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1.- INTRODUCCION

El cancer es una de las enfermedades mas prevalentes, siendo la causante
de 9,6 millones de muertes a nivel mundial durante el afio 2018™. En Chile, el
21,8% de las muertes que ocurren cada afio son producto del cancer ®. Dentro de
los distintos tipos de canceres encontramos el de cabeza y cuello, el cual
corresponde a un 3% del total de estas patologias®. El tratamiento de eleccién
generalmente es la cirugia, pudiendo estar o no asociada a quimioterapia y/o
radioterapia . El presente trabajo se enfocara en los efectos secundarios que
generan los principales tratamientos de céancer a nivel bucal, especificamente
centrada en la radioterapia, la cual se sabe por la literatura que genera una serie
de complicaciones orales, tales como mucositis, hiposalivacion, caries de
radiacion, osteoradionecrosis, entre otras®.

La caries de radiacion es una de las consecuencias principales del tratamiento con
radioterapia a nivel oral, afectando generalmente la zona cervical dentaria y
viéndose potenciada Joor otros factores como la hiposalivacion generada por este
mismo tratamiento ©”. Se caracteriza por tener rapido progreso y ser altamente
destructiva, por lo que el tratamiento oportuno se hace imperativo para aumentar
el ciclo vital de los dientes afectados.

Kielbassa ha descrito que la respuesta pulpar se ve comprometida producto de la
radiacion de cabeza y cuello, afectando directamente la funcion de los
odontoblastos . La experimentacién in vitro en tejidos dentales ha logrado
demostrar que hay un efecto negativo sobre ellos al ser sometidos a radiacion
ionizante, generando perjuicios en la interfase diente-restauracion y por ende,
nace la necesidad de crear un biomaterial que contrarreste estos perjuicios.

Dentro de los agentes quimicos con propiedades antibacterianas estan las
nanoparticulas de Cobre (Cu), las cuales han sido ampliamente investigadas,
pero su uso en biomateriales dentales no ha sido explotado, abriendo una ventana
de investigacion relevante para los futuros estudios ®. Por otra parte, también
encontramos la nanoparticulas de Zinc (Zn), las cuales generarian una modulacién
de la actividad de las metaloproteinasas de la matriz (MMP) mediante diferentes
mecanismos de accion que aun se encuentran en estudio.

Es por esto que la formulacion de un adhesivo dental que presente dentro de sus
componentes nanoparticulas de Cu y Zn pareciera ser una propuesta viable para
contrarrestar los efectos negativos geneados por la radiacion ionizante en la
interfase diente-restauracion.



2.- MARCO TEORICO

2.1 Histologia de los tejidos dentales

2.1.1 Esmalte

El esmalte es un tejido altamente mineralizado presentando un 95% de
materia inorgénica (principalmente cristales de hidroxiapatita), 1,8% de su
composicion corresponde a tejido organico (principalmente proteinas y lipidos) y
un 3,2% de agua que se ubica en la periferia de los cristales, disminuyendo su
cantidad con el paso del tiempo ®©. La generacién de este tejido depende de
células llamadas ameloblastos, las cuales s6lo se encuentran presentes hasta la
erupcion dentaria, razén por la cual este tejido no podria volver a formarse
nuevamente @9,

2.1.2 Dentina

Presenta un 70% de materia inorganica, 12% de agua y un 18% de
contenido organico. Se compone de una red tubular que separa la pulpa de la
union amelodentinaria y cementodentinaria. Una de las grandes diferencias con el
esmalte, es la caracteristica de permanecer metabdlicamente activa durante el
ciclo vital dentario, por lo que gracias a células odontoblasticas, aun después de la
erupcion posee la capacidad de seguir generando este tejido O®D,

Tipos de dentina:

e Dentina primaria: Toda dentina producida durante la dentinogénesis, la cual
ocurre previo a la erupcion dental y hasta el comienzo de la funcion
oclusal®?,

e Dentina secundaria: Es la dentina que se produce a lo largo de la vida, ante
eventos de traumas o irritacion de avance cronico. Los tubulos dentinarios
se obliteran a partir de una hipercalcificacion V.

e Dentina terciaria: Se genera una deformaciéon de la camara pulpar,
generando una dentina amorfa a partir de los odontoblastos directamente
relacionados y cuya Unica funcidén es impedir el paso del estimulo nocivo
hacia la pulpa en la zona afectada por la noxa ™.

2.1.3 Pulpa

Tejido de tipo conectivo laxo especializado, altamente vascularizado e
inervado. Dentro de su composicion encontramos 75% agua y un 25% de materia
organica, la cual va variando con el paso de los afios producto de la pérdida de
agua y de la calcificacion de los tejidos que la rodean ‘909,



2.2 Adhesién

2.2.1 Sistemas Adhesivos

Los adhesivos son materiales utilizados en la odontologia restauradora con
la finalidad de ser aplicados sobre los tejidos dentarios y generar retencion de las
restauraciones mediante unién micromecénica y quimica ®2.

Segun Norling (2004), las 3 funciones principales de los sistemas adhesivos en
Odontologia, son:

e Conservary preservar mas estructura dentaria.
e Conseguir una retencién 6ptima y duradera.
e Evitar microfiltraciones 2.

2.2.2 Clasificacion de los sistemas adhesivos:
En la literatura podemos hallar multiples formas de clasificar los sistemas
adhesivos utilizados en Odontologia.

Clasificacion de los sistemas adhesivos segun técnica de acondicionamiento
acido:

e Etch and Rinse: Estos sistemas requieren de una fase previa de grabado
acido. Este proceso elimina la capa de smear layer, lo cual facilita la
interaccion del adhesivo con la red coladgena expuesta, garantizando la
infiltracion del adhesivo y sellado de los tubulos dentinarios y asi brindar la
retencién micromecanica a través de los “tags” de resina 9.

e Self etch: Estos sistemas se caracterizan por mondmeros acidos que no
necesitan lavado. El smear layer se altera pero no se elimina; disminuyendo
la capacidad de penetracion de los mondémeros adhesivos y con ello
reduciendo el riesgo de sensibilidad postoperatoria. Se han popularizado
debido a su simplicidad técnica > *9,

De esta clasificacion, podemos obtener una subdivision en base a numero de
pasos y cantidad de botellas que contienen los sistemas adhesivos.



Numero de Cantidad de botellas Descripcion
pasos
Agente grabador, primer y
. adhesivo en botellas
2 pasos + 2063 Primer y adhesivo en
grabado previo misma botella
Primer acido produce
grabado y penetracién del
2 pasos + 2 agente en un paso. En
autograbante botella aparte se encuentra
adhesivo
Agente grabador, primer y
adhesivo se encuentran en
1 paso 1 la misma botella

Tabla I. Subdivision de clasificacion de sistemas adhesivos segun técnica de
acondicionamiento.

*Algunos primer presentan dos botellas que se mezclan previo a la aplicacion.

Clasificacion de los sistemas adhesivos segun sistema de activacion:

e Fotoactivados
e Activados quimicamente
e De doble activacion (dual)

2.2.3 Composicion de los adhesivos dentales:

e Agente grabador: EI mas frecuentemente utilizado en Odontologia es el
acido ortofosforico al 37%. En menor frecuencia se utilizan acidos débiles,
tales como el &cido citrico, maleico, entre otros. También se ha
implementado el uso de resinas alcidicas, tales como el Fenil-Fosfato y




!\l/IZI)D(I;) los cuales actiian como grabadores en los adhesivos autograbantes
e Primer o imprimador: Son soluciones hidrofilicas que tienen afinidad con la
humedad dentinaria. Poseen en su composicion solventes organicos a los
gue se les adicionan monomeros hidrofilicos. El primer ayuda al transporte
de estos mondémeros al interior de la dentina que ha sido desmineralizada
durante el proceso adhesivo. Los solventes del primer desplazan los fluidos
presentes en el interior del tejido, penetrando en los poros que presenta el
mismo. Participan en la evaporacion de agua y permiten que los
monémeros hidrofilicos tomen contacto con las fibrillas de colageno 2 @7,

e Componentes resinosos
o MDP_(Metacriloxyetildihidrégeno fosfato): Se utiliza principalmente
como un mondémero grabador gracias a su grupo di-hidrégeno-
fosfato, el cual puede disociar el agua en dos protones. Por lo tanto,
el etanol y la acetona son sus solventes mas apropiados. También

es relativamente estable ante la hidrolisis 2.

o HEMA (2-hidroxietilmetacrilato): Es un monomero hidrofilico
ampliamente utilizado en el campo médico y odontoldgico gracias a
su buena biocompatibilidad. No puede usarse como agente
desmineralizante, pero su comportamiento hidrofilico ayuda a la
adhesion. Ademas de esto, se adiciona a los sistemas adhesivos
dada su naturaleza similar a los solventes, o que ayuda a dar
estabilidad a las soluciones con componentes hidrofébicos e
hidrofilicos, manteniendo asi los ingredientes en solucion 2 @7,

o 4-META (4-metacriloxietil trimetacrilato) : Se presenta su uso como
agente adhesivo en el afio 1990 por la empresa Parkell con su
producto Amalgambond ®. Este mondmero permite la adhesion entre
amalgama-amalgama, dentina y composite. También se utiliza de
forma frecuente como un mondémero promotor de la adhesion y como
un mondmero desmineralizante. EI 4-META es reconocido por
mejorar la humectacion de los metales, como por ejemplo los de la
amalgama. Autores han reportado que gracias a esta propiedad
existe mejora en la adhesion a esmalte 2.

e Sistemas inhibidores: Los sistemas inhibidores que se adicionan a los
resinas compuestas son antioxidantes que eliminan radicales libres
originados a partir de la reaccion prematura de los iniciadores. En el caso
de los adhesivos, los usados con mayor frecuencia son el hidroxitolueno
butilado (BHT) y el monometil éter hidroquinona (MEHQ) 2.



e Sistemas iniciadores

(@]

o

Iniciadores quimicos: Los adhesivos de activacion quimica requieren
en su composicion la adicibn de un co-iniciador en conjunto al
iniciador. En estos adhesivos el iniciador y el co-iniciador vienen en
contenedores aparte, por lo que deben ser mezclados antes de la
aplicacion en la superficie dentaria. El mas comun de los iniciadores
guimicos en las resinas compuestas es en peroxido de benzoilo
(BPO) en conjunto a una amina terciaria. El BPO reacciona con la
amina como un co-iniciador 2.

Fotoiniciadores

= Canforquinona/sistema co-iniciador: Es una alfa-dicetona
iniciador de la polimerizacion de los radicales libres. Es de los
fotoiniciadores mas comunes en adhesivos y resinas
compuestas, estando asociados a un co-iniciador. La
canforquinona absorbe un amplio espectro de longitudes de
onda de luz, desde los 360-510 nm, siendo su peak 468 nm,
que corresponde a la luz azul @®.

e Solventes: La dentina es un tejido humedo, por lo que para tener una buena
adhesién requerimos de componentes hidrofilicos *9. Por esto, cuando se
agregan monoémeros hidrofilicos a los adhesivos, ademas del solvente, el
comportamiento htimedo del adhesivo se ve drasticamente mejorado .

©)

o

Agua: El agua es un fuerte solvente polar, capaz de disolver iones y
compuestos polares, pero presenta pobre capacidad de disolver
componentes organicos como los mondmeros presentes en las
resinas. Es por este motivo que para mejorar la capacidad solvente
del adhesivo se agrega adicionalmente un solvente secundario, tales
como etanol o acetona 2.

Etanol: Al tener una constante dieléctrica mas baja, el etanol es el
solvente mas apropiado para solutos menos polares 2.

Acetona: EI momento dipolar de la acetona en combinacién con su
constante dieléctrica, permite la disolucion mutua de particulas
polares y apolares *2.

Relleno: Por definicidn las resinas compuestas contienen particulas de
relleno, pero no es siempre asi para los adhesivos. Los adhesivos que
contienen relleno mencionan que lo contienen en su composicién, mismo
caso si no lo contienen. Los sistemas adhesivos para la adhesién de



restauraciones directas a tejidos dentarios de forma tradicional no
presentan particulas de relleno . Su propésito en la composicion de los
adhesivos es otorgar propiedades mecénicas mejoradas. Gracias a la
presencia de relleno en los adhesivos se logra con mayor facilidad obtener
adecuados grosores de capa, debido a que tienen menor fluidez 7.

2.2.4 Adhesioén dentaria

Se entiende como un proceso de unién entre dos materiales diferentes que se
unen por una fuerza fisica, quimica o por ambas “Y. La evaluacién de los
resultados de los adhesivos experimentales se llevard a cabo mediante pruebas
de microtraccion, las cuales dardn como resultado valores expresados en
megapascales.

e Adhesién en esmalte: Como primer factor, tenemos que realizar un
tratamiento de superficie que beneficie el proceso de adhesion del material
dental, el cual esta directamente relacionado con el grabado acido, que
transforma una superficie lisa en irregular y generara un aumento de la
energia superficial del esmalte @D,

Para este estudio se utilizé acido ortofosforico (H3PO4), siendo uno de los
mas compatibles con el tejido dentario (ni exceso ni déficit de reactividad).
La concentracion a la cual se utilizara es al 37% para lograr una adecuada

superficie porosa de aproximadamente 10 a 70 um y favorecer la adhesion
(21) (22)

Los sistemas de adhesion para esmalte dependen principalmente de la
formacion de tags resinosos que se crean en las irregularidades
superficiales producidas por el grabado acido, siendo el principal factor de
adhesion del esmalte. Los nano tags formados son los de mayor
importancia puesto que son mas numerosos y dan una mayor superficie de
contacto 9,

e Adhesion en dentina: La adhesion a dentina es mas compleja de lograr que
a nivel de esmalte, principalmente por su compleja estructura y variable
composicion ¥, Otros factores que dificultan la adhesion a dentina, son:
mayor humedad (lo que imposibilita tener un medio seco para restaurar),
posicion de la dentina, tipo de dentina, presencia de smear layer (lo que
oblitera los tubulos dentinarios generando los smear plugs), presencia de
presién intrapulpar positiva, la alteracion de las fibras coldgenas a causa de

la preparacion dentaria y/o eliminacién de caries a causa del calor y trauma
(10)(24)(25)



o Smear layer: Los residuos orgénicos e inorganicos forman un "smear
layer” en la superficie dentinaria cada vez que se prepara la dentina
con una fresa u otro instrumento. La capa de smear layer penetra
los tubulos dentinarios formando los "smear Plugs", disminuyendo la
permeabilidad de la dentina hasta en 86% .

2.2.5 Interfase diente-restauracion

Las resinas compuestas son de uso frecuente en la Odontologia
restauradora. Los fracasos mas frecuentes de estas restauraciones son a
causa de caries secundarias (caries que se producen adyacentes a las
restauraciones producto de la acumulacién de biofilm en la interfase diente-
restauracion) vy fracturas del material restaurador, representando un 90%
de las fallas de las restauraciones de resina compuesta. Para disminuir el
caso de fallas a causa de caries secundarias, se ha planteado la posibilidad
de utilizar materiales con propiedades antibacterianas para combatir las
bacterias patdgenas que se localizan en esta interfase ©".

2.3 Radioterapia

La radioterapia es una de las principales alternativas de tratamiento cuando
se trata de patologias cancerosas de cabeza y cuello. Este procedimiento tiene
como agente terapéutico la radiacion ionizante, la cual genera una serie de
consecuencias nocivas en los pacientes ¥, Dentro de los agentes terapéuticos
gue pueden usarse durante la radioterapia, encontramos electrones, protones,
neutrones, radiacion electromagnética (fotones) en forma de rayos X y rayos
gamma. Principalmente durante la radioterapia se usan fotones, especificamente
rayos X,

El mecanismo de accion de la radiacion ionizante es a nivel del ADN nuclear de
las células a causa de la disociacidon de los iones de agua, lo que genera radicales
libres. Esto lleva a la pérdida de la facultad de reproduccién celular, por lo tanto,
las células de recambio rapido (como las células cancerosas, y las células a nivel
oral) son mas radiosensibles que las de recambio lento ante este
procedimiento®.

2.3.1 Efectos de la radioterapia:

La radioterapia afecta tanto a células malignas como a células sanas del
organismo, por lo que se presentan una serie de consecuencias a nivel sistémico
en los individuos que se someten a este tratamiento. Los efectos colaterales de la
radioterapia a nivel oral pueden dividirse en 2 grupos: los efectos temporales
(mucositis, candidiasis, disgeusia, ageusia, dermatitis, trismus, xerostomia,
hiposalivacion y disfagia) y los efectos tardios o permanentes (xerostomia,
hiposalivacion, caries de radiacion, disfagia, osteorradionecrosis)®.



2.3.2 Tejido dentario irradiado:

e Esmalte irradiado: Ademés de la destruccion a nivel de la unidn
amelodentinaria, se han encontrado diferencias micro-morfométricas en la
naturaleza de desmineralizacion del esmalte irradiado; esto indicaria que el
esmalte es menos resistente a los ataques acidos post radiacién 9. El
esmalte se hace propenso a la desmineralizacion desde un pH de 5.5 hacia
abajo, por lo que el medio &cido producto de la radioterapia haria mas
factible la desmineralizacion®?.

e Dentina irradiada: Las alteraciones estructurales del tejido dentario
aumentan proporcionalmente con la dosis de radiacion a la cual es
sometida; en dentina podemos observar un aumento de la obliteracion de
tibulos dentinarios asi como también la fragmentacion de fibrillas de
colageno ©®V. Esto resulta en una reduccién significativa de dureza,
resistencia al desgaste, resistencia a la traccion, y estabilidad de la unién
amelo-dentinaria ®?. Estudios recientes han demostrado que el tratamiento
de radioterapia de cabeza y cuello es capaz de aumentar las formas activas
de metaloproteinasas de matriz (MMP-20) en dientes irradiados, esta
proteasa degrada amelogenina, colagenos tipo IV y V, fibronectina, laminina
y tenascina-C; promoviendo la progresion de la caries, asi como también la
degradacion de la interfase diente restauracion ©2.

2.3.3 Caries de radiacion
Se caracterizan clinicamente por presentarse principalmente en cervical de
caras libres y zona radicular, formando cavidades y/o manchas de color café ©.

Uno de los principales factores que favorecen el desarrollo del proceso de caries
es la disminucién de cantidad y calidad del flujo salival, siendo este riesgo para
toda la vida al igual que la osteorradionecrosis@® 4 (3%,

2.3.4 Saliva

En el proceso de remineralizacion se requieren dos principales sustratos: el
calcio y el fosfato. La saliva es la principal fuente de estos iones, por lo que
cualquier disminucién del flujo salival tiene efectos sobre la posibilidad de
remineralizacion dentaria ©°.

Durante el tratamiento del cancer de cabeza y cuello se pueden utilizar diversos
farmacos que generan hiposalivacion, tales como agentes quimioterapéuticos,
analgésicos opioides y antidepresivos ©”.

Para saber si nos encontramos en normalidad, sabemos que pacientes sanos no
sometidos a radioterapia el flujo salival es de aproximadamente 1 ml/min. Luego
de una a dos semanas de iniciado el proceso de radioterapia este mismo flujo
salival puede descender a valores iguales o menores a 0.5 ml/min®©®,



La radiacion presenta un r4pido efecto a nivel de glandulas salivales, generando
saliva mas espesa que dificulta el normal funcionamiento estomatognético
(masticacion, habla, disgeusia aumento de riesgo cariogénico).

En las primeras 2 semanas de tratamiento de radioterapia con una acumulacion
de 20 Gy se pierde aproximadamente un 80% de la funcién de las glandulas
salivales ®¥ .Otros estudios indican que el dafio a los tejidos salivales serian
permanentes si las dosis acumulativas de radiacién que exceden los 30 Gy “°.
También post radioterapia a causa de una pérdida de la accion buffer de la saliva,
tenemos una acidificacion del medio, incluso encontrdndose pHs de 5, lo que
propicia la actividad cariogénica “V.

2.3.5 Consecuencias de laradioterapia sobre la adhesién dentaria:

El sustrato dentinario experimenta efectos estructurales tras el tratamiento
de radiacion, esto podria perjudicar la formacion de la capa hibrida;
comprometiendo la capacidad y resistencia de la unidon asi como también
aumentando el nimero de fallas cohesivas en la interfase ©2.

2.4 Uso de nanoparticulas metalicas en Odontologia

2.4.1 Nanoparticulas de Cu:

Se han desarrollado ensayos antibacterianos en donde se ha descrito que
nanoparticulas de oxido de Cu actian como excelentes agentes antibacterianos
ante bacterias Gram positivas y Gram negativas. Las nanoparticulas, gracias a su
pequefio tamafo, pueden atravesar los poros nanométricos de las membranas
celulares bacterianas, degradando asi el citoplasma, lo que finalmente conlleva a
la muerte celular “?.

El desafio de generar materiales odontolégicos con nanoparticulas metalicas,
como por ejemplo nanoparticulas de Cu, es mantener la estabilidad de sus
componentes, ademas de sus propiedades antibacterianas. Se debe encontrar un
medio que dé estabilidad a las nanoparticulas: para esto, se pueden utilizar
matrices poliméricas como la de las resinas compuestas y sistemas adhesivos ©.

2.4.2 Nanoparticulas de Zn:

Las metaloproteinasas de la matriz son una familia de proteasas Zn-
dependientes. Se encuentran a cargo de remodelacion de proteinas de la matriz
extracelular de los tejidos , angiogénesis, el desarrollo embrionario, del tejido
conjuntivo, la ovulacién vy la cicatrizacion de heridas “®. Ademas se ha reportado
gue las MMP estan involucradas en variados tipos de procesos inflamatorios
severos y destructivos, como la artritis reumatoide, caries, gingivitis, enfermedad
periodontal, metastasis de cancer, Ulceras a nivel de piel y mucosa, entre otras “¥.
Durante el curso de diversas patologias como las anteriormente mencionadas se



presenta un desequilibrio entre MMP y los moduladores inhibitorios endogenos, lo
que hace propicio el desarrollo de las enfermedades “?. Para que esto ocurra, las
MMPs producidas e incorporadas durante la dentinogénesis a la matriz
extracelular del complejo dentino pulpar que se encuentran en estados inactivos
requieren accion catalitica para comenzar su funcion “ ©9),

Por ejemplo, las MMP del individuo de origen pulpar actian en el fondo de la
caries generando una sinergia con el proceso carioso proteolitico de la matriz
organica dentinaria®. En otras patologias que se asocian a caries, como por
ejemplo Sindrome de Sjogren, las MMP de la saliva estdn incrementadas. Se
aumentan las colagenasas y la actividad de MMP-9. En los casos de radioterapia
de cabeza y cuello se incrementa la actividad de MMP-9, ademas de disminuir el
pH salival “”.

La importancia de conocer el mecanismo de accion de las MMP radica en que al
poder modular la activacion y desactivacion de su actividad, por ejemplo, a través
de enzimas con inhibidores sintéticos, podriamos mediar diferentes patologias que
se derivan del desequilibrio éstas®“®. Una estrategia que se ha propuesto para
aumentar la longevidad de las restauraciones adhesivas es inhibir la degradacion
inducida por las MMPs del colageno dentinario, situacion que se ha reportado
disminuida al producirse una menor expresion de MMPs al aplicar Zn y otros
metales divalentes en los adhesivos utilizados en estas restauraciones®?.

2.5 Grado de conversién de las resinas compuestas

El inicio de la polimerizacion de las resinas compuestas ocurre gracias a la
absorcion de luz en un rango de longitud de onda de 400 a 500 nm por parte del
material. Luego de la fotoactivacion, se produce una reaccion de la amina alifatica
gue genera radicales libres. El grado de conversion se define como el nimero de
dobles enlaces de carbén (C=C) presente en los mondémeros que han sido
transformados a enlaces simples (C-C) para formar cadenas de polimeros durante
el proceso de polimerizacion®?,

Es decir, el grado de conversién esta determinado por la proporcion entre la
concentracion de dobles enlaces alifaticos C=C remanentes en una muestra de
resina fotopolimerizada, en relacion al namero total de dobles enlaces C=C en
material no curado ®V®263),

El grado de conversion de las resinas compuestas es un parametro muy
importante para determinar las propiedades que tendra una resina al ser
fotopolimerizada ©%, es por ello que requieren de una correcta fotoactivaciéon que
permita una adecuada conversibn de mondémeros a polimeros para que asi las
restauraciones presenten las mejores propiedades fisicas, quimicas y mecanicas
posibles ®¥®® evidencia que coincide con lo dicho por Moraes, donde asegura



que las propiedades fisicas y mecanicas de las resinas fotocurables son

?Iir)ectamente influenciadas por el grado de conversion de monémeros a polimeros
53

Variados estudios han demostrado que una incorrecta polimerizacién contribuye a
una variedad de condiciones clinicas negativas en las resinas, tales como
decoloracion del material, irritacion pulpar, sensibilidad postoperatoria e incluso
una eventual falla en las restauraciones ®?®8®9),

3. OBJETIVO

e Evaluar in vitro la resistencia de union (MPa) y grado de conversion de
polimerizacién (%) de adhesivos experimentales (Cu |, Cul-Zn, Cu Il, Cu II-
Zn) versus adhesivos convencionales (HEMA y Libre de HEMA) en dentina
irradiada y no irradiada.

4. HIPOTESIS

e HO: La resistencia de union (MPa) y grado de conversion de polimerizacion
(%) de adhesivos experimentales sobre dentina irradiada y no irradiada no
son diferente a adhesivos convencionales.

e H1: La resistencia de union (MPa) y grado de conversion de polimerizacion
(%) de adhesivos experimentales sobre dentina irradiada y no irradiada son
diferentes a adhesivos convencionales.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Poseen igual resistencia de union (MPa) y grado de conversion de polimerizacion
(%) los adhesivos experimentales (Cu I, Cu I-Zn, Cu Il, Cu llI-Zn) en comparacién
con adhesivos convencionales (HEMA y Libre de HEMA) sobre dentina irradiada y
no irradiada?



6. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se enmarca dentro de las actividades del proyecto FONDECYT
Regular afio 2016 N°1161435: “Estudio del impacto en los tejidos dentales duros y
evaluacion in vitro de nuevas estrategias restauradoras para la rehabilitacion de
pacientes irradiados por cancer de cabeza y cuello” contando con la aprobacion
hasta el afio 2020 del Comité de Etica institucional de la Universidad de
Valparaiso bajo el nUmero de aprobacion extendida CEC126-16.

6.1 Seleccion de la muestra:

Para calcular la muestra se replicaron los protocolos disponibles en la
literatura para determinar el valor referencial del grupo control como medida
continua de 32,5 MPa, siendo calculada una magnitud de efecto por equivalencia
no mayor de 50 MPa, con un poder (1-beta) de 80% y un nivel de significancia
(alfa) de 5%. Resultando un total de 5 unidades experimentales por grupo (n=5),
sobre los cuales los test deben ser aplicados.

La formula utilizada para realizar el calculo fue:

n=f(a, B/2) x2x 02 /d2
f (a, B) = [®-1(a) + D-1(B)]2

Donde o es la desviacion estandar, y ®-1 es la funcién acumulativa de funcién de
la desviacion normal estandarizada.

6.2 Dosis de radiacion
Los dientes seleccionados fueron separados en grupos para ser analizados
segun el tipo de adhesivo y radiacidn ionizante a utilizar en la dentina.



Grupo segun
tipo de adhesivo

Tipo de grupo

Descripcion

Cantidad de
sujetos en el

Convencional
(n=5)

Cu |l (n=5)

Cu Il (n=5)

Cul+2Zn (n=5)

Experimental

diente sano

posterior a
aplicaciéon de 70
Gy con adhesivo

utilizado grupo
Grupos sometidos a radiacion (70 Gy)
Prime and Bond 2.1
Convencional Experimental Restauracion de 25
(n=5) diente sano
posterior a
_ aplicacion de 70
Cul(n=5) Gy con adhesivo
Cu Il (n=5)
Cul+Zn (n=5)
Cu ll + Zn (n=5)
Grupos sometidos a radiacion (70 Gy)
XP Bond
Restauracion de 25




Cu ll + Zn (n=5)

Grupos no sometidos a radiacion (0 Gy)

Prime and Bond 2.1

Convencional
(n=5)

Cu |l (n=5)

Cu Il (n=5)

Cul+2Zn (n=5)

Cu ll + Zn (n=5)

Control

Restauracion de

diente sano sin

sometimiento a
radiacion

25

Grupos no sometidos a radiacion (0 Gy)




XP Bond

Convencional
(n=5)

Cu | (n=5)

Cu Il (n=5)

Cul +Zn (n=5)

Cu ll + Zn (n=5)

Control

Restauracion de

diente sano sin

sometimiento a
radiacion

25

Tabla Il. Metodologia en la que la muestra fue agrupada para realizar la

experimentacion segun tipo de adhesivo y radiacion.

6.3 Criterios de inclusion:
e Terceros molares integros y sanos.

e Terceros molares obtenidos bajo consentimiento informado.

e Terceros molares almacenados bajo congelacion.

6.4 Criterios de exclusion

e Terceros molares cariados.
e Terceros molares con dentina esclerética.

e Terceros molares sometidos a odontoseccion.
e Terceros molares no congelados o almacenados bajo otros medios




6.5 Variables

Variable Tipo de Unidad de Definicion Definicion
variable medida conceptual operacional
Dosis de Cuantitativa Gray (Gy) Es la cantidad | Es la dosis a la
radiacion discreta de radiacion | que sometiéo la
que absorbe | muestra, a modo
un tejido | de simular la
biol6gico que | cantidad de
es penetrado | radiacibn que se
por radiacion | aplica de forma
ionizante gradual en los
tratamientos
contra el cancer.
Adhesivo Cualitativa - Material que | Adhesivos
nominal se aplica a| convencionales:

modo de fina

capa, para
adherir el
material

restaurador al
diente

sin nanoparticulas
metalicas.

e XP Bond
e Prime and
Bond 2.1

Adhesivos
experimentales:
Marcas XP Bond

y Prime and Bond
2.1 con
nanoparticulas
metélicas de Cu y
Zn.

e Cul
e Cull
e Cul-2Zn
e CullZn




Resistencia
de union
adhesiva

Cuantitativa
nominal

Megapascales
(MPa)

Capacidad
que tiene una
restauracion
para oponerse
al desalojo
ante fuerzas
extrusivas

Resistencia
microtraccional de
la interfase diente

Restauracion.

Tabla lll. Variables del estudio.




6.6 Preparacion de los cuerpos de prueba

Se utilizaron 100 terceros molares, los cuales fueron donados por pacientes
atendidos en pabellén de Cirugia de la Facultad de Odontologia UV y del Hospital
del Nifio de Vifia del Mar, extraidos por indicacién terapéutica, previamente
aceptando el consentimiento informado. Para la etapa de caracterizacion, los 100
molares seran distribuidos en 18 grupos, segun:

RADIACION AEEESSIESS GRUPOS DE
aplié:adtg enla CONVENCIO ES‘E'I1J5E;I0
antina n=
NALES

Control
sin modificacion

HEMA

O Gy

70 Gy Control
Sin modificacon

Libre de HEMA




6.7 Proceso de radiacion

Los grupos de distintos adhesivos fueron sometidos a dosis Unicas de 70
Gy para simular la dosis de la radioterapia en pacientes que padecen cancer de
cabeza y cuello. El procedimiento de la radiacion fue posible gracias a la
colaboracion de la Dra. Ximena Quintanela Davila, participante del actual proyecto,
quien facilité el uso del equipo de radioterapia ubicado en la Unidad de Oncologia
del Hospital Carlos Van Buren, para fines de la investigacion. El procedimiento fue
estandarizado por 3 Fisicos Médicos de la institucion; Juan Carlos Leal, Isabella
Liedtke y Andrés Vasquez, quienes determinaron como suministrar la dosis
prescrita y calcularon tiempo necesario para que el acelerador lineal (Acelerador
Lineal modelo Versa HD, marca Elekta, Suecia) genere la dosis especifica,
respetando protocolos de bioseguridad.

A modo de lograr reproducibilidad en cada sesion de radiacion de nuestras
muestras, los terceros molares de cada grupo se posicionaron en el centro de un
contenedor plastico seleccionado para usarse durante todos los procesos de
radiacion durante este trabajo. Se planificO abarcar un campo ionizado de 20x20
cm del contenedor con 5 cm de altura de agua potable. El planificador (Software
del Acelerador lineal) entrega en cada piteo 10 Gy por los 5 centimetros de agua.
La fuente de rayos X se ubico perpendicular y a 100 cm del agua del recipiente.
Bajo el contenedor plastico se posiciond placas de agua equivalente con el
proposito de equilibrar la retrodispersion de los rayos; de este modo los terceros
molares recibieron una dosis plana y uniforme de radiacion.






6.8 Preparacion de la muestra de dentina
A cada diente se le elimind el esmalte con un disco de diamante de 107,
dejando una superficie plana con exposicion de la dentina.

La superficie coronal de cada diente se pulié, utilizando una lija al agua #600 bajo
un chorro de agua, realizando amplios movimientos circulares en sentido horario
durante 60 segundos, de este modo, lograremos simular la formacion de la smear
layer. Acabado esto, se di6 paso al protocolo establecido de restauracién con
resina compuesta, utilizando los diferentes tipos de adhesivos. Todos los
procedimientos adhesivos y restauradores fueron realizados por un Unico

operador.

6.9 Protocolo adhesivo (Etch & Rinse)
La composicién de los materiales utilizados para el procedimiento adhesivo y
restaurador:

Acido fosforico (FGM, Joinvelle, Brasil): es un gel de base acuosa que
contiene acido fosforico al 37%.

Adhesivo XP Bond (Dentsply Sirona, Nueva York, Estados Unidos): es
un adhesivo universal de grabado total, cuyos componentes son:
dimetacrilato modificado con acido carboxilico, PENTA, UDMA,
TEGDMA, HEMA, Benzenediol butilado, 4-Dimetilamino benzoato de
etilo, Canforquinona, Silice amorfo funcionalizado; Butanol terciario.
Adhesivo Prime and Bond 2.1 (Dentsply, Nueva York, Estados
Unidos): sistema adhesivo universal, cuyos componentes son: UDMA,
PENTA,; Resina R5-62-1, Canforoquinona, Etil Dimetil Aminobenzoato,
Butil Hidroxitolueno, Bisfenol A dimetacrilato PO, Fluoridrato de
Cetilamina e Acetona PA.

Resina compuesta Opalis (FGM, Joinvelle, Brasil): resina compuesta
nanohibrida indicada para la restauracion directa de dientes anteriores
y posteriores, cuyos Ingredientes Activos: Mondmeros de Bis-GMA
Bis EMA, TEGDMA, UDMA, Canforquinona, co-iniciador y silano.
Ingredientes inactivos: Vidrio de Bario-alumino silicato silanizado,
pigmentos y silicas.

1. Secado de la superficie dentinaria con una toalla de papel, a modo de
palpaciones.

wn

Grabado con acido ortofosférico al 37% durante 15 segundos en dentina.
Lavado por 15 segundos con agua y secado con jeringa triple durante 5

segundos. (La distancia entre la jeringa triple y la superficie dentinaria fue
estandarizada a 10 cms).

4. Aplicacién de adhesivo convencional o experimental segun su grupo, con
microaplicador (Cavibrush FGM, Joinvelle, Brasil), el cual se frotdé en la
superficie durante 20 segundos, y posteriormente aireado por 5 segundos.



El adhesivo fue aplicado en estricta conformidad con las instrucciones del
fabricante.

5. Fotopolimerizacion durante 20 segundos, a una distancia de 1 cm. El
sistema adhesivo fue fotoactivado utilizando wuna lampara de
fotopolimerizacion (LED LUCE | Cristofoli, Campo Mouréo, Parana, Brasil)

6. Dientes son almacenados durante 12 horas en agua de la llave a 37°C en
un horno de cultivo.

6.10 Restauracion y corte de cuerpos de prueba de dentina

Sobre la superficie previamente tratada, se coloc6 2 incrementos de 2 mm
cada uno de resina compuesta (Opalis, FGM) utilizando una espétula de resina
(American Eagle n°6). Cada incremento fue fotoactivado por 20 segundos a una
distancia de 1 cm.

El diente restaurado se posicioné en su parte apical, al dispositivo de fijacion para
el corte, mediante compuesto de modelar en lapiz; a modo que la superficie
restaurada quede de manera perpendicularmente al disco de corte.

Posteriormente, se seccionaron longitudinalmente en direccion mesio-distal
vestibulo-lingual a través de la interfaz de union, utilizando un disco diamantado,
bajo irrigacion a 200 rpm montado en una maquina de corte (Sierra de precision
IsoMet 1000, Buehler). Se obtuvieron varillas con un area transversal de 0,9+0,2
mm?.
6.11 Prueba de microtraccion resina-dentina

Se midio el area transversal de cada varilla con un calibrador digital (Digital
Vernier Caliper, Ubermann), fijando sus extremos con cianocrilato a un dispositivo
jig tipo Geraldeli de microtraccion; a modo que la interfase diente restauracion
guede al medio de este dispositivo. La muestra fue sometida a prueba microtensil
(uTBS) a través de una maquina de ensayo universal (Instron Eric 235s, Brasil) a
una velocidad de 0,5 mm/min hasta el fallo. El calculo se realizo dividiendo la
carga al momento de la fractura en el area de cada varilla. La unidad de medida
de los datos obtenidos fue expresada en MPa con los cuales se realizo el analisis
estadistico.

El analisis se obtiene a partir de las fuerzas en kilogramos necesarias para romper
los enlaces de la interfase y el area de la seccidn transversal de esta misma;
expresado en megapascales (MPa) ©.

MPa =



Ademas de medir los datos en MPa para su andlisis estadistico, evaluamos el
patrén de falla de los cuerpos de prueba a la microtraccion de la siguiente manera:

e Falla cohesiva: La fractura es exclusivamente en dentina o resina.
e Falla adhesiva: La fractura es en la interfase resina/dentina.
e Falla mixta: La fractura es en la interfase resina/dentina incluyendo falla
cohesiva del sustrato adyacente.
La clasificacion se realizd bajo un microscopio estereoscopico a 60 X de aumento
(Olympus Sz40, Tokio, Japon).

6.12 Grado de conversién de adhesivos experimentales

El test de grado de conversion de monémeros a polimeros de cada sistema
adhesivo experimental fue realizado por medio del andlisis de reflectancia por
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (ATR-FTIR, Nicolet iS5, Thermo
fisher, EUA).

Para el test, cada sistema adhesivo fue dispensado sobre el cristal (6mm) de la
mesa de ATR para realizar lectura del monémero (no polimerizado). Posterior a la
lectura se fotopolimeriz6 el adhesivo en la misma posicién (LED 1200 mW/cm?),
para realizar una nueva lectura (polimerizado). Por cada sistema adhesivo se
realizaron lecturas por triplicada con los parametros: Apertura: 400 a 4000 cm™ y
64 co-adiciones.

Los espectros obtenidos se analizaron para obtener el area contenida bajo los
peaks 1609 y 1639 cm™, correspondientes a los grupos alifaticos y aromaticos,
respectivamente. Estos datos fueron aplicados en la féormula:

R (polimerizado)
R (sin polimerizar)

DC (%) = (1- ) x 100



7. RESULTADOS

A continuacion, se presentan los resultados de la experimentacion in vitro
en dentina sin irradiacion (identificada como “0 Gray”) e irradiada (70 Gray),
utilizando adhesivos con HEMA y HEMA-free.

7.1 Adhesivo con HEMA (Tabla 1V)
Dentina a 0 Gy - Analisis Horizontal:

o Control y Cu Il se comportaron de forma similar en cuanto a su
resistencia de unién, no mostrando una diferencia significativa entre
ellos (p>0,05). Obtuvieron los valores méas altos comparados con el
resto de los adhesivos.

o Cul,Cul-2Zny Cull-Zn obtuvieron una disminucion significativa en
su resistencia de union (p<0,05) respecto al control, pero con
resultados similares entre si.

Dentina a 70 Gy - Analisis Horizontal:

o Control, Cul, Cul+ Zny Cu ll + Zn se comportaron de forma similar
en cuanto a su resistencia de unién, por lo que no hubo diferencia
significativa (p>0,05).

o Cu Il obtuvo una disminucion significativa en su resistencia de unién
(p<0,05), siendo el resultado mas bajo de todos estos grupos de
adhesivos.

Comparacion vertical entre adhesivo a 0 Gy y 70 Gy:

o CulyCul-Zn se mantuvieron estables en cuanto a su resistencia
de unién posterior a la radiacion, con resultados similares entre si,
sin tener un cambio significativo (p>0,05)

o Cull mostré ser similar a su control, ambos posterior a la radiacion
obtuvieron una disminucion en su resistencia de union de manera
equivalente. Esta disminucion en el valor es estadisticamente
significativa (p<0,05),

o Cu ll - Zn obtuvo un aumento en su resistencia de unién posterior a
la radiacién, por lo que existio un cambio significativo (p<0,05).




Tabla IV. Resultados resistencia de union (MPa + desviacion estandar) de adhesivo
control y experimentales con HEMA a0y 70 Gy

Adhesivos
Dosis Control Cul Cull Cul-Zn Cull-2zn
0 Gy 27,91 +7,3 Aa 20,37 £ 8,2 Ba 25,58 £+ 9,2 Aa 21,12+ 7,9 Ba 18,44 +5,6 Bb
70 Gy 21,66 +6,5 Ab 22,50 + 8,4 Aa 17,77 £ 6,1 Bb 20,84 + 6,4 Aa 21,29+ 7,3 Aa

Medias identificadas con letras mayusculas similares indican igualdad estadistica en sentido

horizontal, y letras mindsculas en sentido vertical (p>0,05).

7.2 Adhesivos HEMA free (Tabla V):
Dentina a 0 Gy — Analisis Horizontal

e Control y Cu | -Zn se mantuvieron estables en cuanto a su resistencia de

Dentina a 70 Gy — Analisis Horizontal:

unién, por lo que no existi®6 un cambio estadisticamente significativo
(p>0,05), con resultados similares entre si.
Cul, Cu ll y Cu Il -Zn obtuvieron una disminucion en su resistencia de
unién, por lo que existi6 un cambio estadisticamente significativo (p<0,05),
con resultados similares entre si.




e Cu Il presenta la mayor resistencia de union respecto a los otros grupos
experimentales.

e Control y Cu Il fueron los que mantuvieron mas estable la resistencia de
unién posterior a la radiaciéon, por lo que no hubo diferencia
estadisticamente significativa (p>0,05).

e Cu ll - Zn fue el segundo adhesivo con resultados mas cercanos al control,
pero de igual manera su disminucién en la resistencia de union posterior a
la radiacién fue estadisticamente significativa (p<0,05) ya que presento
resultados similaresa Cu ly Cu | - Zn.

e CulyCul - Zn fueron los que presentaron mayor disminucion de la
resistencia de union posterior a la radiacion, presentando cambios
estadisticamente significativos (p<0,05), con resultados similares entre si.

Comparacion vertical entre adhesivo a 0 Gy y 70 Gy:

e Cu Il fue el unico adhesivo que posterior a la radiacion aumentd su
resistencia de wunion, cambio que fue estadisticamente significativo
(p<0,05).

e Control, Cul, Cul-2Zny Cull - Zn 1l obtuvieron una disminuciéon en su
resistencia de unién posterior a la radiacion, por lo que existio un cambio
estadisticamente significativo (p<0,05), con resultados similares entre si.



Tabla V. Resultados de resistencia de unién (MPa + desviacion estandar) de adhesivo

control y experimentales sin HEMA a0y 70 Gy

Adhesivos
Dosis Control Cul Cull Cul+2Zn Cull + Zn
0 Gy 24,17 £ 8,1 Aa 18,45 + 6,6 Ba 16,92 + 8,3 Bb 25,67 £ 8,2 Aa 18,41 +7,8 Ba
70 Gy 17,75+ 4,9 ABb 14,92 +7,4 Cb 19,46 + 6 Aa 14,97 +8,2 Cb 15,5+5,4 BCbh

Medias identificadas con letras mayusculas similares indican igualdad estadistica en sentido

horizontal, y letras minasculas en sentido vertical (p>0,05).

7.3 Grado de conversién de los adhesivos (Grafico 1)

Los resultados observados muestran un alto grado de conversion de todas
las formulaciones de los adhesivos con HEMA. Los adhesivos
experimentales mostraron un aumento en el grado de conversion, sin
embargo esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0,05).

Los adhesivos HEMA-free mostraron en general un desempefio
significativamente menor a los anteriores. (p<0,05).

La formulacion de Cu Il - Zn (HEMA-free) mostrd ser similar a su control, a
diferencia de las otras formulaciones, no teniendo una diferencia
estadisticamente significativa entre si (p>0,05).
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7.4 Patrones de Fractura (Tabla VIy VII)

Tabla VI. Patrones de fractura a 70 Gy.

Sistema | Particulas | Patron de fractura
adhesivo |agregadas
A C M PF

Control 31 (47,69%) |20 (30,7%) |3 (4,61%) 11 (16,9%)
Cul 44 (89,79%) | 0 (0%) 0 (0%) 5 (10,2%)
Cu ll 57 (80,28%) |11 (15,49%) |3 (4,22%) 0 (0%)

Prime and

Bond 21 |11 zn |63 (9545%) |2 (3.03%) |1(1,51%) |0 (0%)
Cull+2Zn |60 (95,23%) |3 (4,76%) |0 (0%) 0 (0%)
Control 30 (39,47%) |3 (3,94%) |11 (14,47%) |32 (42,1%)
Cul 5(6,49%) |35 (45,45%) |9 (11,68%) |30 (38,96%)
Cull 50 (100%) |0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

XPBond | cyj+zn | 50(100%) |0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Cull+2Zn |50 (100%) |0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

A- Fractura adhesiva; C- Fractura cohesiva; M- Fractura mixta; PF - Pérdida prematura




Tabla VII. Patrones de fractura a 0 Gy.

Sistema Particulas | Patron de fractura
adhesivo |agregadas
A C M PF
Control 50 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Cul 50 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Prime and | Cull 50 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Bond 2.1
Cul-Zn 50 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Cull-2Zn 50 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Control 49 (98%) 1 (2%) 0 (0%) 0 (0%)
Cul 50 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Cull 50 (100%) | 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
XP Bond
Cul-Zn |50 (100%) |0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Cull-Zn |50 (100%) |0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

A- Fractura adhesiva; C- Fractura cohesiva; M- Fractura mixta; PF - Pérdida prematura




Al realizar el test de microtraccion, se observo que la fractura adhesiva fue el
patrén de fractura que obtuvo el mayor porcentaje, siendo este un 95%. Esto
demuestra que el test de microtraccion se realizé de forma correcta, ya que las

tensiones aplicadas durante las pruebas se ubicaron a nivel de la interfase
dentina-restauracion.



8. DISCUSION

El presente estudio demostré que la influencia de algunas nanoparticulas
(Cul, Cul-Zn, Cu lI-Zn) adicionadas a adhesivos en base a HEMA y aplicados
sobre dentina expuesta a una alta dosis radiacion ionizante mantienen la
resistencia de unién obtenida en una dentina sana. Esta modificaciéon de los
adhesivos HEMA es un hallazgo positivo para este tipo de sustratos, e innovador
respecto al comportamiento de un sistema adhesivo. Considerando que los
adhesivos HEMA free y HEMA con Cull, no tuvieron un comportamiento regular,
se rechaza parcialmente la hipotesis nula.

En este estudio se aplicé una dosis Unica de radiacién de 70 Gy, dosis menores a
70 Gy no generaria alteracion de la estructura dentaria ni aumento en la
susceptibilidad a caries segun Lieshout, Kielbassa, Anneroth y cols V26364
pero estas conclusiones son cuestionables debido a que criterios metodol6gicos
como el manejo de muestran con mas de 6 meses sin control de almacenamiento
adicionan un sesgo a los resultados (datos del Proyecto FONDECYT Regular
1161435). Lo cual fue resguardado en el protocolo de este trabajo congelando los
dientes a -20 Celsius lo cual adiciona un protocolo nuevo en este tipo de estudios.

La dosis usual de radioterapia que se utiliza para pacientes oncolégicos es de 65 a
72 Gy de forma fraccionada, aplicandose por sesion diaria 1,8 a 2 Gy por 5 dias a
la semana por un periodo de 7 semanas “®. Este fraccionamiento es realizado
para permitir la recuperacion de las células normales y la muerte de las tumorales
gue poseen menor capacidad de recuperacion frente a la radiacién. Asi son
calculadas las dosis segun el tipo de cancer, aplicar una dosis Unica de 70 Gy
seria altamente agresivo. Sin embargo, considerando que este es un estudio in
vitro de dientes extraidos que no involucra al paciente, fue aplicada la dosis Unica
de radiacion.

Asi, Pioch y cols., aplicaron una dosis uUnica de 70 Gy al igual que este estudio,
pesquisando luego de esta aplicacion que se genera una reduccién de la
estabilidad de la unibn amelodentinaria y dafio de los tejidos organicos dentarios
post radiacion ©°, siendo este dafio cuantificable segin Jansma y cols., ©© y
Joyston-Bechal y cols ¢,

La presencia de la resina hidrofilica HEMA en el sistema adhesivo de etch-and-
rinse, promueve una mejor capacidad de infiltracibn del material en dentina
desmineralizada ©®®. Esto podria explicar que los mejores comportamientos de
nuestro estudio, a 0 y 70 Gy, se encuentran en el grupo de adhesivos
experimentales con presencia de HEMA.

Dentro de la literatura se encuentra que adhesivos con 15% de HEMA poseen
mejores propiedades que adhesivos con 30% de HEMA en cuanto a grado de
conversién, menor sorcién, menor solubilidad y mayor resistencia cohesiva®?.



Estudios plantean que el exceso de HEMA podria causar algun tipo de perjuicio,
ya que se ha encontrado una baja resistencia de union para el adhesivo que
contiene mayor porcentaje de este componente, pudiendo ser explicado debido a
un gran contenido de este monémero, disminuye el grado de conversion ®@y a la
generacion de un gel acuoso e inestable, lo que haria al sistema adhesivo méas
susceptible a la degradacién hidrolitica . Sin embargo, la resistencia de unién
del presente estudio, avala el uso de sistemas adhesivos con HEMA sobre dentina
irradiada independiente de la presencia 0 no de las nanoparticulas
experimentales, generando un nuevo hallazgo.

En términos generales los adhesivos experimentales presentaron una disminucion
de la resistencia de union a 0 Gy, que si bien no fue significativa en todos los
casos, podria deberse a que para afiadir a su formulacion las nanoparticulas de
Cu y Zn estas deben ser disueltas en un solvente para posteriormente ser
agregado al adhesivo'.Esto aumentaria las probabilidades de afectar el proceso
de polimerizacion, ya que seria mas probable que quedara un porcentaje de él sin
evaporar"®. Sin embargo, el grado conversién de polimerizacién de los sistemas
adhesivos HEMA (tanto el control y experimentales) no se vieron alterados a
diferencia de los sin HEMA (con excepcidén de Cull-Zn). Asi estos antecedente
permiten rechazar parcialmente la hipotesis nula asociada a grado de conversion.

En los estudios de Felizardo y cols. "®, hace referencia al uso de diferentes tipos
de solventes, mencionando que al usar acetona, esta posee un gran potencial de
vaporizacion pero a su vez un alto grado de deshidratacion de la dentina. Por lo
gue concluyen que la mejor condicion se pudiera dar al combinar acetona y etanol,
equilibrando la evaporacién del solvente sin deshidratar la dentina, lo que
contribuye a generar una matriz mas estable. Esto podria explicar los mejores
resultados que obtuvo en este estudio el adhesivo experimental con HEMA, que
contenia etanol y acetona, a diferencia del adhesivo experimental libre de HEMA,
gue contenia solo acetona. Considerando lo anterior, puede ser recomendable que
la aplicacion de estos adhesivos experimentales sea realizada con estrategias
para disminuir la cantidad de solvente, por ejemplo, la aplicacion activa, duplicar el
tiempo de evaporacion y polimerizacién (7,

Al enfocarnos en el sustrato al que sera aplicado la restauracion, nuestros
resultados no concordarian con el estudio de Galetti y cols., en donde se postula
gue no habrian cambios en la resistencia de unidon a dentina irradiada asi como
también que la radiacion no perjudica la interfaz de union entre la dentina y
materiales adhesivos ®. Sin embargo, Galetti y cols., usaron un muestras
pequefia, provenientes de solo cinco pacientes irradiados lo cual no permite
estandarizar las caracteristicas de los especimenes, siendo una limitacion
importante de ese trabajo. Ademas, reportan haber seguido el método de
almacenamiento de dientes de Silva y cols. (2009 y 2010), quienes utilizaron una
solucion de formalina al 10% neutralizada, lo cual modifica el tejido ya que
produce enlaces cruzados entre la fibrillas colagenas irradiadas, alterando las
propiedades mecanicas del sustrato siendo un importante problema para realizar
pruebas de resistencia de unién confiables. Cabe destacar que todos los



adhesivos utilizados por estos autores contenian HEMA, sin embargo, el presente
estudio lo comparo con Libres de HEMA, pudiendo determinar la recomendacién
de los primeros en caso de tejidos irradiados. Los resultados experimentales
obtenidos por Dibo da Cruz y cols., “” y da Cunha y cols., "® también indican que
no hay mayor porcentaje de fracaso en restauraciones de resina en dientes que
han sido expuestos a radiacion. Sin embargo, Dibo y col., restauraron antes de
irradiar, lo cual no es comparable a este trabajo, pero es importante destacarlo ya
que demostraron un efecto protector de las fibrillas colagenas previamente
hibridizadas. Por otro lado, Cunha y cols. no describen el método de
almacenamiento, siendo probable que provengan de un Bancos de dientes donde
el protocolo general utiliza agua destilada y refrigeraciéon a -4 grados pero no
resguarda el tiempo desde su extraccion. Estos Ultimos aspectos marcan una
diferencia metodolégica importante con este estudio pudiendo influir en la
diferencias con nuestros resultados. El congelamiento a -20 grados Celsius
cercano a la exodoncia utilizado en este estudio, permite la mantencion estable de
la matriz proteica de la dentina la cual es fundamental para la hibridizacion.

Wostmann y cols. ), plantean que las restauraciones de resina compuesta

presentan una menor duracion en pacientes sometidos a radiacion versus los que
no han sido irradiados. Por otro lado, Yadav y cols., postulan que dientes
irradiados presentan una disminucion en la resistencia de union adhesiva a la
microtraccion de sus restauraciones ©?. Lo anterior podria explicarse a partir de lo
planteado por Bernard y cols., quienes plantean que los efectos de la radiacion en
el sustrato dental podrian comprometer la capacidad de unién con los materiales
dentale(SB,l)aI afectar las fibrillas colagenas y con ello la formacion de la capa
hibrida *".

Si bien los adhesivos experimentales disminuyen su resistencia de union respecto
a su control 0 Gy, al ser aplicados sobre dentina irradiada a 70 Gy, los adhesivos
con HEMA experimentales no se vieron afectados, (con excepcion de HEMA-Cu
I), . Esta estabilidad de la resistencia de unién puede explicarse a partir de que
independiente de las alteraciones que se producen a nivel de las fibrillas
colagenas, lo cual desfavorece una correcta formacion de la capa hibrida, los
efectos de las nanoparticulas de Cu I, Cu |l - Zn y Cu Il - Zn, estabilizan la
conformacién de la interface adhesiva por diferentes factores que seran descritos
mas adelante.

(81) (34)

Los datos obtenidos por Bernard y cols. y Naves y cols., indican que el
mayor porcentaje de fallas al momento de realizar una restauracion en un diente
gue ha sido irradiado son a causa de una falla adhesiva, mismo tipo de falla que
se presentaron en mayor proporcion durante esta experimentacion, lo que a su
vez se condice con el postulado de que las fallas que se producen son
principalmente en relacion a la adhesion producto de los cambios en las
estructuras dentarias a causa de la radiacion.



Durante la fase experimental fue realizada la aplicacion de los adhesivos posterior
a la radiacion, la revision sistematica realizada por Madrid Troconis y cols., plantea
gue los sistemas adhesivos no son afectados en cuanto a su resistencia de union
si es que la aplicacion de la radioterapia fue posterior a la restauracion. En
cambio, al aplicarse primero la radiacion ionizante y posteriormente realizar la
restauracion si existe una disminucion de la resistencia de union. Podemos a partir
de esto pensar que la capa hibrida existente previa a la radiacion no sera afectada
por este proceso, como si serd afectada una capa hibrida generada posterior a la
radioterapia *®, es por esto que los resultados de este estudio son relevantes.
Plantea que los adhesivos experimentales son equivalentes, e incluso en ciertos
casos mejores que los convencionales, estableciendo una estrategia de union
adhesiva estable sobre dentina irradiada pese a los cambios que la radiacion
produce sobre el tejido. Aln asi, menciona que es necesario recabar informacion
mas concluyente.

La industria se ha encargado de desarrollar materiales dentales con propiedades
antibacterianas, para reducir la colonizacion de la biopelicula que se forma sin
comprometer sus propiedades mecéanicas, asi como también la biomodulacion de
las MMPs, razon por la cual se busco innovar incorporando nanoparticulas de Cu
y Zn a los sistema adhesivo experimentales.

Dentro de los agentes mas prometedores, se encuentran las nanoparticulas de
Cu. En 2010 Shawky y cols., estudiaron el efecto de los metales como aditivos en
la conductividad térmica de la resina, demostrando relacion directa con respecto al
porcentaje en peso de Cu, es decir, a mayor peso de particula Cu, mayor
conductividad térmica proporcionada ®2.

Este aumento de la conductividad térmica permite que la energia calorica durante
la polimerizacion se disperse de forma mas homogénea y en consecuencia
tengamos un aumento en el grado de conversién de monémeros a polimeros ©2,
por lo tanto, al existir mayor energia calGrica existe una mayor movilidad de
monomeros Yy radicales, generando una disminucién en la viscosidad del sistema
adhesivo y por ende, trae como resultado un mayor grado de polimerizacién . Lo
gue coincide con nuestros resultados de mayores grados de conversion en los
adhesivos con nanoparticulas metalicas. La anterior evidencia coincide con los
dichos de AlShaafi, donde postula que hay un mayor grado de conversion y
dureza medida en la escala Knoop en resinas con una mayor temperatura durante
su polimerizacién ©.

Se debe considerar que los materiales poliméricos presentan una restriccion en la
transferencia de calor debido a la existencia de una interfaz, por lo tanto la onda
térmica pierde parte de su energia en esta transicion . Pero considerando los
resultados de este estudio y la evidencia postulada anteriormente, podriamos
pensar que la inclusibn de moléculas de Cu generaria un favorecimiento en la
conversion de mondmeros a polimeros al aportar su caracteristica de
conductividad térmica.



Ademas de presentar propiedades que aportan a un mejor grado de conversion
gracias a su conductividad térmica, el cobre es altamente conocido y valorado por
ser tener un buen poder antibacteriano. El cobre induce una degradacion del ADN
plasmidico de bacterias tanto Gram positivas como Gram negativas de forma
dosis-dependiente. Esta propiedad seria favorable para mantener un adecuado
control de las bacterias que podrian encontrarse y/o reproducirse a nivel de la
interfase diente-restauracion, aumentando la estabilidad de la misma y prolongar
la vida tanto del diente y la restauracion®”.

Las metaloproteinasas (MMPs) son proteasas dependientes de zinc, cuya funcion
es modular la remodelacion de los componentes proteicos de la matriz extracelular
de todos los tejidos. A nivel nivel de la capa hibrida, las MMPs 2, 8, 9 y 20
contribuyen en la degradacién de las fibrillas colagenas de la interfase dentina-
resina ®®.  Las MMPs degradan las fibrillas colagenas de la capa hibrida,
disminuyendo la longevidad de las restauraciones, debido a la degradacion de su
interfase. Se han estudiado diferentes agentes inhibidores de la actividad de las
MMPs ®9_ El Zn es un cofactor de las metaloproteinasas de la matriz y es vital
para regular su actividad y su expresion ©9.

Nosrati y cols., concluyeron que el Zn genera un efecto inhibitorio en la produccién
y actividad de las MMPs, el cual es dependiente de la dosis de Zn utilizada y de la
duracion del tratamiento. Por lo que una alteracion en la concentracion de Zn

podria afectar la expresion, la actividad y los impactos destructivos de las MMP
(91)

El estudio de Osorio y cols., demostré que una alta concentracion de Zn reduce
fuertemente la degradacion del colageno. ElI Zn puede considerarse como un
inhibidor competitivo de las MMPs, ejerciendo un efecto protector a través de la
unién a los sitios colagenos sensibles a metaloproteinasas 2.

La incorporacion de nanoparticulas de Zn en los adhesivos experimentales
podrian generar a largo plazo una modulacion de estas enzimas y junto con ello la
estabilizacion de la interfase adhesiva; lo cual debe ser comprobado con las
pruebas de resistencia de union de microtraccion a 12 meses de la utilizacion de
este sistema adhesivo en el presente estudio.

Las pruebas a 12 meses ademas de comprobar la accibn moduladora de las
nanoparticulas de Cu y Zn, nos ayudardn a determinar si la adicion de las
nanoparticulas metalicas y las respectivas formulaciones de adhesivos son
estables en el tiempo manteniendo una capa hibrida lo mas integra posible.



9. CONCLUSIONES

La irradiacion de la dentina perjudica la resistencia de union de los
adhesivos HEMA control y en general de los libres de HEMA.

En dientes irradiados a 70 Gy, la incorporacion de Cu I, Cu I-Zn y Cu ll-Zn
permiten mantener estable la resistencia de wuniébn de los adhesivos
experimentales con HEMA, a diferencia de Cu IlI, que empeora sus resultados.
Para fines de este estudio, seria viable seguir trabajando con estas formulaciones.

El grado de polimerizacion de los adhesivos experimentales en base a HEMA, no
se ven afectados por la incorporacion de nanoparticulas

En términos generales, los adhesivos sin HEMA dieron peores resultados, por lo
que para fines de este estudio, seria de mas provecho seguir trabajando con
formulaciones en presencia de HEMA.

Se rechaza la hipotesis nula, aceptandose parcialmente la alternativa, debido a
gue so6lo 3 adhesivos experimentales se comportan similar al adhesivo
convencional en cuanto a resistencia de union y 5 de ellos son similares en cuanto
a grado de conversion de polimerizacion

Se espera que, al cabo de 12 meses, los adhesivos experimentales XP presenten
una mayor estabilizacion mecanica y antimicrobiana de la interfase diente-
restauracion gracias a la actividad antibacteriana y conductora del cobre y a la
modulaciéon de las MMPs por parte del zinc , las cuales deben ser comprobadas
con test de microtraccion y de nanoinfiltracion.



10. LIMITACIONES Y SUGERENCIAS

El presente estudio no control6 la edad de las personas donadoras, por lo
gue se sugiere a futuro utilizar muestras que sean del mismo rango etario para
responder si esto puede o no influir en los resultados.

Este estudio presenta las limitaciones propias de una investigacion in vitro donde
son estandarizadas y controladas todas las variables, dando validez interna y
limitando su validez externa respecto de la situacion oral restauradora en los
pacientes.

11. CONFLICTOS DE INTERESES

Este estudio no presenta convenios ni asociacion a marcas de forma
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de cabeza y cuello”.



12. RESUMEN

Titulo: Efectos en las propiedades adhesivas a dentina irradiada de sistemas
adhesivos modificados con Cu y Zn.

Introduccion: El cancer es una de las enfermedades mas prevalentes en el
mundo. El cancer de cabeza y cuello corresponde al 3%, siendo su tratamiento de
eleccién la radioterapia. Dentro de los efectos secundarios de este tratamiento
tenemos la caries de radiacion, la cual es de rapido progreso. Debido a esto,
surge la necesidad de desarrollar biomateriales con propiedades bioactivas y
mecanicas que fortalezcan la interfase diente restauracion en dientes sometidos a
radiacién ionizante; por lo que se propone en este estudio agregar nanoparticulas
de Cuy Zn para estabilizar la interfase.

Objetivos: Evaluar resistencia de uniéon (MPa) y grado de conversion de
polimerizacion de adhesivos experimentales Cu - Zn v/s adhesivos convencionales
en dentina irradiada in vitro.

Materiales y métodos: 100 terceros molares sanos fueron distribuidos en 20
grupos (n = 5) de acuerdo a las siguientes variables 1) dosis de radiacion, 0 Gy
(Control), 70 Gy; sistema adhesivo, Libre de HEMA (PB) y HEMA, (XP); tipo de
nanoparticula, Cu I, Cu I-Zn, Cu Il, Cu lI-Zn. Los adhesivos fueron aplicados bajo
la técnica adhesiva de etch-and-rinse segun las instrucciones del fabricante. Las
probetas fueron evaluadas bajo tensiones de traccidon hasta la fractura. Los datos
fueron analizados con two-way ANOVA y test de Tukey (a = 0.05).

Resultados: Algunos adhesivos experimentales con HEMA obtuvieron mejores
resultados de resistencia mecanica y grado de conversion de polimerizacion
respecto a los HEMA-free.

Conclusiones: La adicion de nanoparticulas metalicas a los adhesivos podria
sugerir un comportamiento estabilizante de la interfase adhesiva cuando la dentina
ha sido sometida a radiacion, ademas de generar una mayor conversion
mondmero a polimero.
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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 ndmero: CEC126-16

Fuente de Financiamiento FONDECYT REGULAR N° 1161435

Condicién: Aprobado.

Fecha de aprobacién: 22 de enerode 2019,

Fecha expiracién aprobacién: 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 evaiuation Of restorative new strategies for rehabilitation of
irradiated patients by head And neck cancer®, del Prof. Miguel Mufioz, adscrito a la Facultad de Odontologia.

Para su evaluacién el Comité de Etica Clentifica revisé los siguientes antecedentes:
a) Solicitud de extensidn de aprobacion bioética presentada por el investigador
b} Protocolo de Investigacidn original presentade
c) Resumen ejecutivo
d) Consentimiento informado
e) CVinvestigador

En |z valoracidn bioética del proyecto, se consideraron los siguientes aspectos: Valor Social y Cientifico,
Validez Cientifica, Relacién Riesgo/Beneficio, seleccidn justa de Sujetos, Consentimiento Informado, respeto
por los Sujetos de Investigacién y conflictos de Interés.

CONCLUSION: En base 2 los antecedentes evaluados, se acuerda que este proyecto respeta los criterios
basicos contemplados en las Pautas Eticas para la Investigacion Biomédica en Seres Humanos vigentes
(CIOMS, 2002} y Guia de Buenas Practicas 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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