexibilidad superior, ya que los enlaces éter en UDMA
permiten una rotaciéon con mayor facilidad en comparacién con los dos
anillos aromaticos voluminosos en Bis-GMA(16),

2.5.1.4 Fotoiniciadores

Existen dos tipos de fotoiniciadores, los tipo | o fotoiniciadores de foto-fragmentacion,
como los ésteres benzoicos, benzofenona, 6xidos de acilfosfina o PPD, donde son
estas moléculas excitadas las que liberan radicales libres; los tipo Il o fotoiniciadores
de transferencia de electrones, como la canforquinona (CQ), donde ocurre una
reaccion bimolecular en la que el estado de excitacion del fotoiniciador interactua con
una segunda molécula (un co-iniciador) para producir radicales libres('®). La CQ es el
fotoiniciador mas usado, tanto en composite como en adhesivos, y debe ser
combinado con un co-iniciador('®). Tiene una gran ventaja, ya que absorbe un amplio
espectro de longitudes de onda, de 360 a 510 nm, con una absorbancia maxima de
alrededor de 468 nm (luz azul). Luego de ser excitado, formara un complejo excitado
que produce radicales libre por "abstraccion de hidrégeno"('®). Finalmente, la principal
desventaja de la CQ es su color café-amarillento que, a pesar de ser utilizado en muy
bajas concentraciones, modifica significativamente el color del adhesivo o
composite(19),

2.5.1.5 Iniciadores Quimicos

El uso de iniciadores quimicos generalmente esta restringido a cementos y resinas que
no pueden utilizar Gnicamente el curado por luz para la polimerizacion('®). Los
adhesivos que se curan quimicamente, necesitan la mezcla del iniciador con el co-
iniciador, después de lo cual comenzara la reaccion de polimerizacion!'®). En esencia,
constan de dos botellas separadas, cuyo contenido debe mezclarse antes de la
aplicaciéon en la superficie del diente. El iniciador mas comun en las resinas
autopolimerizables seria el peroxido de benzoilo (BPO), junto con una amina
terciaria('®). BPO reaccionara con la amina terciaria como un co-iniciador, produciendo
radicales. Es un sodlido incoloro, cristalino, muy poco soluble en agua, pero soluble en
etanol y acetona. Como todos los peroxidos organicos, el BPO se somete a una
fotdlisis lenta cuando se expone a la luz, por lo que los adhesivos autopolimerizables
siempre deben almacenarse en la oscuridad(6).

2.5.1.6 Inhibidores

Los inhibidores y los retardadores evitaran la iniciacion espontanea y la propagacion
de la reaccion de polimerizacion por radicales libres, al contener facilmente estos
radicales, aumentando la vida util del adhesivo!'®), El efecto de los inhibidores en la
polimerizacion propiamente tal es insignificante, ya que so6lo se utilizan en cantidades
diminutas y cuando la reaccion de polimerizacion se desencadena, ya sea por
fotopolimerizacion o por la mezcla de dos componentes, se formara una cantidad
mucho mayor de radicales, lo que supera la cantidad de inhibidor{'®). Los inhibidores
usados mas frecuentemente en los adhesivos son el hidroxitolueno butilado, también
el butilhidroxitolueno (BHT) y la hidroquinona de monometil éter (MEHQ). Mientras que
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el BHT se usa con mas frecuencia en composite y adhesivos hidréfobos, MEHQ se
prefiere para las resinas mas hidréfilas(19),

2.5.1.7 Solventes

La adicién de solventes a las resinas es indispensable para la composicion de los
adhesivos que necesitan lograr adhesién en la dentina. La naturaleza humeda de la
dentina solo permite una buena humectacion cuando se aplica una union hidrofilica*e).
Al agregar mondmeros hidrofilos, por un lado, y un solvente por otro, el
comportamiento de humectacion del adhesivo se mejora drasticamente. Dentro de los
sistemas adhesivos que podemos encontrar en el comercio, los solventes mas
comunes son:

1. Agua: Es un disolvente fuertemente polar con una constante dieléctrica alta,
capaz de disolver celosias ionicas y compuestos polares. Su capacidad de
disolucién esta muy determinada por su capacidad de formar fuertes enlaces
de hidrégeno('®. Sin embargo, el agua es un disolvente pobre para los
compuestos organicos, es por esto que suele acompanarse de otro solvente
como etanol o acetona. El agua permite una rehidratacion de las fibras
colagenas que han colapsado al momento de secar la superficie('®). Como
solvente el gran problema que presenta se da al momento de eliminarlo,
debido a su alta temperatura de ebullicién y su baja presion de vapor de
agua, esto puede alterar la fuerza adhesiva final('e).

2. Acetona: Solvente organico que presenta un alto momento dipolar, el cual,
en combinacion con su constante dieléctrica relativamente baja, permite la
disolucion, tanto de compuestos polares como apolares; por esta razén, la
acetona es una buena opcion de solvente en adhesivos que combinan
componentes hidréfobos e hidréfilos, disminuyendo la viscosidad de éstos,
lo que mejora el poder de penetracion del agente adhesivo!'®27). Es cuatro
veces mas volatil que el etanol, lo que podria reducir la vida util del adhesivo.
La acetona tiene una muy buena capacidad de eliminacion de agua, gracias
a su alto momento dipolar y excelentes capacidades de evaporacién, es por
este motivo que es posible encontrarla en adhesivos que utilizan agua como
solvente, pero por lo general, la acetona, se utiliza como solvente unico; en
los casos donde utilicemos un adhesivo que soélo contenga acetona,
debemos tener cuidado de no desecar la superficie dentaria, ya que la
acetona tiene la capacidad de disminuir la tension superficial del agua,
provocando su desplazamiento, lo que puede desecar la superficie,
generando un colapso de la red de colageno!6:27),

3. Etanol: Al igual que el agua, el etanol es un solvente polar que formara
enlaces de hidrogeno con sus solutos('®). Sin embargo, debido a su
constante dieléctrica mucho mas baja, el etanol también es un disolvente
mas apropiado para solutos menos polares. Su mayor presion de vapor en
comparacién con el agua permite una mejor evaporacion por secado al aire
y, por lo general, el etanol se utiliza junto con el agua como co-disolvente,
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logrando una mejor eliminacion del agua, este fendmeno ocurre gracias a la
formacion de puentes de hidrogeno entre las moléculas de agua y de
etanol('®). El etanol no es un solvente apropiado para mondémeros con restos
de acido carboxilico debido a la esterificacion de estos, causando asi, una
inactivacion de la funcion acida del monomero('®).

2.5.1.8 Rellenos

Los sistemas adhesivos para restauraciones directas tradicionalmente no contenian
particulas de relleno. Los rellenos se pueden agregar a los adhesivos por varias
razones. Algunos autores sugieren adicionar particulas de relleno para fortalecer la
capa adhesiva, esto es controversial debido a que el porcentaje de relleno agregado
es minimo!'®). Otros autores proponen el relleno como medio para aumentar la
viscosidad del adhesivo, logrando con esto una capa adhesiva de mayor grosor, se
busca lograr esto fundamentado en que capaz muy delgadas de adhesivo no logran
una polimerizacién completa debido a la inhibicién del oxigeno. Dependiendo de la
composicion quimica del relleno, podrian liberar fluoruros y aumentar la
radiopacidad!'®). Finalmente, las particulas de relleno no pueden superar los 20 nm, ya
que se ha demostrado que el espacio interfibrilar de las fibras colagenas luego de ser
grabadas es de 20 nm, por lo tanto, de superar este tamafio no se logra que penetre
correctamente para formar una capa hibrida, sin embargo, a pesar de estos datos y de
utilizar particulas de relleno, 7 o mas nandémetros mas pequehas que este espacio,
todavia existe un debate respecto a si realmente logran la infiltracién del entramado
de fibras colagenas('®).

2.6 Biofilm y colonizacion de la superficie dentaria

Como la mayoria de los biofilm, la formacion del biofilm oral esta caracterizado por un
proceso continuo de sucesion de especies bacterianas, donde cada una cumple una
funcion relevante dentro del proceso de formacion®). Este puede dividirse en 3
grandes etapas: adhesién, colonizacion y maduracién del biofilm. Todo el proceso esta
caracterizado por colonizadores tempranos y tardios, donde los tempranos seran los
encargados de las primeras dos etapas. Las especies de estreptococos son
colonizadores primarios y son considerados la piedra angular en la formacion del
biofilm, ya que poseen la habilidad de enlazarse a través de sus antigenos | y Il a las
proteinas salivales, promoviendo la llegada de colonizadores secundarios a través de
coagregacion intergenérica®®. Actinomices naeslundii es un colonizador secundario,
bien conocido por su afinidad con la especie de estreptococo; el gran participante de
esta etapa de colonizacion es el Fusobacterium nucleatum, quien tiene una gran
capacidad de coagregarse, tanto a colonizadores primarios, como secundarios. Para
el ultimo grupo que participa de este proceso, tenemos especies de bacteroides y
espiroquetas. La coagregacion intergenérica no solo contribuye al crecimiento y
colonizacion del biofilm, sino que también a intercambios genéticos y metabdlicos entre
las diferentes especies?®).
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2.6.1 Streptococcus mutans

Corresponde a una bacteria coco gram positivo, dispuesto en cadena no movil,
acidurico y fermentador de glucosa®). Los estudios clasicos respecto a cultivos
microbianos han establecido como agentes causantes principales de la caries dental
al Streptococcus mutans y al Lactobacillus®®. Presenta un rol potencial en el inicio del
cambio ecologico, al promover la acidificacion o adherencia y al desencadenar un
estado disbiotico®!). A pesar de que se conoce en la actualidad que existen muchas
otras bacterias involucradas en el proceso de la caries dental, el Streptococcus mutans
sigue siendo el gold estandar para ser utilizado en investigacion(?®3"),

2.7 Particulas de cobre

Como ya hemos mencionado, una parte vital dentro de las restauraciones adhesivas
es la interfaz diente-restauracion, la cual esta sometida a colonizacion bacteriana; es
por esto que se ha investigado la manera de desarrollar materiales dentales que logren
disminuir la formacién de biofilm en los margenes(®?),

Se ha evidenciado que las nanoparticulas metalicas tienen buenas propiedades
antibacterianas, presentando una alta actividad quimica y efectividad biocida®3).
Asimismo, se ha estudiado ampliamente la actividad antimicrobiana de la plata y el
cobre; sin embargo, este ultimo ha demostrado mayor actividad antimicrobiana frente
a E. coli, B. subtilis y S. aureus®?. Junto con lo anterior, el cobre presenta otras
ventajas, como ser menos costoso, de sintetizacion sencilla y ser de facil oxidacion en
medios aéreos y acuosos, produciendo nanoparticulas de 6xidos. Las nanoparticulas
pueden ser facilmente adicionadas a los polimeros, manteniendo su estabilidad y
propiedades mecanicas®233),

Los mecanismos de accion del cobre mas aceptados en la literatura son: la
acumulacion y disolucién de nanoparticulas de oOxidos de cobre (NPOC) en la
membrana bacteriana, cambiando su permeabilidad y teniendo como consecuencia la
liberacion de lipopolisacaridos, proteinas de membrana y biomoléculas intracelulares,
y la disipacion de la fuerza motriz protonica a través de la membrana plasmatica®4.
Otra teoria es la generacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) o de iones de
NPOC, provocando dafo oxidativo posterior a las estructuras celulares. La ultima
hipotesis es la captacion de iones metalicos derivados de NPOC o de NPOC en su
totalidad en las células, seguido por el agotamiento de la produccidn intracelular de
ATP y alteracion de la replicacion del ADN(32:34.35),

2.8 Particulas de zinc

El colageno sirve como una matriz organica para la aposicion de minerales durante el
desarrollo del diente, y posteriormente, soporta la estructura de la dentina. Ademas,
en el campo de la odontologia adhesiva, el colageno forma una capa hibrida con los
adhesivos para la union de resina a la dentina, sirviendo como componente central
para la resistencia de esta union©6).

12



Las metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) son enzimas dependientes
de Zn**y Ca?*, capaces de degradar casi todos los componentes de la matriz
extracelular. Durante el desarrollo del diente, las MMPs participan en la formacién de
la matriz organica y reconstituyen el tejido normal en el esmalte y en la dentina antes
de la mineralizacion®%3"). Las MMPs son segregadas por odontoblastos o
ameloblastos y existen como proenzimas hasta su activacion a través de la escision
de péptidos por estimulos externos, como el ambiente acido, enzimas bacterianas,
aguay calor. Estudios han verificado la participacion de las MMPs activadas por caries
dental, provocando el colapso de la interfaz adhesiva y erosion quimica de los
dientes(®6:37),

Para lograr la proteccion de la matriz colagena de la accion de las MMPs, se ha
utilizado una alta concentracion de zinc, fundamentado en el papel estructural del zinc
sobre las proteinas, logrando una estabilidad dentro de su estructura terciaria).

El 6xido de zinc expone un amplio espectro de actividad biocida ante diferentes
bacterias, hongos y virus, dada su produccién de ROS y a la liberacion de iones de
zinc®?), Por otro lado, las nanoparticulas de oxido de zinc son versétiles y se
consideran como potenciales materiales que actian como agentes biocidas o
desinfectantes, propiedad que es atribuida a su alta estabilidad®®). Se ha comprobado
que estas nanoparticulas son bioseguras y biocompatibles, razén por la cual han sido
utilizadas en diversas areas de la medicina®.
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3. Objetivos
3.10bjetivo general

Determinar el potencial antimicrobiano y citotoxico de polimeros adhesivos
modificados con nanoparticulas de cobre y zinc, en comparacion al polimero adhesivo
convencional.

3.20bjetivos especificos

e Evaluar el halo de inhibicion frente a Streptococcus mutans de los polimeros
adhesivos modificados con nanoparticulas de cobre y zinc, y convencionales
mediante la prueba de difusion en agar.

e Determinar la concentracion inhibitoria minima para la inhibicién de crecimiento
bacteriano de S. Mutans de los polimeros adhesivos modificados con
nanoparticulas de cobre y zinc, y convencionales mediante el test de
microdilucion.

e Cuantificar el crecimiento del microbioma sobre los polimeros adhesivos
modificados con nanoparticulas de cobre y zinc, y convencionales, mediante la
prueba de extraccion de ADN.

e Evaluar la estabilidad de la matriz polimérica formada de polimeros adhesivos
modificados con nanoparticulas de cobre y zinc, y convencionales, mediante el
test de sorcion y solubilidad.

e Evaluar el potencial citotoxico (induccion de apoptosis) de polimeros adhesivos
modificados con nanoparticulas de cobre y zinc, y convencionales.

4. Pregunta de Investigacion
¢, Cual es el potencial antimicrobiano y citotéxico de polimeros adhesivos modificados
con nanoparticulas de cobre y zinc en comparacidn a un polimero adhesivo
convencional?
5. Hipotesis

Ho: No existe diferencia en el potencial antimicrobiano y de citotoxicidad generado por
los polimeros adhesivos modificados con nanoparticulas de cobre y zinc, y los
convencionales.

H1: Existe diferencia en el potencial antimicrobiano y de citotoxicidad generado por los

polimeros adhesivos modificados con nanoparticulas de cobre y zinc, y los
convencionales.
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6. Materiales y métodos
6.1 Formulacion de los polimeros adhesivos modificados con nanoparticulas

Para este fin, se utilizaron tres sistemas adhesivos poliméricos comerciales, los cuales
son Prime and Bond 2.1® (Dentsply®, Charlotte, EE.UU), XP Bond® (Dentsply®,
Charlotte, EE.UU) y Prime and Bond Universal® (Sirona Dentsply®, Charlotte, EE.UU).
La composicidon de dichos sistemas se presenta en la tabla |.

De cada sistema polimérico convencional, se formularon 4 variantes, adicionando a
cada una de ellas diferentes concentraciones y combinaciones de cobre (Cu) y zinc
(Zn), las que corresponden a:
e Polimero Cu I: al polimero convencional se le adicionaron nanoparticulas de
cobre |, logrando una concentracion final en botella de 1% de cobre.
e Polimero Cu llI: al polimero convencional se le adicionaron nanoparticulas de
cobre II, logrando una concentracion final en botella de 1% de cobre.
e Polimero Cu | + Zn: al polimero convencional se le adicionaron nanoparticulas
de cobre | y zinc, logrando una concentracion final en botella de 0,5% de cobre
'y 0,5% de zinc.
e Polimero Cu Il + Zn: al polimero convencional se le adicionaron nanoparticulas
de cobre Il y zinc, logrando una concentracion final en botella de 0,5% de cobre
II'y 0,5% de zinc.

Para la formulacion de estos polimeros se llevé a cabo el mismo protocolo en cada
una de las variantes, el cual consistiéo en adicionar estas nanoparticulas al polimero
convencional, mediante el uso de una micropipeta, para posteriormente llevarlo a una
sonicadora durante 30 minutos. Dicho polimero modificado estara contenido en la
botella de fabrica; para su sonicacién se colocé en posicion vertical dentro de un vaso
de precipitado, el cual estara en contacto directo con el agua contenida en la
sonicadora, manteniendo de esta forma el frasco del polimero seco. Esta agua debe
ser desmineralizada y no debe superar los 25 °C. Durante este proceso, el polimero
modificado debe ser retirado cada 5 minutos de la sonicadora para ser agitado
manualmente de forma horizontal en posicién vertical; el objetivo de esto es lograr una
mejor distribucion y homogeneizacion de las nanoparticulas en el polimero.

De esta manera, se obtuvieron en total 12 polimeros adhesivos modificados con
nanoparticulas. Para la ejecucion de las diferentes pruebas, se utilizaron estos 12
polimeros junto con la variante control (polimero adhesivo convencional, sin modificar)
de cada uno, disponiendo asi de un total de 15 polimeros.

Para efectos de esta investigacion, se utilizé la siguiente nomenclatura:
e PB: Prime and Bond 2.1®, Dentsply®, Charlotte, EE.UU.
o XP: XP Bond®, Dentsply®, Charlotte, EE.UU.
e PBU: Prime and Bond Universal®, Sirona Dentsply®, Charlotte, EE.UU.
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Composicion polimeros adhesivos convencionales

Prime and Bond 2.1® (libre ~ XP Bond® (con HEMA) Prime and Bond Universal®
de HEMA) (con polimeros acidos)
Dimetacrilato de uretano Dimetacrilato modificado con  Acido fosférico modificado
(UDMA) acido carboxilico (resina con acrilato de resina
Acido fosférico modificado ~ TCB) (PENTA)
con acrilato de resina Acido fosférico modificado Acrilato multifuncionales
(PENTA) con acrilato de resina Acrilato bifuncional
Canforquinona (PENTA) Acrilatos acidicos
Etil dimetil aminobenzoato Dimetacrilato de uretano Isopropanol
(EDAB) (UDMA) Agua
Butil Hidroxitolueno (BHT) Trietilenglicol dimetacrilato Iniciadores
Fluorhidrato de Cetilamina (TEGDMA) Estabilizante
Acetona 2-hidroxietilmetacrilato

(HEMA)

Bencenodiol butilado
(estabilizador)
Etil-4(dimetilamino)
benzoato
Canforquinona
Silica amorfa funcionalizada
Butanol terciario
Tabla |. Composicion de polimeros adhesivos convencionales (comerciales)#0-42)-

6.2 Tipo de estudio
Estudio de tipo experimental in vitro.
6.3 Difusion en agar

Para la ejecucion de esta prueba, se siguio la pauta establecida en el estudio realizado
por Imazato“?®), con el fin de evaluar el halo de inhibicion frente a S. mutans de los
polimeros adhesivos experimentales en agar.

Para su realizacion, se utilizé la cepa de Streptococcus mutans (ATCC® 25175TM).
Dicha cepa fue activada mediante la realizacién de su siembra en agar Columbia,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. Las bacterias fueron incubadas durante
48 horas a 37 °C en una estufa de cultivo, transcurrido este periodo se realizo la
inoculacion de la cepa, siguiendo las normas del comité para estudios clinicos y de
laboratorio. Se sembré la cepa con una suspension bacteriana de 0.5 McFarland en
agar Mueller Hinton suplementado con sangre de cordero al 5%, se dejé incubando
por 24 horas a 37°C en una estufa de cultivo. Desde este cultivo joven, se realizo la
inoculacion en agar Mueller Hinton suplementado con sangre de cordero al 5%
dispuesto en una placa de cultivo, para la ejecucion de la prueba de difusion.
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Para la formulacion de las muestras de polimeros, se embebieron discos de papel filtro
estéril de 6 mm de diametro; para esto se pipetearon 20 uL de polimero en cada disco
de papel, posteriormente se dejaron secar las muestras para eliminar los excesos de
polimero. Asimismo, se confecciond una muestra control positivo, siguiendo la misma
metodologia anterior, mediante el uso de clorhexidina al 0,2%, en vez de polimero.

De esta forma, se obtuvo un total de 54 discos de muestra, considerando la realizacion
de esta prueba por triplicado. Los discos se posicionaron sobre la placa de cultivo de
forma equidistante, quedando el control positivo ubicado en el centro de la placa, y a
su alrededor 5 discos de muestra correspondientes a los polimeros (fig.1). A cada
polimero y al control positivo se le asigné previamente un numero, el cual se etiquetd
con lapiz indeleble en el reverso de la placa de cultivo, a modo de rotular cada uno de
los discos (Tabla II).

Figura 1. Distribucion discos de prueba en agar.

Numero asignado Compuesto
1 PB
2 PB Cull
3 PBCull
4 PB Cul + Zn
5 PB Cull + Zn
7 XP
8 XP Cull
9 XP Culll
10 XP Cul+Zn
11 XP Cull + Zn
13 PBU
14 PBU Cu |
15 PBU Cu Il
16 PBU Cu |l + Zn
17 PBU Cu ll + Zn

6,12, 18 Clorhexidina al 0,2%

Tabla II. Rotulacion de discos de prueba.
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Una vez posicionados todos los discos, se dejaron incubar por 24 horas a 37°C, en
una estufa de cultivo; al cabo de este tiempo, se realiz6 la observacion de las muestras
y la medicion del halo de inhibicién que produjo cada compuesto en el agar, mediante
el uso de una regla milimetrada transparente, la que se ubicé sobre la placa, sin entrar
en contacto con el agar. Se consideré como marca inicial el borde externo del disco de
papel, mientras que el otro extremo de la medicion fue ubicado hasta el limite externo
del halo de inhibicién. La medicién fue realizada por 3 examinadores calibrados y se
consigno la medicion llegada a consenso entre los 3 investigadores.

6.4 Microdilucion

Para la realizacion de esta prueba, se siguid la pauta establecida en el estudio
realizado por Cheng et all”), con el objetivo de determinar la concentracién inhibitoria
minima de los polimeros adhesivos experimentales, para poder inhibir el crecimiento
bacteriano del S. mutans.

Para su realizacion, se utilizo caldo cerebro corazén (BHI), del cual se extrajeron 200
uL mediante el uso de una micropipeta, cantidad que se dispuso en un tubo Eppendorf
de 1.5 mL; este procedimiento se realizo 8 veces, obteniendo de esta manera, 8 tubos
Eppendorf rotulados previamente (del 1 al 8). La rotulacion se correspondia al primer
polimero experimental a trabajar.

Una vez afiadidos estos 200 pl de caldo en cada tubo Eppendorf, se aplico en el
primero de ellos, 200 ul de polimero experimental, se homogeneizé la mezcla y luego
se extrajeron 200 ul de dicha mezcla y se colocd en el siguiente tubo Eppendorf
(numero 2); de esta forma, se obtienen 8 microdiluciones del mismo polimero (cada
vez que se realiza la mezcla, se diluye a la mitad).

Posteriormente, en una microplaca de 96 pocillos, se procede a colocar las diferentes
microdiluciones. En cada microplaca, se trabajaron 2 polimeros experimentales,
utilizando un total de 6 microplacas, los que se dispusieron de la siguiente forma, como
se muestra en (fig.2):
e Microplaca 1: polimero PB, variante Cu | y polimero PB, variante Cu Il
e Microplaca 2: polimero PB, variante Cu | + Zn y polimero PB, variante Cu Il +
Zn
e Microplaca 3: polimero XP, variante Cu | y polimero XP, variante Cu Il
e Microplaca 4: polimero XP, variante Cu | + Zn y polimero XP, variante Cu Il +
Zn
e Microplaca 5: polimero PBU, variante Cu | y polimero PBU, variante Cu |l
e Microplaca 6: polimero PBU, variante Cu | + Zn y polimero PBU, variante Cu Il
+2Zn
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Figura 2. Distribucidn de microdiluciones por microplaca.

Los conceptos mencionados en (fig.2) corresponden a lo siguiente:

A) Columnas:

e Columna 1: control de esterilidad o control negativo, correspondiente a 100 uL
de caldo BHI.

e Columna 2: control polimero, correspondiente a 50 uL de polimero convencional
con 50 ulL de in6culo de S. Mutans.

e Columna 3 a 10: 50 uL de la microdilucion de polimero experimental (dispuestos
de mayor a menor concentracidén) con 50 uL de inéculo de S. Mutans.

e Columna 11: CHX (control clorhexidina), correspondientes a 50 uL de
clorhexidina al 0,4% con 50 uL de inéculo de S. Mutans.

e Columna 12: control de crecimiento o control positivo, correspondiente a 50 uL
de in6culo de S. Mutans y 50 uL de caldo BHI.

B) Filas:

e A, B, C: polimero, variante, por triplicado

e D, E: vacios

e F, G, H: polimero, variante, por triplicado

Una vez completadas las 6 microplacas, se incubaron por 48 horas a 37°C en una
estufa de cultivo. Finalmente, a través de examen visual se analizé la presencia de
crecimiento de la cepa de S. Mutans, mediante el uso de microscopio Optico Carl Zeiss,
a una magnificacion de 20x. Para ello, se conté con 5 observadores calibrados,
quienes llegaron a consenso en lo observado.

6.5 Extraccion de ADN

Para esta prueba, se siguieron las directrices efectuadas en la investigacion de De
Melo et al®4). La finalidad de ésta es cuantificar el crecimiento del microbioma sobre
los polimeros adhesivos experimentales en discos de prueba, sometidos al medio
bucal.
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Para dicha prueba, se llevé a cabo la confeccion de dispositivos intraorales, para lo
cual, se reunieron a 10 personas voluntarias para participar en esta prueba; los sujetos
eran estudiantes de odontologia, pertenecientes a la Universidad de Valparaiso, cuyo
rango etario oscilaba entre 18 y 29 afos, de los cuales 3 participantes correspondian
a hombres y 7 a mujeres.

A dichos participantes, se les tomo6 una impresion de maxilar superior con alginato y
cubeta tipo Rimlock, del tamafio necesario para cada participante. Una vez obtenida
la impresion, se realizd el posterior vaciado con yeso extraduro. Una vez obtenidos los
modelos en yeso, se efectud un estampado con una lamina de acetato flexible de 2
mm de espesor, en una estampadora, el cual se recorté con una tijera metalica recta,
a aproximadamente 2 mm del margen gingival sin seguir el festoneado, mientras que
la zona del paladar fue recortada en forma de herradura.

En los dispositivos obtenidos, se realizaron perforaciones a cada lado (derecho e
izquierdo) sobre las superficies palatinas del dispositivo, ubicadas lo mas distal posible,
donde posteriormente irian ubicados discos de polimero.

Para la confeccion de los discos de polimero, se utilizd una matriz de silicona pesada
Spedeex (Coltene®, Altstatten, Suiza), en la cual se aplicé una base de resina
compuesta Opallis® (FGM®, Joinville, Brasil) de 1 mm de espesor por 6 mm de
diametro, la cual que se fotopolimerizé por 40 segundos con una lampara de
fotocurado Woodpecker® (Guilin, Republica Popular China); posteriormente se
colocaron dos gotas del polimero experimental, dejandolas 60 segundos sin
fotopolimerizacion para volatilizar el solvente, para finalmente fotocurar por 80
segundos.

Una vez obtenidos los discos de prueba, se posicionaron en los orificios previamente
realizados en el dispositivo intraoral y se adhirieron a través de un adhesivo
instantaneo, correspondiente a cianoacrilato de metilo.

Con los dispositivos confeccionados, se realizé la entrega de los mismos a los
voluntarios, en un contenedor desinfectado con alcohol al 70%, junto con las
instrucciones para el uso del dispositivo (anexo 1). Asimismo, los voluntarios firmaron
un consentimiento informado, el cual también se adjunta en el anexo 1.

Para el uso del dispositivo, se solicitd a los sujetos que lo utilizaran durante 8 horas
diarias, durante el transcurso de la noche por 10 dias; los sujetos debian cepillarse por
ultima vez después de almuerzo; la remocion del dispositivo debia efectuarse en un
lugar con puertas y ventanas cerradas y sin que el dispositivo tocase superficie alguna
entre el trayecto de boca a la caja contenedora; la higienizacién del dispositivo debia
ser exclusivamente bajo un chorro de agua. Cabe senalar que el equipo de
investigacion les recordaba a los participantes el momento de instalacion del
dispositivo via mensaje personal, durante todo el proceso.

Dentro de los participantes, es preciso mencionar que uno de ellos presenté molestias
de origen articular durante la primera noche de uso, por lo cual se contacté a otro
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voluntario para que lo reemplazase, siguiendo el mismo protocolo anteriormente
descrito, con un desfase de 24 dias versus los otros participantes. Respecto a la
proporcion hombres : mujeres no hubo variacion, pues el sujeto desertor era mujer, y
fue reemplazada por otra mujer.

En relacién a la distribucion de los discos de prueba en los dispositivos, ésta se efectud
aleatoriamente, como se muestra en (fig.3) y tabla lll.

A

8 ‘ £ 8 ’

Figura 3. Distribucidn de muestras por dispositivo intraoral.

Placa A B C D E Distribucion de
muestras
PB XP Cull PB Cu | XP Cull + Zn PBU Cu | Figura 2
2 XP PBCull XP Cu ll PBU Cu ll PBUCul + Figura 1
Zn
3 PB XPCul + PBCul+2Zn PBUCu | + PBU Cu | Figura 2
Zn Zn
4 XP XPCull + PBCull + PBU Cu Il + PBU Cu ll Figura 2
Zn Zn Zn
5 PB XP Cu PB Cull PBU Cu | PBU Cu Il + Figura 2
Zn
6 XP PBCull XP Cu ll PBU Cu ll Figura 3
7 PB Cull XP Cu PB Cull PBU Figura 3
8 XP Cu ll PBCul+ XP Cul+2Zn PBU Figura 3
Zn
9 PBCul + XPCul + PB Cull + PBU Figura 3
Zn Zn Zn
10 XP Cu ll + PBCull + PBUCul + PBU Cu Il + Figura 3
Zn Zn Zn Zn

Tabla IllI. Distribucién de muestras por dispositivo intraoral.

La recoleccidén de dispositivos se realizé a primera hora el dia después a la ultima
noche de uso, para lo cual se les solicito a los voluntarios llegar utilizando el dispositivo
intraoral.

Para la extraccion de los discos desde el dispositivo, ésta se efectué inmediatamente
recibido el dispositivo por parte del voluntario. Para esto, se utilizé una espatula de
cera n°7 calentada en mechero. Luego los discos fueron almacenados en tubos
Eppendorfde 1.5 mL, previamente rotulados, sobre los cuales se pipeteé 1 mL de agua
milli-Q; finalmente las muestras se congelaron a -80°C, en espera del kit de extraccion
de DNA.
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Para la rotulacion de los tubos tipo Eppendorf, se utilizé la tabla previamente expuesta,
combinando filas y columnas, obteniendo numero de placa y polimero de la siguiente
forma: 1A a 1E, 2A a 2E, 3A a 3E, etc. Dicho rotulado se efectud con lapiz indeleble.

Para la extraccion de ADN, se descongelaron los tubos tipo Eppendorf a temperatura
ambiente, obteniendo las muestras rotuladas, correspondientes a los siguientes
polimeros que se aprecian en la tabla IV.

Polimeros adhesivos Muestras
PB 1A-3A
PB Cu | 7A-1C-5C
PB Cu I 2B-6B-7C
PBCul+2Zn 9A-8B-3C
PB Cull + Zn 10B-4C-9C
XP 2A-4A-6A
XP Cul 1B-7B-5B
XP Cull 8A-2C-6C
XP Cul+2Zn 3B-9B-8C
XP Cull +Zn 10A-4B
PBU 7D-8D-9D
PBU Cu | 3E
PBU Cu I 2D-6D-4E
PBU Cu |l + Zn 10C-3D-2E
PBU Cu Il + Zn 4D-10D

Tabla IV. Muestras disponibles por tipo de polimero.

Cabe senalar que los discos 5A, 5D y 5E no formaron parte de este estudio, puesto a
que se extraviaron en la etapa de uso de dispositivo por parte de los voluntarios. Los
discos 1D y 1E se rotularon erroneamente bajo el nombre de “1D”, por lo que al
desconocer de qué polimero se trataba, se decidié descartar ambas muestras.

Para la realizacion de la siguiente etapa, se siguieron las indicaciones del kit de
extraccion DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen®, Germantown, EE.UU)#%),

Una vez descongelados los tubos Eppendorf, se unieron en un mismo tubo aquellas
muestras que correspondian al mismo tipo de polimero, con tal de obtener una mayor
cantidad de ADN; luego se procedio a agitar en vortex cada tubo por 20 minutos.

A continuacion, se procedioé a preparar la base del buffer de lisis enzimatico, el cual
consistio en 108 pL de Tritén X-100, 0.0052 g de EDTA (2 mM), 0.0283 g de Tris-HCI
(20 mM) y 8.892 L de agua ultrapura. Para dicho preparado, justo antes de usarlo, se
agregaron 0.18 g de lisozima y esterilizé por filtracion. Ya finalizada la etapa de vértex,
se rotuld un tubo coénico por polimero y se juntaron las muestras seleccionadas. Se
sometieron los tubos conicos centrifugacion a 7.500 rpm por 10 minutos; se descart6
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el sobrenadante, cuidando dejar 200 pL para resuspender el pellet y traspasarlo a un
tubo tipo Eppendorf de 1.5 mL.

Se procedio a terminar la preparacion del buffer de lisis enzimatico, agregando la
lisozima y filtrando. Una vez listos todos los traspasos a tubos tipo Eppendorf de 1.5
mL, se agrego a cada uno de ellos, 180 pyL de buffer de lisis enzimatico y se dejo
incubar por 30 minutos a 37 ° C, en una estufa de cultivo.

A continuacion, se agregaron 25 uL de proteinasa Ky 200 uL de buffer AL (sin etanol),
resuspendiendo. Se mezcloé en vortex y se dejé incubar por 30 minutos a 56 °C; se
realizd Spin.

Se anadieron 200 L de etanol absoluto (grado molecular) y se mezclé en vortex por
15 segundos; se realizd Spin.

Se agregd la mezcla a la columna, se centrifugd a 8.000 rpm por 1 minuto y se descarté
el fluido. Se coloco la columna en un nuevo tubo de recoleccion y se afiadieron 500 pL
de buffer AW1. Se centrifugé a 8.000 rpm por 1 minuto y se descarto el fluido.

Se coloco la columna en un nuevo tubo de recoleccidon y se agregaron 500 L de buffer
AW2, se centrifugé a 14.000 rpm por 3 minutos y se descarto el fluido y tubo de
recoleccion.

Se saco la columna cuidadosamente sin que la membrana entrara en contacto con el
fluido, se elimind el fluido y volvié a centrifugar a 14.000 rpm por 1 minuto. Se descarto
el fluido y el tubo de recoleccidn.

Se dispone la membrana en un tubo tipo Eppendorf limpio de 1.5 mL y se agregaron
100 pL de buffer AE a la membrana, se dejé incubar por 1 minuto a temperatura
ambiente y luego se centrifugd por 1 minuto a 8.000 rpm.

Antes de guardar el extracto, se extrajo una alicuota de 5 yL en un tubo de 0.2 mL
para la posterior medicion del ADN mediante fluorescencia. Se almacené esta alicuota
a 4 °C. El extracto se guardé a -80 °C.

6.6 Sorcion y solubilidad

Para la ejecucion de esta prueba, se recurrié a la especificacion 1ISO 4049:2000¢49), |a
cual permitié determinar el protocolo para valorar la capacidad de sorcion y solubilidad,
en medio agua, para los polimeros adhesivos experimentales, y de esta manera,
evaluar la estabilidad en medio acuoso de la matriz polimérica formada.

Para dichos efectos, se utilizaron los polimeros adhesivos PB y XP (tanto
convencionales como aquellos modificados con nanoparticulas), con los cuales se
confeccionaron discos de prueba de 15 mm de diametro y de 1 mm de espesor,
mediante el uso de una matriz de metal. Para esta confeccion, los polimeros adhesivos
fueron fotopolimerizados por 80 segundos con una lampara de fotocurado
Woodpecker® (Guilin, Republica Popular China).
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Los discos fueron llevados a un desecador que contenia gel silica (previamente
desecada) y se mantuvieron dentro del desecador a 37 °C. Transcurridas 22 horas, se
retiraron los discos de prueba y se llevaron a un segundo desecador a 23 °C, por 2
horas, para proceder a pesarlos.

Se repitid el ciclo anterior hasta que se obtuvo una masa constante para los discos de
prueba, correspondiente a ms (pérdida de masa no mayor a 0.1 mg).

Luego del secado final, se hicieron dos mediciones del diametro de cada disco y se
calculo el promedio del diametro. Se midié el espesor del disco en el centro del mismo
en 4 puntos equidistantes de la circunferencia, se calcul6 el area en mm? desde el
diametro promedio, y luego, usando el promedio de espesor, se calculd el volumen (V)
en milimetros cubicos.

A continuacion, se sumergieron los discos de prueba en agua a 37 °C por 7 dias, en
posicion vertical y con una separacién de al menos 3 mm entre cada uno, con un
volumen para cada disco de al menos 10 mL.

Al pasar los 7 dias, se sacaron los discos de prueba, se lavaron con agua, se elimino
el agua superficial de ellos hasta que no se observdé humedad superficial, se airearon
por 15 segundos y se pesaron durante 1 minuto luego de remover toda el agua; esta
medicion es correspondiente a mo.

Después de este pesaje, se reacondicionaron los discos hasta llegar a una masa
constante en el desecador, utilizando el protocolo antes mencionado, llegando a una
masa constante, correspondiente a ms.

Para el calculo de los valores para sorcion de agua (Wsp), en microgramos por
milimetro cubico para cada disco de prueba, se realiz6 con la siguiente ecuacion:

- m2 — m3
sp=—-—"
P %

Para el calculo de los valores para solubilidad (Ws), en microgramos por milimetro
cubico para cada disco de prueba, se realizé con la siguiente ecuacion:

6.7 Citotoxicidad

Respecto al protocolo realizado, se siguieron las directrices empleadas en la
investigacion efectuada por El-kholany et al®, la norma ISO 10993-1247) vy las
instrucciones del fabricante de DeadEnd Fluorometric TUNEL System (Promega®,
Madison, EE.UU.)#849) para evaluar el potencial citotoxico de los polimeros adhesivos
experimentales frente a odontoblastos.
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Para esta prueba, se utilizaron 3 de los 15 polimeros disponibles, correspondiendo 2
de ellos a polimeros adhesivos modificados con nanoparticulas, y el ultimo, a un
polimero adhesivo convencional, los cuales son:

e XPCul

e XPCul+2Zn

e XP

Primeramente, se dispusieron tubos de ensayos estériles y se pipetearon en ellos 5 uL
de polimero a testear, que luego se fotopolimerizaron por 40 segundos a 2 mm de la
superficie externa del tubo de ensayo, mediante el uso de una lampara de fotocurado
Woodpecker® (Guilin, Republica Popular China). Una vez lograda Ia
fotopolimerizacion, se agregaron 5 mL de medio de Dulbecco modificado por Eagle
(DMEM) y se dejo incubar durante 24 horas a 37 °C en una estufa de cultivo
humidificada con CO al 5%. Transcurrido dicho tiempo, se obtuvo este medio de
cultivo proveniente del contacto directo de DMEM con el polimero trabajado, al que
llamaremos “suero de polimero”.

Para la obtencion de los cultivos celulares, se utilizé una linea celular de odontoblastos,
provenientes de la papila apical dental de terceros molares humanos inmaduros. Se
utilizaron gérmenes dentales en estado de campana, se extrajo la papila de ellos y se
coloco en un medio de cultivo de solucion salina balanceada de Hank (HBSS) con
tripsina al 0,25% y se dejo a 37 °C por 30 minutos en estufa de cultivo, provocando la
disociacion del tejido.

Una vez logrado lo anterior, se centrifugd a 300 rpm por 5 minutos y se cultivaron las
células obtenidas en 24 placas de cultivo a una densidad de 10% células/cm? por placa
de cultivo. Se realizé la preparacion del medio DMEM junto con 10% de suero fetal de
bovino, 1% de glutamina, 3% de penicilina/estreptomicina y 50 uL/mL de acido
ascorbico. Cada cultivo celular recibio 1 mL de este medio preparado; luego, dichos
cultivos fueron colocados en una incubadora humidificada con CO2 al 5% a 37 °C; el
medio de las células fue recambiado cada 2 a 3 dias.

Luego de 7 dias de cultivo, las células fueron tripsinizadas, para luego realizar un
subcultivo de las mismas a la mitad de la densidad inicial. Posteriormente, se realiz6
un proceso de inmortalizacion celular, utilizando un régimen de 3T6.

Las células inmortalizadas se colocaron en un medio estéril con DMEM modificado con
10% de suero fetal bovino, glutamina, penicilina/estreptomicina y 50 uL/mL de acido
ascorbico. Se aplicaron 10 mL de este medio a las células, el cual fue reemplazado
cada 2 a 3 dias. Las células fueron incubadas a 37 °C en incubadora humidificada con
CO2 al 5%.

Una vez obtenidos los cultivos con una buena densidad celular, se elimin6 el medio de
cultivo de las células y se agregdé 1 mL de medio de cultivo DMEM a placas de cultivo
de 35 mm de diametro, y 3 mL a placas de 60 mm de diametro, para posteriormente
agregar 100 uL de suero de polimero por cada mL de DMEM presente por placa de
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cultivo. Finalmente se dejo incubando por 24, 48 y 72 horas en incubadora
humidificada con CO:2 al 5%.

Para cada momento de extraccion mencionado (24, 48 y 72 horas), se extrajeron dos
cubreobjetos, que fueron fijados con formaldehido al 4% libre de alcohol, dejandolos
durante 30 minutos; a continuacion, se realizaron 2 lavados con buffer fosfato salino
(PBS) durante 5 minutos por cada cubreobjeto.

Para la observacion de las muestras, éstas fueron preparadas mediante
permeabilizacion con Tritdon X-100 al 1% durante 10 minutos. De ahora en adelante,
se llevd a cabo la aplicacion de DeadEnd Fluorometric TUNEL System (Promega®,
Madison, EE.UU.)#849)_ Respecto a dicho protocolo, se hicieron algunas variaciones,
las que consistieron en:
e En lugar de usar 100 uL de buffer de equilibracion, se ocuparon 50 uL por
cubreobjeto.
e Para la obtencion de 2X de citrato de sodio salino (SSC) se diluyeron 2 mL de
este compuesto (SSC) en 18 mL de agua desionizada.
e Para la preparacion del reactivo se utilizé la siguiente formula:
- Buffer de equilibracion: 45 uL x 18 uL = 810 uL
- Mix de nucledtidos: SuL x 18 uL =90 pL
- Enzima transferasa terminal (rTdT): 1uL x 18 uL = 18uL
- Total =918 uL

Una vez realizados todos los pasos previamente mencionados, el examinador
previamente calibrado, se dispuso a analizar las muestras mediante la deteccién de
fluorescencia verde localizada de células apoptéticas bajo un fondo azul. Dicha
visualizacion se efectué bajo microscopio de fluorescencia, a una magnificacién de
40x, donde se realizd la observacién de 10 campos por muestra, de forma aleatoria,
observandose 100 células por campo.

6.8 Analisis estadistico
Para la prueba de difusion en agar, se utilizo el analisis de varianza de una via

(ANOVA) y test de Fischer, para detectar los efectos significativos de las variables
estudiadas, con un p-valor de 0.05.
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7. Resultados
7.1 Difusion en agar

En relacién a lo examinado por los investigadores, los resultados obtenidos fueron
consignados en la siguiente tabla, donde se expresa el tamafio del halo inhibitorio
observado en cada uno de los compuestos trabajados, expresado en milimetros (mm),
tanto para polimeros experimentales como convencionales, incluyendo como control
positivo la clorhexidina. De esta forma, se considera que mientras mayor sea el tamafno
de halo inhibitorio, mayor es el efecto inhibitorio del compuesto sobre el crecimiento
bacteriano.

Tamaio halo inhibitorio (mm)

ST Muestra Duplicado Triplicado
PB 0 0 0
PB Cul | 0 0 0
PB Cu ll 0 0 0
PBCul+2Zn 0 0 0
PB Cull + Zn 0 0 0
XP 12 12 12
XP Cull 16 16 16
XP Cu ll 12 12 12
XP Cul+2Zn 16 16 16
XP Cu ll +Zn 12 12 12
PBU 7 5 7
PBU Cu | 16 8 16
PBU Cu Il 16 15 14
PBU Cu | + Zn 15 13 16
PBU Cu Il + Zn 16 17 18
Clorhexidina al 0,2% 19 19 19

Tabla V. Resultados de prueba difusion en agar por triplicado.

En la tabla V, se muestran los resultados obtenidos de cada triplicado, sdlo
observandose resultados dispares en la medicidn de los triplicados del halo inhibitorio
en los polimeros PBU y todas sus variantes.

Se observa que el control positivo, correspondiente a la clorhexidina, generé el halo
inhibitorio de mayor tamafio, mientras que en el polimero PB y en todas sus variantes
no se observo halo inhibitorio alguno.

De los resultados, los mas consistentes corresponden a los observados en el polimero

XP y a sus variantes, pues en ellos los valores observados fueron los mismos en cada
triplicado segun la muestra.
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Difusién en Agar

Convencional Cull Cul+Zn Cull+Zn

= = ]
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Tamafio Halo Inhibitorio (mm)
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o

o N B~ O

Polimero Adhesivo

mXP mPBU

Figura 4. Grafico de difusidén en agar, que expresa el tamafo del halo inhibitorio en
milimetros (mm), observado en cada polimero adhesivo.

En relacion al analisis de los datos (fig.4), no existe una diferencia estadisticamente
significativa entre usar como polimero de base XP o PBU, pues la media obtenida de
los tamanos de halo inhibitorio es la misma para cada polimero (p>0.05). En relacion
a las nanoparticulas afadidas a cada polimero base, dicha modificacion si es
estadisticamente significativa en relaciéon a los resultados obtenidos, demostrando de
esta forma que no todas las nanoparticulas y sus combinaciones tienen los mismos
efectos (p<0.05). Al analizar los dos factores (polimero base y nanoparticulas
anadidas), se observa que estadisticamente si existe una interaccion entre ellos
(p<0.05). Es preciso mencionar que para dicho analisis los datos recogidos en los
polimeros PB y todas sus variantes, fueron excluidos por ser considerados datos
anomalos.
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7.2 Microdiluciéon

En relacién a lo observado, los resultados fueron consignados (fig. 5), donde se
muestra la concentracion inhibitoria minima (CIM) expresada en porcentaje (%) de los
polimeros experimentales y cada una de sus variantes, obtenida a las 48 horas. La
concentracion inhibitoria minima expresa la menor concentracion de polimero en la
cual no se observé crecimiento bacteriano, lo que implica que a menor CIM, mayor es
la potencia antimicrobiana del polimero adhesivo.

Concentracién Inhibitoria Minima (CIM)

PBU Cu Il [
PBU Cu | I
XP Cull+zn I
o
=
$ XPCul+zn IR
=
©
© XP Cull
o
@
E XP Cul I
©
O pBCull+zn I I
PB Cul+Zzn I
PB Cull I
PB Cul I

Concentracion (%)

m25% m12,50% ®m6,25% =3,13% m1,56%

Figura 5. Grafico de concentracion inhibitoria minima (CIM), expresada en porcentaje
(%) por polimero adhesivo.

Se aprecia que en todas las variantes de polimero XP, se obtuvo una CIM de 25%,
correspondiendo a aquel valor con menor potencia antibacteriana. En las variantes PB,
aquel polimero experimental modificado con Cu Il + Zn, fue el que arrojo los mejores
resultados, mostrando una CIM de 1,56%.

En relacion a las variantes PBU, los polimeros modificados con Cu | + Zny Cu Il + Zn,
no fueron considerados, debido a que no se lograron obtener resultados medibles.
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7.3 Extraccion de ADN

Los resultados de esta prueba, se muestran en (fig. 6), donde se muestra la cantidad
de ADN extraida, expresada en nanogramo por microlitro (ng/uL), por cada variante de
polimero adhesivo.

Extraccion de ADN
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w
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Figura 6. Grafico de cantidad de extraccion de ADN, expresada en
nanogramo/microlitro (ng/uL).

La mayor cantidad de ADN que se extrajo fue de 4.26 ng/uL, la que correspondia a los
discos de polimero adhesivo PBU convencional.

Por otro lado, la menor cantidad registrada se observo en el polimero adhesivo PBU
modificado con Cu Il, obteniendo un recuento de 0.074 ng/uL. Respecto al polimero
adhesivo XP convencional, los resultados no fueron considerados, por encontrarse
fuera de rango de medicion.
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7.4 Sorcién y solubilidad

Los resultados obtenidos para la prueba de sorcion y solubilidad se observan a
continuacién en las figuras 7, 8 y 9.
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Figura 7. Curva de evaluacion del potencial de sorcién de la serie de polimeros

adhesivos PB en funcién del tiempo, expresado en horas (h) y dias (d), donde CT
corresponde al polimero adhesivo convencional.
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Figura 8. Curva de evaluacion del potencial de sorcién de la serie de polimeros

adhesivos XP en funcién del tiempo, expresado en horas (h) y dias (d), donde CT
corresponde al polimero adhesivo convencional.
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Solubilidad
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Figura 9. Grafico de solubilidad total posterior al desafio de sorcion acuosa, donde se
expresa el porcentaje de masa perdido por cada polimero adhesivo modificado con
nanoparticulas, en comparacién al convencional.

Mediante la obtencion de msy m» para cada polimero adhesivo, fue posible observar
en la curva de sorcion (fig. 7 y 8), que aquellos polimeros adhesivos modificados con
nanoparticulas presentaron un comportamiento mas uniforme en relacion a la cantidad
de solucion que se fue incorporando de manera progresiva al cuerpo de prueba, en
comparacién al polimero adhesivo convencional (CT), el cual presentd un
comportamiento mucho mas fluctuante a lo largo del tiempo, mostrando variaciones
que fueron mucho mas marcadas en el polimero adhesivo XP convencional.

Los polimeros adhesivos modificados con nanoparticulas, mostraron peaks de sorcién
en las primeras 7 horas, mientras que a medida que pasaba el tiempo (3 a 7 dias)
presentaban una mayor estabilidad, destacando aquellos modificados con
nanoparticulas de Cu ll'y Cu Il + Zn.

Desde el punto de vista de la solubilidad, fue posible determinar el porcentaje de masa
que fue lixiviado al medio de cada polimero adhesivo (fig. 9). Existe una marcada
diferencia al comparar los polimeros adhesivos PB con los XP, donde estos ultimos
son los que presentan una mayor estabilidad, cuya solubilidad no excede el 22%, a
diferencia de los PB, donde se aprecia el valor mas alto, alcanzando un 44.3%.
Respecto a los polimeros adhesivos modificados con nanoparticulas, aquellos que
contienen Cu Il y Cu Il + Zn fueron los que presentaron mayor estabilidad al finalizar
el desafio, presentando una menor pérdida de masa, versus los demas polimeros
adhesivos (p<0,05).
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7.5 Citotoxicidad

Los resultados de esta prueba, se muestran en la tabla VI y fig. 10, donde se expresa
la cantidad de odontoblastos (viables y apoptéticos), junto con el porcentaje de
viabilidad celular, en relacion a unidad de tiempo; dicha visualizacién se llevo a cabo
en 3 momentos, los cuales corresponden a 24, 48 y 72 horas. Asi, a mayor viabilidad
celular, mayor sera la biocompatibilidad del material.

Polimero Tiempo N° Células N° Células Total Células Viabilidad
Experimental (horas) Apoptoticas Viables Observadas Celular (%)
24 0 1000 1000 100
XP 48 0 1000 1000 100
72 4 996 1000 99.6
24 19 981 1000 98.1
XP Cull 48 29 971 1000 97.1
72 49 951 1000 95.1
24 5 995 1000 99.5
XP Cul+2Zn 48 27 973 1000 97.3
72 40 960 1000 96

Tabla VI. Cuadro resumen de cantidad de odontoblastos viables y apoptéticos por
tiempo, segun polimero experimental.

Viabilidad Celular
100
99
98
97
96
95
94
93

Porcentaje (%)

24 48 72
Tiempo (Horas)

EXP mXPCul mXPCul+2Zn

Figura 10. Grafico de porcentaje de viabilidad celular de odontoblastos en el tiempo.

Respecto a lo observado, la mayor viabilidad celular se registré en el polimero XP,
encontrandose un 100% de viabilidad a las 24 y 48 horas, y de 99.6% a las 72 horas.
Por otro lado, aquel que presentd un menor porcentaje de viabilidad fue el polimero
XP Cu |, obteniéndose el valor mas bajo a las 72 horas (95.1%).

Cabe senalar, que la mayor diferencia porcentual entre los valores mas altos y bajos
obtenidos, corresponden a un 4.9%
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8. Discusion

A través del presente estudio y mediante todas las pruebas y test llevados a cabo, ha
sido posible determinar que los polimeros adhesivos modificados con nanoparticulas
de cobre y zinc, presentan un mejor rendimiento en cuanto a potencial antimicrobiano
y de citotoxicidad, en comparaciéon a los polimeros convencionales no modificados,
evidencia que nos permite aceptar la hipétesis planteada.

En relacion a la prueba de difusion en agar, no se observé un halo de inhibicidén en los
polimeros adhesivos PB (libres de HEMA), tanto para el convencional como para los
modificados con nanoparticulas, lo que pudo deberse a la presencia de acetona como
solvente organico dentro de los componentes de este sistema. La acetona es una
sustancia altamente volatil e hidrofoba®”), caracteristica que pudo haber sido
responsable de su baja capacidad de difusion en el agar, y que de esta manera, el
area de contacto no fuera efectiva para su medicién en comparacion con los demas
sistemas.

Respecto a los polimeros adhesivos XP y PBU, se observa un incremento en el
potencial antimicrobiano en todos aquellos polimeros adhesivos modificados con
nanoparticulas, en comparacion con los polimeros convencionales no modificados.
Con esto, se demuestra que la presencia de nanoparticulas mejora la capacidad de
impedir el crecimiento bacteriano; dicho atributo es propio del cobre y zinc, los cuales
poseen propiedades bactericidas y bacteriostaticas que han sido comprobadas
previamente en otros estudios(32:3538),

En el test de microdilucion, cabe mencionar, que respecto a los polimeros adhesivos
PBU modificados con Cu | + Zn y con Cu Il + Zn, se presentaron dificultades en la
manipulacion, lo que impidié obtener resultados reproducibles, por lo que los datos
obtenidos para esas dos variantes no fueron concluyentes.

En relacion a los polimeros adhesivos XP, se obtuvieron los mismos resultados para
todas sus formulaciones, no observandose diferencias entre las distintas
nanoparticulas presentes y sus concentraciones. Lo anterior podria deberse a que en
el momento de homogeneizar los polimeros adhesivos con el caldo BHI, se formo un
precipitado color rojizo, lo cual pudo impedir la medicidén de la real efectividad de esta
variante.

Las formulaciones correspondientes a los polimeros adhesivos PB (sin HEMA),
presentaron la mayor potencia antimicrobiana y biocida frente a S. mutans,
observandose el mejor resultado para aquel modificado con Cu Il + Zn. Este sistema
adhesivo, al poseer un alto contenido de acetona®”), la cual fue descrita anteriormente,
pudo permitir la dispersion, no sélo de las particulas en el sistema, sino que también
su difusion en el medio acuoso de caldo BHI, a diferencia del test de difusion en agar,
permitiendo que se expresase mayormente su capacidad antimicrobiana.

Sin embargo, es necesario destacar que todos los polimeros modificados con
nanoparticulas, demostraron en diferentes grados, un potencial antimicrobiano,
caracteristica que coincide con lo observado en otras investigaciones, donde fue
comprobada la actividad de estas particulas como agentes antimicrobianos(®2:3%.38),
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Respecto a la prueba de extraccion de ADN, se encontro que el polimero adhesivo XP
convencional, estaba fuera de rango medible, por lo que no fue considerado para ser
comparado con su contraparte modificada con nanoparticulas.

El mejor rendimiento observado en esta prueba se manifesté en aquellos polimeros
adhesivos modificados con nanoparticulas de Cu Il + Zn, los cuales mostraron mejoras
respecto a los otros polimeros adhesivos, expresando las propiedades antimicrobianas
que ambas nanoparticulas tienen por separado(®850),

En la prueba de sorcion y solubilidad, fueron sometidas todas las variantes de los
polimeros adhesivos PB y XP; sin embargo, las variantes del polimero adhesivo PBU
no pudieron someterse a este test, debido a la imposibilidad técnica de fabricar los
discos de prueba. Lo anterior se debe a la fragilidad que presentaron los discos al
momento de ser fabricados, los que se fracturaron con facilidad, imposibilitando su
uso. Este sistema (PBU) posee en su composicion diferentes mondmeros de acrilatos
no especificados por el fabricante, los que difieren de los demas polimeros adhesivos
testeados; se piensa que alguno de estos monomeros podria ser de alta rigidez
posterior a la polimerizacién. La inclusién de mondmeros de cadena larga, impide la
flexibilidad de movimiento, o que no es beneficioso para el sistema adhesivo, pues
podria aumentar la tension en la matriz polimérica, o que explicaria lo observado
durante su manipulacion('®),

Para la prueba de sorcion, se observé que el polimero adhesivo XP convencional
presento la mayor fluctuacion y los mayores peaks respecto a la captacidén de solucion
en el tiempo, lo que se debe a la composicidon propia de este polimero, pues posee
HEMA en su formulacion; este mondmero de resina presenta dentro de sus
propiedades la absorcion de agua, siendo ésta una de sus grandes desventajas(6-2%),
Aquellos polimeros adhesivos modificados con nanoparticulas, tanto para la variante
PB como XP, presentaron una mayor estabilidad ante la sorcion. Esto se explica por
la presencia de nanoparticulas de cobre, las que al tener una funcionalidad
fotoconductiva, potencian un mayor grado de conversion del polimero adhesivo®3).
En la prueba de solubilidad, los polimeros adhesivos XP son los que mostraron un
menor porcentaje de solubilidad, en comparacion a los polimeros adhesivos PB. Esto
se debe a que los primeros presentan HEMA dentro de su composicion, el que le
otorga a este polimero adhesivo un mayor grado de conversidon, mejorando asi la
estabilidad de la matriz polimérica, disminuyendo la pérdida de masa(®'-53),

Por otro lado, la presencia de nanoparticulas incrementd la estabilidad de los
polimeros adhesivos, en especial aquel con Cu Il + Zn. Se ha comprobado que la
incorporacion del zinc mejora las propiedades mecanicas de los sistemas
adhesivos®4), lo cual se condice con lo observado en nuestros resultados.

Es preciso sefalar que la prueba de sorcion y solubilidad pretende exponer al
biomaterial, en este caso a polimeros adhesivos, a una situacién extrema, para asi
llevarlo al limite de sus capacidades. Es de esperar que, en condiciones normales de
funcionamiento, como lo es el medio bucal en este caso, su comportamiento sea mas
efectivo y eficiente.

Para el test de citotoxicidad, se decidi6 someter a esta prueba a los polimeros
adhesivos de los que se obtuvo la mayor cantidad de resultados con las pruebas
anteriormente mencionadas, los que corresponden a los polimeros adhesivos XP;
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dentro de dicha variante, s6lo se efectud con el polimero adhesivo convencional y con
aquellos modificados con nanoparticulas de Cu | y Cu | + Zn. Los otros polimeros no
fueron sometidos a experimentacion por temas de tiempo.

El mayor porcentaje de viabilidad celular se observd en el polimero adhesivo
convencional, mientras que el menor obtenido fue para el polimero adhesivo
modificado con nanoparticulas de Cu |, en todos los momentos para ambos casos. Es
importante resaltar que la viabilidad celular mas alta alcanzada es del 100% y que la
diferencia porcentual entre el mayor y el menor valor fue de 4.9%, lo que no fue
estadisticamente significativo.

El polimero adhesivo modificado con nanoparticulas de Cu | + Zn mostr6 mejores
resultados que aquel que solo presentaba cobre, exhibiéndose un aumento en la
viabilidad de los odontoblastos. Lo anterior, puede explicarse gracias a las propiedades
del zinc, las que han sido estudiadas anteriormente en otras investigaciones®®); el zinc
tiene la capacidad de disminuir la citotoxicidad del cobre, lo que mejora las
propiedades de biocompatibilidad del polimero adhesivo.

A pesar de que la viabilidad celular de los odontoblastos se vio comprometida en los
polimeros adhesivos modificados con nanoparticulas, ésta nunca descendio del 95%,
dejando en evidencia la biocompatibilidad de estos polimeros adhesivos. Junto con
ello, es relevante decir que el uso de estos polimeros esta pensado para ser aplicado
en cavidades dentarias moderadas®'), es decir, cuyo espesor remanente minimo de
dentina sea de 2 mm, por lo que no estda disefado para ser utilizado como
recubrimiento pulpar directo, por ende, no estaria en contacto con los odontoblastos,
reduciéndose al minimo su citotoxicidad®"). En sumatoria a lo anterior, cabe sefialar
que, a pesar que las nanoparticulas de cobre y zinc, debido a su tamafnio,
eventualmente podrian atravesar los tubulos dentinarios, éstas no se encuentran libres
en el medio, sino que se encuentran inmersas en una matriz polimérica, lo que impide
su paso directo a través de los tubulos.

Gracias al desarrollo de todas las pruebas y considerando los resultados obtenidos por
medio de las mismas, podemos decir que las nanoparticulas son capaces de conferir
caracteristicas bioactivas, antimicrobianas y de biocompatibilidad a los polimeros
adhesivos modificados, donde la combinacion de cobre y zinc toma vital relevancia,
manteniéndose sus propiedades individuales, y al mismo tiempo, potenciandose entre
ellos, evidenciando un mejor rendimiento antimicrobiano y disminuyendo el potencial
citotéxico. Asimismo, se comprueba que aquellas formulaciones que presentan HEMA
en su composicién, son los polimeros adhesivos que figuran como fuertes candidatos
potenciales a continuar con la investigacion, debido a su alta estabilidad en la matriz
polimérica, propiedad que se convierte en una ventaja al momento de la eleccién de
este tipo de biomateriales.
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9. Conclusion

La incorporacion de nanoparticulas en los biomateriales parece ser una opcién viable
dentro del ambito odontoldgico, pues éstas potencian las caracteristicas intrinsecas de
los mismos, y simultaneamente, expresan sus propiedades individuales, obteniéndose
una complementariedad entre ellos, la que permite obtener lo mejor de cada uno. Junto
con lo anterior, cabe destacar que, tanto el cobre como el zinc, son materiales de facil
obtencion y de bajo costo, por lo que su aplicacidon es bastante plausible de realizar.

Enmarcado en lo anterior y de validarse su aplicacion clinica, los polimeros adhesivos
modificados con nanoparticulas de cobre y zinc se perfilan como una excelente opcion
para ser implementados en sustratos dentinarios de alto riesgo cariogénico.

Es por ello, que estos polimeros adhesivos no sélo se vuelven aplicables para
pacientes irradiados por cancer de cabeza y cuello, sino que para todo tipo de
pacientes cuyo riesgo cariogénico sea alto y dificil de controlar, como en el caso de
adultos mayores con caries radiculares, nifios con caries de inicio precoz y pacientes
con xerostomia.
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10.Sugerencias

Respecto a la utilizacion de los polimeros adhesivos modificados con nanoparticulas
de cobre y zinc, se sugiere la sonicacion previa al uso de los mismos, y que dicho paso
sea parte del protocolo para la realizacion de pruebas y evaluaciones futuras. La
sonicacién es una etapa clave, ya que permite una adecuada homogeneizacion de las
nanoparticulas y su dispersion dentro de la matriz polimérica, pudiendo mejorar la
manipulacion y permitiendo una mayor expresion del potencial antimicrobiano.

Se propone modificar el protocolo de la prueba de difusion en agar, de manera que el
disco de papel filtro embebido con el polimero adhesivo quede en contacto directo con
el agar, y asi obtener resultados atribuibles a la real efectividad de los polimeros.

Sobre la prueba de microdilucién, se recomienda aplicar el mismo protocolo a los
polimeros adhesivos convencionales y asi obtener la concentracion inhibitoria minima
para cada uno de ellos. De esta manera, dichos resultados pueden ser contrastados
con los ya recolectados, y asi comparar la efectividad antimicrobiana de los polimeros
adhesivos modificados con nanoparticulas en comparacibn a lo que ofrece
actualmente el mercado.

Respecto a la prueba de extraccion de ADN, se sugiere realizar un aumento en el
diametro de los discos de prueba para obtener un mayor recuento de ADN. En el
estudio de De Melo et al®¥, en el cual se basé dicha prueba, se utilizé un disco que es
2.6 veces mayor al diametro utilizado en nuestro estudio, logrando asi una mayor area
para la formacion de biofilm, y posteriormente, una recoleccion mayor de ADN.
Respecto a esto mismo, se propone aumentar el numero de participantes en esta
prueba y, por ende, el numero de discos, con el objetivo de lograr lo anteriormente
mencionado.

Sobre el protocolo de mantenimiento de los dispositivos, se sugiere modificar el mismo,
ya que en él no se especifica el tiempo de lavado de los dispositivos por parte de los
usuarios. Asimismo, el presente estudio establecid el lavado bajo un chorro de agua
potable, la cual varia en su composicion de acuerdo a la zona de residencia de cada
uno de los participantes, junto con la potencia de dicho chorro; ambos factores
pudieron incidir en la variacién de los resultados.

Se propone también agregar muestras de discos que no contengan polimero alguno,
ya sea convencional o modificado, con la finalidad de contar con un grupo control de
microbiota oral, lo que ayudaria a mejorar la interpretacion de resultados.

Sobre el test de sorcion y solubilidad, se propone ejecutar dicha prueba también en los
polimeros adhesivos, convencional y modificados, de la variante PBU, para poder
recabar mas datos y hacer una comparacién con los ya obtenidos.

En relacion a la prueba de citotoxicidad, cabe sefialar que, por temas de tiempo, ésta
no pudo ser completada. Se sugiere seguir el mismo protocolo, pero que sea aplicado
a todos los polimeros, tanto convencionales como modificados de las otras variantes.
Se sugiere ademas realizar esta prueba por triplicado.
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Se recomienda continuar con esta linea de investigacion, puesto que los resultados
obtenidos son prometedores, y de comprobarse una plausibilidad clinica, podria
favorecer enormemente a la poblacion de riesgo.
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12. Resumen

Background: El cancer de cabeza y cuello representa el 4% de cancer a nivel
mundial’2. Su tratamiento suele incluir radioterapia, provocando efectos colaterales
negativos en los tejidos sanos intraorales. Una de las lesiones mas prevalentes es la
caries de radiacion', la que al ser restaurada debe ser recambiada en el tiempo por
la degradacién del margen diente-restauracion por efecto de esterasas bacterianas®.
Es por esto que es menester encontrar un polimero adhesivo biocompatible con
propiedades antimicrobianas.

Objetivos: Determinar el potencial antimicrobiano y citotoxico de polimeros adhesivos
modificados con nanoparticulas de cobre y zinc, en comparacion al polimero adhesivo
convencional.

Materiales y métodos: Se llevd a cabo un estudio experimental in vitro donde se
efectuaron pruebas de halo inhibitorio, citotoxicidad, concentracion inhibitoria minima
(CIM) y conteo de ADN, para lo anterior se utilizé la prueba ANOVA y Test de Fisher
para analisis estadistico.

Resultados: Los polimeros modificados con nanoparticulas mostraron mejores
resultados frente a la inhibicion de crecimiento bacteriano; el polimero convencional es
el que presenta el menor potencial citotdxico versus los polimeros modificados;
respecto a CIM de los polimeros modificados, el que expresd mejor resultado es Prime
And Bond 2.1®, Dentsply® modificado con nanoparticulas de Cu Il + Zn.

Discusion y Conclusiones: Se ha demostrado que la adicidon de nanoparticulas
incrementa las propiedades antimicrobianas de los polimeros convencionales. La
sonicacion debe ser una etapa fundamental en el protocolo de aplicacién de los
polimeros experimentales. Creemos necesario seguir con la investigacion en base a
los resultados obtenidos.
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14. Anexos

14.1 Formulario de consentimiento informado

*

oW Universidad

* i
Ny deValparaiso
CHILE
Facultad de Odontologia
Catedra de Materiales Dentales

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO USO DE DISPOSITIVO
INTRAORAL

Este formulario tiene dos partes

1. La hoja informativa
2. El certificado de Consentimiento (para registrar su autorizacion)

Recibira una copia de este formulario completo
Parte 1. Hoja Informativa

La facultad de Odontologia de la Universidad de Valparaiso, ademas de dar la atencion
necesaria para diagnosticar y tratar enfermedades de la boca, realiza investigacion
que se publica en revistas cientificas y se presenta en congresos, cursos y a los
alumnos de la Facultad.

Parte de las investigaciones que se realizan, requieren del uso de aparatologia
intraoral, que incorpora biomateriales de uso cotidiano en la practica odontologica, con
el objetivo de extraer una muestra del biofilm bacteriano presente en boca.

A través de este documento queremos solicitar la disponibilidad para utilizar dicho
dispositivo intraoral en investigaciones.

El tipo de investigacion que se realizara con el dispositivo intraoral incluye:

1. Toma de impresion de maxilar superior para confeccion de placa intraoral

2. Confeccion de placa intraoral transparente, mediante estampado en modelo de
yeso, la cual abarcara toda la zona dentada, cubriendo toda la corona dentaria
hasta parte de encia adherida y que tendra incorporadas 4 muestras de
polimero adhesivo y resina compuesta.

3. Uso del dispositivo intraoral por un periodo de 10 dias, 8 horas diarias (durante
la noche), manteniendo higiene oral habitual y limpiando el dispositivo solo con
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agua, sin frotar y almacenar en una caja que sera proporcionada para proteger
el dispositivo mientras no se encuentre en uso.

Devolucién del dispositivo al equipo investigador.

Recoleccion de biofilm bacteriano presente en el dispositivo intraoral para
analisis de recuento y tipo de biofilm bacteriano y cultivo del biofilm presente.

ok

Si usted no desea utilizar el dispositivo y/o que sea analizada la muestra de biofilm
bacteriano para algun tipo de estudio en especial o para ningun tipo de estudio, lo
puede indicar mas adelante y su decision sera respetada. Asimismo, podra abandonar
en cualquier momento la presente investigacion, sin tener que dar explicacion o cuenta
de los motivos y razones que tenga para ello.

La exposicidén de los datos obtenidos sera andnima, es decir, no se publicara a quién
corresponde cada muestra de biofilm. A si mismo, no se pagara ni se dara otro
incentivo por la participacion en la investigacion, sélo se hara entrega del perfil
bacteriano y riesgo cariogénico una vez obtenida la informacién.

Toda investigacion que se realice con su muestra contara con la revision del Comité
de Etica de Investigacion con Seres Humanos de la Facultad de Odontologia, que se
encarga de revisar todas las investigaciones que se realizan con seres humanos y se
preocupa por que se protejan los derechos de quienes participan en investigacion.
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*

g Universidad

* -
Ny deValparaiso
CHILE
Facultad de Odontologia
Catedra de Materiales Dentales

Parte 2. Certificado de Consentimiento para uso de dispositivo intraoral.

Marque con una X, el cuadro que corresponda

DNo participaré en la investigacion y no deseo utilizar el dispositivo intraoral
[ ]Participaré en la investigacion y estoy dispuesto a utilizar el dispositivo en el
tiempo especificado y a analizar las muestras obtenidas.

He leido la informacién, o se me ha leido. He tenido la oportunidad de hacer
preguntas y se me ha respondido satisfactoriamente. Consiento de manera
voluntaria a participar en la investigacion de la manera y para los propdésitos
indicados previamente en este formulario.

Nombre del Paciente

Firma del Paciente

Fecha
Dia/mes/ano
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14.2 Instrucciones de uso de dispositivo intraoral

Instrucciones de uso dispositivo intraoral

e La remocion debe ser en un lugar con puertas y ventanas cerradas, asi
evitamos que se contamine.

e El dispositivo debera ser utilizado por un tiempo de 8 horas diarias (noche), se
les recordara a la hora que deben instalarla. El cepillado se suspende desde del
almuerzo hasta el dia siguiente ( no cepillado nocturno)

e Durante la remocién el dispositivo no puede tocar ninguna superficie, desde su
boca a las cajas plasticas entregadas por el equipo.

 La higienizacion del dispositivo debe ser SOLO BAJO UN CHORRO DE AGUA,
no se debe pasar cepillo de dientes ni usar pastas.
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14.3 Aprobacién bioética

*
= Universidad Comité Etico-Cientifico
e ‘. Universidad de Valparaiso
Ny deValparaiso o
CHILE
Vicerrectoria de Investigacion e
Innovacion

ACTA DE EXTENSION DE APROBACION BIOETICA CEC126-16

Titulo del protocolo: "Study of the impact of radiation in dental hard tissues and in vitro evaluation Of
restorative new strategies for rehabilitation of irradiated patients by head And
neck cancer”

Protocolo niimero: CEC126-16

Fuente de Financiamiento FONDECYT REGULAR N° 1161435

Condicién: Aprobado.

Fecha de aprobacién: 22 de enerode 2019.

Fecha expiracién aprobacion: 22 de enero de 2020.

El Comité Etico-cientifico de la Universidad de Valparaiso CEC-UV, revisa el protocolo "Study of the impact of
radiation in dental hard tissues and in vitro evaluation Of restorative new strategies for rehabilitation of
irradiated patients by head And neck cancer", del Prof. Miguel Mufioz, adscrito a Ja Facultad de Odontologia.

Para su evaluacién el Comité de Etica Cientifica revisé los siguientes antecedentes:
aj Solicitud de extensién de aprobacién bioética presentada por el investigador
b) Protocolo de Investigacidn original presentado
c) Resumen ejecutivo
d) Consentimiento informado
e) CVinvestigador

En la valoracién bioética del proyecto, se consideraron los siguientes aspectos: Valor Social y Cientifico,
Validez Cientifica, Relacion Riesgo/Beneficio, seleccidn justa de Sujetos, Consentimiento Informado, respeto
por los Sujetos de Investigacion y conflictos de interés.

CONCLUSION: En base a los antecedentes evaluados, se acuerda que este proyecto respeta los criterios
bésicos contemplados en las Pautas Eticas para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos vigentes
(CloMS, 2002} y Guia de Buenas Pricticas Clinicas, asi como la legislacién vigente. Este protocolo se
encuentra APROBADO, para continuar su ejecucion, hasta el 22 de enero de 2020.
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