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RESUMEN

EFECTO DE LA APLICACION DE UN FLAVONOIDE EN EL
COMPORTAMIENTO DE LA INTERFASE ADHESIVA RESINA-
DENTINA

Antecedentes: es bien sabido que los adhesivos hidrofilicos actuales
producen una capa hibrida que es inestable con el tiempo, en parte por
la activacién de las metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP)
que degradan la red de colageno expuesta por el acondicionamiento
acido y se infiliran parcialmente por los monémeros de resina.
Objetivo: El objetivo de este estudio es evaluar el efecto de la
aplicacion de un flavonoide experimental (MRT-1) en la interfase
adhesiva dentina-resina, en términos de actividad de MMP vy
resistencia de union microtensil (uTBS). Métodos: el ensayo de
actividad MMP se realizé en bloques de dentina, que se obtuvieron de
terceros molares bajo consentimiento informado. Todas las muestras
se desmineralizaron con acido fosforico al 10% overnight y se
distribuyeron aleatoriamente en los grupos de prueba. La actividad de
MMP se midié con un kit genérico de ensayo de actividad MMP. Para
la prueba uTBS, se eliminé el esmalte oclusal de 20 terceros molares
repartidos aleatoriamente en 4 grupos de prueba (MRT-1 a 600 uM,
etanol al 100%, clorhexidina al 0.2% y control negativo, para el
protocolo adhesivo grabado-enjuague). En cada grupo se aplico el
tratamiento adhesivo propuesto y se construyeron bloques de resina
que, posteriormente, se seccionaron en barras de 1,0 mmZ para hacer
la prueba tensil inmediata y después de 6 meses de almacenamiento
en saliva artificial. Resultados: el ensayo de actividad de MMP mostro
que MRT-1 al 600 uM (120s) fue eficaz para disminuir la actividad de
MMP en un 74% con respecto al grupo control. En la prueba uyTBS,
MRT-1 al 600 uM, clorhexidina al 0.2% y etanol al 100%, aplicados de
manera independiente después del grabado acido de la dentina, no
interfirieron con la adhesion. MRT-1 al igual que la clorhexidina
mantuvo los mismos valores de resistencia de unién durante 6 meses,
mientras que el control negativo disminuy6 los valores de uTBS
después del envejecimiento. Conclusiones: el tratamiento con MRT-
1, clorhexidina y etanol estabilizé la interfase dentina-resina durante 6
meses. El uso de un flavonoide experimental (MRT-1) durante 2 min
seria util en un protocolo clinico de adhesién para preservar la interfase
dentina-resina.

Palabras claves: dentina, adhesion, flavonoides, metaloproteinasas

de la matriz, interfase



ABSTRACT

EFFECTS OF FLAVONOID APPLICATION ON THE BEHAVIOR OF
THE RESIN-DENTIN ADHESIVE INTERFACE

ABSTRACT

Background: It is well-known that conventional hydrophilic adhesives
produce a hybrid layer that is unstable over time, in part because of the
activation of extracellular matrix metalloproteinases (MMPs) that degrade
the collagen network exposed by acid conditioning. In addition, the
network can be partially infiltrated by resin monomers. Objective: The
aim of this study is to evaluate the effects of the application of an
experimental flavonoid (MRT-1) on the dentin-resin adhesive interface in
terms of MMP activity and microtensile bond strength (uTBS). Methods:
An MMP activity assay was performed on dentin beams obtained from
third molars with informed consent. The specimens were demineralized
with 10% phosphoric acid overnight and randomly divided into test
groups. The MMP activity was measured with a generic MMP activity
assay kit. For the yTBS test, occlusal enamel was removed from 20 third
molars and divided randomly into 4 test groups (600 uM MRT-1, 100%
ethanol, 0.2% chlorhexidine, and negative control groups for etch-rinse
adhesive protocol). Each group was subjected to the proposed adhesive
treatment, and composite buildups were constructed and sectioned in
sticks of 1.0 mm? for immediate tension tests and after 6 months of
storage in artificial saliva. Results: The MMP activity assay showed that
600 pM MRT-1 (120 s) effectively decreased the MMP activity by 74%
compared to the control group. In the pTBS test, 600 yM MRT-1, 2%
chlorhexidine and 100% ethanol applied after acid etching did not
interfere with the yTBS of the dentin. MRT-1, similar to chlorhexidine,
maintained the same bond strength values over 6 months, while the
negative control showed decreased pTBS values after aging.
Conclusions: MRT-1, chlorhexidine, and ethanol treatments stabilized
the dentin-resin interface over 6 months. Application of the experimental
flavonoid MRT-1 for 2 min would be useful in a dentin-bonding clinical
protocol to preserve the dentin-resin interface.

Key words: dentin, bonding, flavonoids, matrix metalloproteinases,
interface
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INTRODUCCION

La resina compuesta es uno de los materiales restauradores de mas amplio uso en
odontologia, utilizado para la obturacion de cavidades dentales, cementacién de
restauraciones indirectas y restauraciones estéticas [Van Landuyt et al., 2007; Liu et al., 2011].
La unién resina-dentina depende de la infiltracion del sistema adhesivo dentro de la matriz de
colageno de la dentina, que es expuesta por medio del acondicionamiento acido, lo que
conforma una zona de interdifusion resina-dentina denominada “capa hibrida”, que cumple una
funcion fundamental en la retencion micromecanica de la restauracion [Nakabayashi et al.,
1991].

Se ha establecido que la infiltracion del colageno por parte del adhesivo es incompleta, ya que
su capacidad de penetracion es menor que la profundidad de acondicionamiento del agente
grabador, ademas de la gran dificultad en el desplazamiento del agua residual en la matriz de
dentina [Pashley et al., 2011; Mazzoni et al., 2013], razones por las cuales queda una porcion
de colageno desprotegido, dando lugar a la activacién de proteasas enddgenas presentes en
la dentina, denominadas metaloproteinasas de la matriz extracelular (MMP por su nombre en
inglés). Las MMP como enzimas colagenoliticas, hidrolizan la matriz organica de la dentina
desmineralizada, evento que desencadena la degradacion de la capa hibrida (Pashley et al.,
2004; Nishitani et al., 2006].

Esta degradacion hidrolitica de la interfase adhesiva genera consecuencias clinicas adversas
como hipersensibilidad dentinal, pigmentacion marginal y posible caries secundaria,
disminuyendo asi, la longevidad de las restauraciones. Eventos que traen como consecuencia
altos costos biolégicos y econdmicos asociados a la necesidad de recambio de restauraciones
[Pashley et al., 2011].

Para contrarrestar el efecto de las MMP, se ha sugerido el uso de inhibidores sintéticos no
especificos como la clorhexidina [Carrilho et al., 2007 a,b], que aunque ha demostrado tener
efectividad a corto y mediano plazo, su unién a la dentina es de naturaleza electrostatica
[Blackburn et al., 2007], por lo que su capacidad inhibitoria disminuye antes de 2 anos [Sadek
et al., 2010]. Recientemente, se ha propuesto como estrategia el uso experimental de agentes

de reticulacion que crean cadenas de entrecruzamiento con el colageno, lo que lo hace mas



resistente a la degradacion enzimatica, y a los que también, se les atribuye la capacidad de
inhibicién de la actividad de las MMP. Los compuestos polifendlicos tipo flavonoides, como
las proantocianidinas, la quercitina y el curcumin, poseen una estructura quimica que favorece
su accion como agente reticulante, sin embargo, no han demostrado sus beneficios en un
protocolo que sea clinicamente relevante, ya que los tiempos de aplicacién requeridos y la
profundidad de penetracion no los hace eficaces dentro del protocolo clinico [Bedran-Russo et
al., 2007; Seseogullari-Dirihan et al., 2016; Hass et al., 2016]. Es por esto que se ha planteado
como objetivo del presente estudio, evaluar el efecto de un flavonoide (MRT-1) sobre el
comportamiento mecano-bioldgico de la interfase adhesiva resina-dentina, en términos de la
capacidad de inhibicion de las enzimas MMP y de su influencia en el comportamiento de la
resistencia de union microtensil de la resina a la dentina desmineralizada, cuando se aplica
por un tiempo que sea adecuado para un protocolo clinico. La significancia clinica es contribuir
a la investigacion de estrategias para mejorar la estabilidad de la interfase adhesiva, y, por

ende, a la durabilidad de las restauraciones adhesivas.



2. MARCO TEORICO

2.1 La dentina como substrato para la adhesiéon

La dentina es un tejido biolégico, complejo y dinamico, que se encuentra subyacente al esmalte
dental y esta en relacién histologica, embriolégica y funcional con la pulpa dental. La dentina
estd compuesta en un 47% por cristales de hidroxiapatita, un 20% de agua y 33% de material
organico, principalmente colageno tipo | (90%) y el restante porcentaje de proteinas no
colagenas [Linde, 1998; Butler et al., 2003]. Estas proporciones varian segun la region del
diente y se ven afectadas por procesos fisioldgicos, como el envejecimiento y procesos
patolégicos como la caries dental [Marshall et al., 1997]. La técnica de acondicionamiento
dentinal por grabado acido altera la composicion de la dentina, donde la cantidad de agua
presente cambia de un 18% a un 50 a 70% en volumen, lo que tiene gran implicacién en las

caracteristicas fisicas del tejido [Carvalho et al., 2012].

El colageno es una proteina compuesta por una secuencia de los aminoacidos: glicina, lisina,
prolina, y sus productos hidroxilados, hidroxiprolina e hidroxilisina, principalmente. Es
sintetizado a partir de una molécula mas grande, el tropocolageno, que es clivada a nivel de
los grupos carboxilo y amino terminales con una periodicidad de 67 a 69 nm, lo cual facilita su
entrecruzamiento. El entrecruzamiento intrinseco del colageno esta dado por reacciones
enzimaticas y no enzimaticas. Las reacciones enzimaticas forman enlaces covalentes lisina-
lisina, mediados por hidroxilacién de la lisina, glicosilacion y tasa de recambio molecular. La
reticulacion no enzimatica involucra procesos de oxidacion y glicacion [Bedran-Russo et al.,
2014).

El colageno en su estructura cuaternaria presenta una triple hélice en un arreglo que la hace
muy estable y resistente a su degradacion, exhibiendo en su porcién externa los aminoacidos
hidrofilicos y, en su porcién interna, los aminoacidos hidréfobos. El colageno es el responsable
de la resistencia a la traccidén, del médulo elastico de la dentina y de las propiedades

bioguimicas de la misma; propiedades que son dependientes del grado de reticulacion. (Figura

1.
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Figura 1. Estructura del colageno. Cada hélice del colageno es denominada cadena a que es una
hebra levégira con alrededor de 3 residuos por vuelta de secuencias de glicina (Gly), prolina (Pro) e
hidroxiprolina (Hip). La estructura cuaternaria de la fibrilla de colageno se forma con el
superenrrollamiento de tres cadenas a para conformar una triple hélice dextrégira.

Las proteinas no colagenas, tales como proteoglicanos (p. ej. condroitin-4/6-sulfato, decorina,
biglicano, lumicano, fiboromodulina) [Embery et al., 2001; Milan et al., 2005] y pequenas
glicoproteinas de unién al ligando N de integrinas (SIBLINGs), como la sialoproteina dsea,
osteopontina, proteina de matriz dentinal-1 y sialofosfoproteina dentinal, desempefan una
funcién importante en la dentinogénesis, incluyendo funciones de regulaciéon y control del
crecimiento de los cristales, la fibrilogénesis y la mineralizacion [Moses et al., 2006] (Figura 2).
Las fibrillas de colageno y las proteinas no colagenas son sintetizadas y secretadas por los
odontoblastos, que son las células principales que constituyen el tejido conectivo pulpar del
diente [Linde & Goldberg, 1993, Lee et al., 2013].



Figura 2. Localizacion de proteinas SIBLING en dentina mineralizada. Por técnica de
inmunocitoquimica utilizando un anticuerpo policlonal anti-DMP1 (Sigma-Aldrich) y marcaje con
estreptavidina acoplada a Alexa Fluor 594 (color rojo), se observé bajo microscopio de fluorescencia, el
analisis de los patrones de localizacidon de la Proteina de matriz dentinal-1 (DMP-1). La DMP-1, se
encuentra fuertemente expresada en la capa odontoblastica (flecha amarilla), y con menor intensidad
en la zona de la pre-dentina (flecha blanca) y en el frente de mineralizacion de la dentina (flecha verde).
La DMP-1 se encuentra en interaccion con las fibras de colageno (dentina mineralizada contra-tefida
con Hoechst 33342 de color azul) en su forma fosforilada, y actia como nucleadora de la formacion de
cristales de hidroxiapatita para la mineralizacién de la matriz dentinal. Cortesia de Baldion et al. [2018].

2.2 Metaloproteinasas de matriz: estructura y funcion

Las MMP constituyen una familia de enzimas dentro de la cual se han descrito 23 tipos en
humanos, son dependientes del calcio y el zinc para poder realizar su actividad, todas ellas
caracterizadas por tener en su composicion cuatro dominios: el dominio péptido-senal, el
dominio propéptido —donde hay una cisteina con sus grupos sulfhidrilo—, un dominio
catalitico —donde hay un zinc en el sitio de actividad catalitica junto a residuos de histidina y
calcio—, y un dominio tipo hemopexina —que le sirve para unirse al sustrato y que es el sitio

en donde se unen los inhibidores tisulares especificos— [Bali et al., 2016].

Estas enzimas son producidas por leucocitos y células similares a fibroblastos capaces de
sintetizar matriz extracelular mineralizada incluidas, las células de la pulpa dental. Son
secretadas en forma de proenzima (enzima inactiva), manteniéndose de forma zimégena
hasta ser activadas. La proenzima se caracteriza por la union de los grupos sulfhidrilo
presentes en la cisteina del dominio propéptido, con el zinc presente en el dominio catalitico,
de forma tal que no deja el zinc disponible para la actividad catalitica. El proceso de activacion

de la enzima estd dado por el rompimiento de la interaccion zinc-cisteina, lo cual se ha



denominado el switch de cisteina, proceso que es clave para el entendimiento del
funcionamiento de estas enzimas y su posible inhibicion [Zhang & Kern, 2009; Sulkala et al.,
2007; Visse & Nagase, 2003; Tjaderhane et al., 1998] (Figura 3).

Dominio tipo

Péptido hemopexina
Pro-péptido Dominio Regidn de
catalitico bisagra

Figura 3. Estructura basica de las MMP. Constituida por cuatro dominios principales, el péptido-sefal
que dirige la secrecion de la proteina al exterior de la célula, una regién propéptido que mantiene a la
enzima inactiva hasta que es escindido proteoliticamente, un dominio catalitico que une el zinc y el
calcio, y al cual se une la cisteina de la region propéptido para mantenerla inactiva (switch de cisteina)
y un dominio tipo hemopexina que media en la especificidad del sustrato y las interacciones con
inhibidores endégenos. Las MMP-2 y MMP-9 poseen un dominio tipo fibronectina para la union a la
matriz.

Durante el desarrollo dental se requiere una estrecha comunicacion ecto-mesenquimal, y las
MMP juegan un papel importante en esta interaccion, la cual en estadios iniciales de la
odontogénesis determina la morfogénesis dental y, en estadios tardios, determina la
diferenciacion de los odontoblastos y ameloblastos [Smith, 2003; Fanchon et al., 2004]. Las
células mesenquimales expresan, al menos, las MMP 1, 2, 3, 8, 9, 14 y 20. Adicionalmente,
se ha propuesto el papel de las MMP en el proceso de reabsorcién de las proteinas de la
matriz extracelular, mecanismo de regulacion necesario para una correcta mineralizacion de
la estructura dental [Palosaari et al., 2004]. Algunas en forma de proenzima quedan atrapadas
dentro de la matriz mineralizada de la dentina durante el desarrollo dentinal [Van Landuyt, et
al., 2005] y, por su actividad proteasa colagenolitica, tienen la capacidad de hidrolizar los
componentes de la matriz extracelular en el momento en que se activen por estimulos fisicos
o quimicos [Brinckerhoff & Matrisian, 2002]. Estas proteasas desempefian un papel central en
varios procesos fisioldgicos, tales como el desarrollo, la remodelacion tisular y la angiogénesis
[Martin-De las Heras & Valenzuela, 2000].

Las MMP estan implicadas en diferentes procesos patolégicos como la enfermedad
periodontal y la caries dental. Estudios recientes revelaron su papel en la ruptura de la matriz

de colageno en la patogénesis de la caries [Sulkala et al., 2002; Van Strijp et al., 2003], con



implicaciones potenciales y relevantes para la unién a dentina [Chaussain-Miller et al., 2006].
Ademas, pueden estar presentes en la saliva [Sulkala et al., 2001], en la dentina peritubular y,

presumiblemente, en el fluido dentinal [Boushell et al., 2008].

Dentro de las clasificaciones propuestas para nombrar las MMP, la mas utilizada se hace con
base en el sustrato sobre el cual tienen actividad, por ello se denominan como: colagenasas
(MMP -1, -8, -13, -18), gelatinasas (MMP -2 y -9), estromalisinas (MMP -3 y -10), matrilisinas
(MMP-7 y -26) y MMP tipo membrana (MMP-14, -15, -16 y -24) (Bali et al., 2016).

2.3 Degradacion de la interfase adhesiva

Las resinas compuestas, como material restaurador, basan su retencién en un proceso
adhesivo que las une a la estructura dental. La adhesién a la dentina constituye un desafio
clinico, por tratarse de un tejido de composicion heterogénea, con alto contenido organico y
presencia de humedad [Van Landuyt et al., 2007, Liu et al., 2011]. La adhesion de los sistemas
resinosos a la dentina, requiere la infiltracion de las fibras colagenas que han sido expuestas
por un acondicionamiento acido previo, con los mondémeros de resina presentes en el
adhesivo, generando una zona de interdifusion resina-dentina, denominada capa hibrida

[Nakabayashi et al., 1991], necesaria para la retencién micromecanica de la restauracion.

Es ampliamente aceptado que, posterior al uso de los adhesivos dentales actuales, se produce
una degradacién de la interfase adhesiva dentina—resina [Pashley et al., 2011]. Dentro de los
factores que intervienen en la degradacion de la interfase adhesiva, se han propuesto los

siguientes:
2.3.1 Degradacion de la resina adhesiva

La utilizacion de mondmeros hidrofilicos en los sistemas adhesivos, como el 2-Hidroxietil
metacrilato (HEMA), busca mejorar la infiltracién de la red coldgena expuesta, la cual es
inherentemente humeda, con lo cual se ha reportado un mejoramiento de la resistencia de
union inmediata [Loguercio et al., 2008]; pero la longevidad de esta unién dentina-resina se ve
comprometida con el uso de estos sistemas adhesivos [Hashimoto et al., 2001; Hashimoto et
al., 2003; Malacarne et al., 2006].

La presencia de agua en la interfase adhesiva genera una capa hibrida débil, en la que se
producen fendmenos de hidrdlisis y lixiviacion de los adhesivos de resina [Hashimoto, 2010;
Kermanshahi et al., 2010]. Los adhesivos actuales incluyen en su formulacién componentes

hidrofilicos (HEMA) y componentes hidrofébicos como el bisfenol-glicidil metacrilato (BisGMA),



trietilenglicoldimetacrilato (TEGDMA) que, en solucién acuosa, producen separacion en nano
fases de los adhesivos [Spencer & Wang, 2002]; los elementos hidrofilicos penetran hacia el
interior de la capa hibrida, mientras que, lo monémeros hidréfobos se quedan en la superficie.
Las canforoquinonas son hidrofobas por o que no penetran. lo que conduce a una inadecuada

polimerizacion en la zona mas profunda de la capa hibrida.

La polimerizacion incompleta de la porcion hidrofilica de los adhesivos y la sorcidon acuosa del
material, permiten la movilizacién de agua, lo que forma grandes canales acuosos dentro de
la capa hibrida [Breschi et al., 2008]. Sumado a lo anterior, la accién de las enzimas esterasas
que provienen de la saliva, pulpa y bacterias [Shokati et al., 2010], rompen los enlaces éster
presentes en los monémeros de resina, lo que genera subproductos citotdéxicos hidrofilicos

como el etilenglicol e hidrofébicos como el acido metacrilico [Kostoryz et al., 2009].

Este fendmeno puede desencadenarse no sélo con los adhesivos de grabado-enjuague (E&R
por su nombre en inglés, etch-and-rinse), sino también con los de autograbado (SE por sus
siglas en inglés, self etch) [Lehman et al., 2009; Zhang & Kern, 2009]. Varios estudios, como
los de Nishitani et al. [2006], Mazonni et al. [2007] y Mazonni et al. [2013], establecieron que
los sistemas monomeéricos incorporados en los adhesivos de auto-grabado, también son
susceptibles a la degradacién hidrolitica y permiten la actividad colagenolitica y gelatinolitica

dentro de la matriz de colageno debido a su bajo pH.
2.3.2 Infiltracion incompleta del adhesivo en la red de colageno expuesta

En la técnica de grabado-enjuague, la diferencia entre la penetracion del adhesivo y la accion
del agente acido acondicionador, lleva a una hibridizacion incompleta de la red colagena
expuesta, por lo que queda una porcién de las fibras colagenas sin infiltrar, siendo mas
susceptibles a la degradacion hidrolitica, lo que conlleva a nanopercolacion [Baldion & Cortés,
2016] (Figura 4).
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Figura 4. Esquema de la inestabilidad de la capa hibrida. Los cristales de hidroxiapatita se eliminan
de los tejidos duros dentales con el acondicionamiento acido y deberian ser reemplazados por
mondémeros de resina. Obsérvese la infiltracion incompleta del adhesivo en la matriz de colageno que
permanece con espacios interfibrilares saturados con agua (flecha verde). Ademas, la posibilidad de
discrepancia entre la profundidad de infiltracion del adhesivo y la de dentina acondicionada quedando
colageno expuesto sin hibridizar. Los tags de resina sellan parcialmente los tubulos dentinarios y
disminuyen la permeabilidad de la dentina. Los monémeros de resina no penetran de manera
homogénea en la red colagena (flecha negra) [Baldion & Cortes, 2016] con permiso.

La incapacidad de los mondmeros de resina de reemplazar el agua tanto libre como unida al
colageno, presente en los compartimentos inter e intrafibrilares, es una limitaciéon para lograr

una capa hibrida completa y estable [Kim et al., 2010; Jee et al., 2016].

Adicionalmente, en los espacios interfibrilares se encuentran hidrogeles de proteoglicanos
altamente hidratados [Scott & Thomlinson, 1998], que actian como un filtro que atrapa los
mondémeros de moléculas grandes, como el BisGMA, y sélo permite el paso de monémeros
pequefos, como el HEMA, hacia la base de la capa hibrida. EIl HEMA produce cadenas
lineales débiles que, al ser sometidas a esfuerzos, producen falla por fatiga ciclica de las

cadenas de colageno [Fung et al., 2009].
2.3.3 Degradacion del colageno por endopeptidasas

Pashley et al. [2004] fueron los primeros en demostrar la degradacion de las fibras colagenas
en ausencia de bacterias, lo que sugiere actividad proteolitica dentro de la dentina. La dentina
contiene una gran cantidad de MMP en forma inactiva, que quedan atrapadas en el tejido
desde el proceso de mineralizacién y que pueden ser activadas por diferentes mecanismos
quimicos Yy fisicos. La infiltracion incompleta de la red colagena por los monémeros de resina,

la hace especialmente vulnerable al proceso de degradacion hidrolitica por accion de las MMP



[Seseogullari-Dirihan et al., 2016]. Estas enzimas, tienen una gran capacidad de degradar casi
todos los componentes de la matriz extracelular, actuando de manera sincronica, de forma tal
que, algunas MMP requieren de la activacion previa de otras proteasas. Es asi como, por
ejemplo, las colagenasas (MMP-8) degradan la triple hélice del colageno tipo | hacia péptidos
mas simples, permitiendo la posterior actividad de las gelatinasas (MMP-2 y -9) para la

digestion de los residuos peptidicos [Bali et al., 2016].

Las MMP pueden ser activadas in vivo por proteasas y otras MMP, in vitro por agentes
quimicos como agentes modificadores del grupo sulfhidrilo, agentes caotropicos, oxigeno
reactivo, y también, por agentes fisicos como un bajo pH o por tratamiento térmico [Tjaderhane
et al., 1998; Brinckerhoff et al., 2002; Bali et al., 2016].

La degradacioén de las fibrillas de colageno in vivo se ha correlacionado directamente con la
activacion de las MMP inducida por la aplicacion de sistemas adhesivos dentinales [Tay et al.,
2003; Mazzoni et al., 2006; De Munck et al., 2009]. Inicialmente, se consideré que el
procedimiento de acondicionamiento acido favorecia la liberacion y activacion de las
proenzimas atrapadas dentro de la dentina mineralizada [Mazzoni et al., 2013], lo que induce
una actividad colagenolitica dentro de la dentina hibridizada. Sin embargo, algunos autores
afirman que el acido fosférico utilizado en la técnica de acondicionamiento tiene un pH muy
bajo (0,7 a 1) y, por lo tanto, tiene la capacidad de desnaturalizar las MMP evitando su accion
[Pashley et al., 2004; Nishitani et al., 2006; Mazzoni et al., 2013]. En un estudio donde se
mezcld polvo de dentina desmineralizada con adhesivos SE, se encontré que el pH
inicialmente muy bajo, se neutralizé en poco tiempo y por microscopia electronica de barrido
(SEM) se evidencio la presencia de un precipitado denso insoluble sobre la superficie de la
dentina [lwasa et al., 2011]. Se ha postulado que los grupos fosfato del acido fosférico puede
unirse con los iones Ca*? de la dentina generando sales que impiden la actividad de las MMP
(Sabatini & Pashley, 2014).

Se ha confirmado la accién de las MMP-2 y MMP-9 por medio de ensayos especificos para
los diferentes tipos de adhesivos dentinales. Lehmann et al. [2009] reportaron que la aplicacion
del adhesivo aumenta la sintesis de MMP-2 en odontoblastos humanos, lo que posiblemente
incrementa su accion por migracion a través de los tubulos dentinales hacia la capa hibrida.
Con respecto a los adhesivos SE, Mazzoni et al. [2013], reportaron que hay evidencia que en
la dentina parcialmente desmineralizada se encontr¢ actividad de las MMP-2 y -9 en dentina

humana, efecto que atribuyen al bajo pH por inducir apertura del switch de cisteina, activando
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formas latentes de las enzimas al ejercer su efecto en el dominio catalitico y por disminucién

en la actividad inhibitoria de los inhibidores tisulares de MMP.
2.4 Estrategias para la estabilizacion de la interfase adhesiva

Dentro de las estrategias para estabilizar la interfase adhesiva dentina—resina se ha propuesto

utilizar:
2.4.1 Inhibidores no selectivos de las MMP

Dentro de este grupo, la sustancia mas utilizada es la clorhexidina (CHX), que ha demostrado
ser eficiente en la inhibicién de la actividad de las MMP por un tiempo corto, aun en
concentraciones bajas como 0.2% [Carrilho et al., 2007 a,b; Gendron et al., 1999]. Se ha
evidenciado que su efecto se mantiene durante 18 meses, momento en el que empieza la
degradacién de la interfase adhesiva. Aunque muy poco se ha publicado sobre cual es el
mecanismo de accion de la CHX, pareciera ser porque el cloro se comporta como una
molécula anfifilica capaz de unirse al zinc del dominio catalitico de las MMP, impidiendo su
actividad hidrolitica, sumado a que la CHX es una molécula catidnica que se une a las
moléculas anidnicas de la dentina tanto mineralizada como desmineralizada [Carrilho et al.,
2010]. La unién de la CHX con la dentina es de tipo electrostatico reversible, por lo que tiene
poca sustantividad en los tejidos, y de ahi, su tiempo limitado de actividad [Carrilho et al., 2007,
Seseogullari-Dirihan et al., 2016].

2.4.2 Biomodificaciéon de la dentina

Los avances en la ingenieria de tejidos tienen aplicacion limitada en los tejidos duros dentales
por su poca capacidad para regenerar, esto ha llevado a buscar diferentes estrategias en la
dentina, donde la biomodificacién busca mejorar sus propiedades fisicas a través de modificar

su bioquimica. Las estrategias para buscar biomodificacion incluyen:

2.4.2.1 Agentes fisicos: La utilizacion de técnicas foto-oxidativas por accion de la luz
ultravioleta (UV), requiere la presencia de un singlete de oxigeno, que es la molécula mas
reactiva e inestable de las formas de oxigeno. La Vitamina B2 (riboflavina) ha demostrado ser
una fuente importante de radicales libres de oxigeno, entre ellos de singletes de oxigeno. Esta
vitamina activada por luz UV es capaz de inducir la formacién de enlaces covalentes mediados
por los singletes de oxigeno, entre el grupo amino de la glicina de una cadena del colageno y
los grupos carbonilo de la prolina e hidroxiprolina de las cadenas cercanas, lo que conduce a

un efecto reticulante del colégeno [Bedran-Russo et al., 2014].
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2.4.2.2 Agentes sintéticos inespecificos de reticulacion del coldgeno: Son sustancias capaces
de entrecruzarse con el colageno, a partir de enlaces cruzados con los grupos amino y
carbonilo de los residuos de aminoacidos de esta proteina, lo que estabiliza su estructura, y la
engloban para hacerla mas resistente a la degradacién enzimatica. El glutaraldehido tiene gran
afinidad por grupos amino terminales de los aminoacidos, principalmente los grupos g-amino
de los residuos de peptidil-lisina e hidroxilisina del colageno [Tezvergil-Mutluay et al., 2011].
La hidrocloro-carbodiimida requiere la activacién de los grupos carboxilicos de los acidos
glutamico y aspartico para formar un intermediario O-acilisourea, que luego reacciona con los
grupos amino de la lisina e hidroxilisina para formar entrecruzamiento amino con el colageno,
con liberacion de urea. Aunque estas sustancias han demostrado ser efectivas en proveer
mejor estabilidad de la interfase adhesiva [Tezvergil-Mutluay et al., 2012], se ha cuestionado
su biocompatibilidad [Al-Amar et al., 2009; Bedran-Russo et al., 2014].

2.4.2.3 Agentes reticulantes de origen natural: Son sustancias antioxidantes capaces de
favorecer el entrecruzamiento con el colageno, y, ademas, con capacidad de inhibir la actividad
de las MMP. El entrecruzamiento de las sustancias bioactivas con el colageno es de tipo no
enzimatico. Dentro de este grupo, se han estudiado las antocianidinas, principalmente la
proantocianidina oligomérica, que se deriva de las semillas de uva, y con la cual se ha
evidenciado un mejoramiento de las propiedades mecanicas de la dentina previamente
desmineralizada, como la tenacidad y el moédulo elastico [Sabatini & Pashley, 2014]. Sumado
a esto, se demostré un aumento en el angulo de contacto del agua y disminucién de la
permeabilidad al vapor de agua [Green et al., 2010]. Sin embargo, los efectos con estas
sustancias se han logrado con tiempos aplicacion muy prolongados (10 min — 1 h), situacion
que no las hace clinicamente aplicables [Hass et al., 2016]. Adicionalmente, se ha reportado
disminucion del grado de conversion por inhibicion de la polimerizacion de los mondmeros de

resina [Greene et al., 2010] y pigmentacién de color café en la dentina [Frassetto et al., 2015].

2.4.2.4 Remineralizacion biomimética. La utilizacién de nanoprecursores de fosfato de calcio
amorfo, busca reproducir los mecanismos naturales de biomineralizacién de la dentina [Tay &
Pashley, 2008; Niu et al., 2014]. Aunque in vitro se ha logrado la incorporacion de cristales en
la dentina desmineralizada por mecanismos de difusién lateral, este proceso no parece ser

aun util en la clinica [Maravic et al., 2017].

2.4.3 Remocién del agua residual no unida al colageno en la capa hibrida
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La mayoria de los metacrilatos son hidréfobos e insolubles en agua por lo que muchos
fabricantes utilizan como solvente el etanol para asegurar mantenerlos en solucion en una
fase. La aplicacion de estos adhesivos en una dentina saturada de agua posterior al
acondicionamiento acido, genera separacion en nanofases de los adhesivos [Spencer &
Wang, 2002]. Pashley et al. [2007] proponen un cambio en la técnica de adhesién humeda
donde se reemplaza el agua residual por etanol, con lo cual se logra una mejor penetracion de
los mondmeros de resina en la red colagena y se evita la separacion en nanofases del
adhesivo [Breschi et al.,, 2018]. El agua se puede encontrar unida al colageno en una
disposicion de tres capas o puede encontrarse libre. El etanol es capaz de remover el agua
libre y la mitad de la tercera capa del agua unida [Jee et al., 2016], lo que disminuye la
separacion entre la matriz de colageno y los mondémeros de resina, y a su vez, la posibilidad

de accion de las enzimas colagenoliticas.

Otra aproximacién a la remocion del agua residual es la utilizacion de adhesivos SE con una
concentracién incrementada del mondémero 10- &cido fosférico metacril oiloxidecaetilen
metacrilico (10-MDP) a un 25% en volumen, con el que se crea un frente de desmineralizacion

para la hibridizacion de la interfase adhesiva [Breschi et al., 2018].
2.5 Evaluacion de la interfase adhesiva

Hay diferentes tipos de pruebas para evaluar la adhesion a la estructura dental, como son las
pruebas de resistencia de union tensil o de cizalla, pruebas de microfiltracién, microscopia
electrénica de barrido (Scanning Electron Microscopy, SEM, por su nombre en inglés), entre
otras. Para este estudio es de especial interés las pruebas de resistencia de uniéon microtensil

(microtensil bond strength, uTBS, por su nombre en inglés).

Durante muchos afios se han hecho pruebas de resistencia de union, con lo que se pretende
poder determinar como es el comportamiento clinico de un adhesivo, ademas de obtener
informacion acerca de las variables del sustrato de adhesion y dar guias para los
procedimientos adhesivos [Braga et al., 2010]. Hasta los afios 90 se realizaban pruebas
macrotensiles con muestras de 3 a 6 mm de didmetro (6-28 mm?), sin embargo, los resultados
de estan pruebas fueron cuestionados por no poder discriminar la heterogeneidad de la

distribucion de esfuerzos en la interfase [Van Noort et al., 1991].

Sano et al. [1994] introdujeron las pruebas microtensiles a la odontologia, utilizando
especimenes de hasta 2 mm? de area, con las que se tienen ventajas como, diferenciar el

valor de adhesion segun la zona del diente, evaluar diferencias intra e interdiente, obtener
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valores de adhesién mas altos, disminuir el nimero de dientes que se requieren y capacidad
de evaluacion del tipo de falla por SEM [Armstrong et al., 2010]. Asi mismo, se han descrito
algunas limitaciones como la dificultad técnica de la prueba, se requiere equipo especializado,

las muestras se deshidratan, se averian y se extravian facilmente [Armstrong et al., 2010].

Se puede concluir que las pruebas de adhesién en odontologia son muy sensibles a la técnica,
sumado a que no se pueden estandarizar los substratos bioldgicos utilizados, con gran
influencia de las destrezas y motivacion del operador, pues pequefas variaciones en el paso
a paso generan cambios en los resultados; es por esto que se debe reportar en detalle la forma
de recolectar y procesar las muestras, las condiciones de almacenamiento de los materiales y

el protocolo usado para realizar la prueba [Salz & Bock, 2010].
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La resina compuesta es uno de los materiales restauradores de mas amplio uso en
odontologia. Por su versatilidad, es utilizado para la obturacion de cavidades dentales,
cementacion de restauraciones indirectas y restauraciones estéticas [Van Landuyt et al., 2007;
Liu et al., 2011].

La union resina-dentina depende de la infiltracién del sistema adhesivo entre la matriz de
colageno de la dentina que es expuesta por acondicionamiento acido, lo que conforma una
zona de interdifusion, denominada “capa hibrida”, que cumple una funcion fundamental en la

retencién micromecanica de la restauracion [Nakabayashi et al., 1991]

Se ha reportado que la infiltracién del adhesivo en la red de colageno es incompleta, ya que
su capacidad de penetracion es menor que la profundidad de acondicionamiento del agente
grabador, esto, sumado a la gran dificultad de desplazar el agua residual de la matriz de
dentina [Pashley et al., 2011; Mazzoni et al., 2013], lo que da lugar a que se inicie un proceso
de degradacion de las fibras colagenas desprotegidas, por la activacion de proteasas
endogenas presentes en la dentina, denominadas metaloproteinasas de matriz (MMP). Las
MMP son producidas por los odontoblastos durante el proceso de formacion dental y quedan
inmersas dentro de la estructura en forma de zimdégeno, éstas pueden ser activadas por
diferentes mecanismos como disminucién del pH, aumento de la temperatura o presencia de
oxigeno reactivo, y asi, hidrolizar las fibras colagenas de la dentina desmineralizada, evento
que desencadena junto con la posible hidrolisis del sistema adhesivo, la degradacion de la
capa hibrida [Nishitani et al., 2006; Bali et al., 2016].

La degradacion hidrolitica de la interfase adhesiva genera consecuencias clinicas adversas
como hipersensibilidad dentinal, pigmentacion marginal y posible caries secundaria, lo que
disminuye la longevidad de las restauraciones, lo que trae como consecuencia altos costos
bioldgicos y econdmicos asociados a la necesidad de recambio de restauraciones [Pashley et
al., 2004].

Para mejorar la durabilidad de las restauraciones y preservar la integridad de la interfase
adhesiva, se ha sugerido el uso de inhibidores de las MMP como la clorhexidina [Carrilho et

al., 2007 a,b; Breschi et al., 2008] que, aunque ha demostrado tener efectividad a corto y
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mediano plazo, su union a la dentina es de naturaleza electrostatica, por lo que su capacidad

inhibitoria disminuye antes de 18 meses [Sadek et al., 2010].

En los ultimos afios, se ha propuesto como estrategia, el uso experimental de agentes de
reticulaciébn que crean cadenas de entrecruzamiento con el colageno haciéndolo mas
resistente a la degradacion enzimatica, y a los que también, se atribuye la capacidad de
inhibicion de la actividad de las MMP. Hay compuestos sintéticos de capacidad reticulante
comprobada como el glutaraldehido y la carbodiimida, sin embargo, se ha evidenciado que

pueden tener efecto citotoxico, lo que limita su uso clinico [Al-Ammar et al., 2009]

Especial interés han tomado los agentes de reticulacién de origen natural como los polifenoles,
dentro de los cuales se han estudiado las proantocianidinas, la quercitina y el curcumin, cuya
estructura quimica les confiere propiedades tanto antioxidantes como de reticulacion
[Tezvergil-Mutluay et al., 2012]. Sin embargo, no se han demostrado sus beneficios en un
protocolo que sea clinicamente relevante, ya que los tiempos de aplicacién requeridos y la
profundidad de penetracién no son adecuados (Sabatini & Pashley, 2014; Tezvergil-Mutluay
et al., 2012).
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4. JUSTIFICACION

Las restauraciones adhesivas basan su retencion en la infiltracién de los monémeros de resina
en la red de fibras colagenas de la dentina, conformando la capa hibrida [Nakabayashi et al.
1991]. Aunque los adhesivos actuales han incorporado mondmeros hidrofilicos que mejoran
la adhesion inmediata, esta reportado que esta interfase adhesiva se deteriora con el tiempo,
por diferentes mecanismos de degradacion, que ya han sido mencionados anteriormente
[Malacarne et al., 2006].

El envejecimiento de la capa hibrida trae como consecuencia la posibilidad de caries
secundaria, sensibilidad dental, fractura o desalojo de la restauracion [Pashley et al., 2011], lo

que se traduce en la necesidad de recambio frecuente de restauraciones.

El plan estratégico 2013-2017 del Instituto Nacional de Investigacion Dental y Craneo-facial de
Estados Unidos (NIDCR) reporté que el tiempo promedio de reemplazo de las restauraciones
en resina compuesta es de solo 5,7 afios (NIDCR, 2013). Esta situacion obliga a asumir costos
por sustitucion de obturaciones dentales de alrededor de cinco mil millones de délares al aino

solo en los Estados Unidos [Jokstad et al., 2001].

Es imperativo establecer nuevas prioridades frente al manejo de la promocién y prevencion en
salud oral; la concientizacion y el cambio de mentalidad—de odontologia restauradora a
preventiva— supone una gran inversion de esfuerzo y tiempo para la conciliacion de propésitos
cuyos resultados se veran reflejados en el futuro. Por lo pronto, es necesario proveer nuevas
técnicas y materiales que garanticen el mantenimiento adecuado de la salud oral de los
pacientes con el fin de evitar, en lo posible, el reemplazo de restauraciones, puesto que esto
implica mayor pérdida de estructura dental, tiempo, contaminacién ambiental y altos costos

econdmicos.

Para esto, se hace necesario desarrollar materiales y procedimientos que permitan lograr
restauraciones adhesivas con maxima preservacion de la estructura dental que perduren de
manera exitosa por tiempo prolongado, y asi, evitar que los dientes entren en la espiral de la
restauracion. Por lo tanto, es importante probar nuevas sustancias con las que se inhiba la
activacion de las MMP para, de esta manera, disminuir su impacto en la degradacion de la
interfase de union, manteniendo mayor estabilidad a largo plazo de las restauraciones

adhesivas.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de un flavonoide (MRT-1) sobre el comportamiento mecano-bioldgico de la
interfase adhesiva resina-dentina.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Evaluar la influencia de la aplicacion de MRT-1 sobre la actividad de las MMP en la

interfase adhesiva resina-dentina.

5.2.2 Determinar el comportamiento de la resistencia de unién microtensil en la interfase

adhesiva con la aplicacién de MRT-1.
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6. MATERIALES Y METODOS

Estudio experimental cuantitativo in vitro para el cual se utilizaron 60 terceros molares
humanos recién extraidos por indicacion terapéutica, que cumplieran con los criterios de
inclusién como: estar sanos, sin restauraciones previas, ni defectos del desarrollo del esmalte,
con formacion radicular completa y de dimensiones semejantes, donados previo
consentimiento informado con aval del comité de ética de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Nacional de Colombia, acta N° 09-17. Los especimenes fueron almacenados en
solucion de NaCl 0.9% con NaN3 0.02% a 4°C por un tiempo no mayor a 3 meses [Pashley et
al., 2004].

6.1 Ensayo genérico de actividad de MMP

Veintidos molares fueron seccionados a nivel coronal, a baja velocidad bajo refrigeracién, con
el uso del Isomet (Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EE.UU.), para eliminar el esmalte oclusal y
exponer la dentina del tercio medio coronal. De cada especimen se obtuvieron bloques de
dentina de 3.5 x 3.5 x 1.0 mm, los cuales fueron repartidos aleatoriamente dentro de los 8
grupos de prueba (Tabla 1) con 6 bloques por grupo. Para este ensayo se utilizd el kit
fluorométrico de actividad de MMP (Cat N° ab 112146, Abcam, Cambridge, MA, EE.UU.). La
prueba se realizé en una microplaca oscura de 96 pozos, colocando 100 uL de cada sustancia,
control o tratamiento, en cada pozo por separado, para garantizar el cubrimiento completo de
los bloques de dentina. Los bloques de dentina mineralizada fueron utilizados como linea de
base para evaluar la actividad MMP inicial, los bloques de dentina desmineralizada se
utilizaron para evaluar el efecto del acido fosférico (HsPQO4) al 10% (Sigma- Aldrich, St. Louis,
MO, EE.UU.) por 16 h sobre la actividad enzimatica. Los bloques de dentina desmineralizada
y activada con 4-Acetato Aminofenilmercurico (APMA) a 1 mM, al igual que el grupo tratado
con peroxido de hidrégeno (H202) a 1 mM, se utilizaron como control positivo de activacion de
MMP. Como grupos de control de inhibicion se utiliz acido etilendiamino tetraacético (EDTA)
a 5 mM y un extracto que contiene proantocinidina (PA). Para el grupo experimental 1 mg del
flavonoide (sustancia MRT-1) fue disuelto en 100 uL de etanol al 100%, para obtener una
concentracién de 1% equivalente a 31.4 mM. A partir de esta solucion se obtuvo la dilucién de
600 uM. En todos los grupos de prueba, los bloques de dentina fueron desmineralizados con
H:PO4 al 10% overnight, y posteriormente fueron lavados con agua destilada 5 veces

consecutivas durante 5 min.
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Tabla 1. Grupos de prueba para la evaluacién de la actividad de MMP.

Tratamiento | H20d | HsPO | APM | H20: | EDTA | Etan PA MRT- | Substrato
4 A ol 1 fluorogéni
1mM | 5mM Extra

10% | 1mM | (2h) (15 100% | cto 600 e
Grupo

(16h) | (2h) min) (120 (6 UM

s) min) (120
s)

Dentina mineralizada X X
DM
Dentina desmineralizada X X
DD
Control de activacion X X X
APMA
Control de activacion X X X
H202
Control del vehiculo X X X
Etanol
Control de inhibicién X X X
EDTA
Control de Inhibicion X X X
PA
Experimental MRT-1 X X X X

Las placas fueron leidas por espectrofluorometria a una longitud de onda de 490¢x /515ems NM
en un lector de placas (Infinite M200, Tecan; Mannedorf, Suiza). Con la medida de la intensidad
de fluorescencia en unidades relativas de fluorescencia (Relative Fluorescence Units, RFU,
por su nombre en inglés) se calculo el porcentaje de reduccion de la actividad de MMP de los
grupos tratados con respecto al control de activaciéon con APMA, el cual fue tomado como el

100% de actividad de MMP. Se analizaron seis réplicas por condicion (n=6).
6.2 Ensayo de actividad de MMP por microscopia de fluorescencia

Para hacer una valoracion cualitativa de la actividad de MMP, se obtuvieron 8 bloques de
dentina de 4.0 mm x 4.0 mm x 0.3 mm (uno por diente), los cuales fueron repartidos
aleatoriamente en 4 grupos de ensayo (Tabla 2). Los bloques fueron desmineralizados con
HsPOsal 10% durante 16 h, se lavaron abundantemente con agua destilada durante 15 min, y

posteriormente, se aplico el tratamiento propuesto en cada grupo. Para la activacion de las
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MMP se utilizé APMA a 1 mM durante 2 h, posteriormente se colocaron los bloques de dentina
activada sobre una laminilla para ser evaluados por microscopia de fluorescencia y se aplicé
el sustrato fluorogénico del kit fluorométrico de actividad de MMP (Cat N° ab 112146, Abcam,
Cambridge, MA, EE.UU.), para luego hacer la lectura en el microscopio de fluorescencia
(Axiovert 40 CFL, Carl Zeiss, EE.UU.)) a los 20, 30 y 40 min de tiempo de incubacion. Las
condiciones para la toma de las micrografias fueron estandarizadas para todas las muestras
con un contraste de 5000, gama de 1.03, brillo de 14335 y un tiempo de exposicion de 86.4

ms.

Tabla 2. Grupos de ensayo para evaluacion cualitativa de la actividad MMP por

microscopia de fluorescencia.

Grupo de ensayo Tratamiento
Control de background Dentina desmineralizada + substrato fluorogénico
Control de activacion Dentina desmineralizada + APMA (2 h) + Substrato
Control del vehiculo Dentina desmineralizada + APMA (2 h) + Etanol (60 s) + Substrato
Grupo experimental Dentina desmineralizada + APMA (2 h) + MRT-1 600 uM (120 s) + Substrato

6.3 Ensayo de resistencia de unién microtensil (uTBS)

Se utilizaron 20 molares humanos recién extraidos que se asignaron aleatoriamente en los
diferentes grupos de prueba (Tabla 3). Como control negativo, se realizé la técnica de adhesion
convencional; como control positivo, se utilizé un tratamiento previo al adhesivo con
clorhexidina (CHX) al 0.2%; el control del solvente fue etanol al 100% y el grupo de prueba
con la sustancia MRT-1 a 600 uM. En todos los grupos se elimind el esmalte oclusal, a baja
velocidad y bajo refrigeracion en el Isomet (Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EE.UU.). El smear layer
fue homogenizado con lijas #600 y #1200 por 60 s cada una, a una presion constante. El
proceso adhesivo fue realizado utilizando el sistema adhesivo Adper Single Bond 2 (3M-ESPE)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, la dentina fue acondicionada con acido
fosférico al 37% (3M — ESPE, St. Paul, MN, EE. UU.) durante 10 s, y lavado durante 20 s. Se
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aplicaron dos capas de adhesivo frotando 20 s, el cual fue aireado y polimerizado durante 20
s con una lampara de fotocurado Blue phase 2 con una intensidad de 800 mWatt/cm? en el
programa soft start. Se construyeron bloques de resina de 4 mm de altura utilizando la resina
Filtek Z-350 XT color B-2 (3M- ESPE) haciendo incrementos de maximo 2mm, los cuales
fueron polimerizados con el mismo programa de curado durante 20 s por incremento. Posterior
al proceso adhesivo, los molares se almacenaron 24 h en el medio de conservacion a 37°C en
el Hygrobath (Whip-Mix, Louisville KY, EE.UU.).

Tabla 3. Grupos de prueba para evaluacion de la resistencia de unién microtensil (uTBS)

resina-dentina.

Grupo de ensayo Tratamiento

1. Control negativo Acido fosférico 37% (10 s) — Adhesivo (20 s) - Resina

2. Control positivo Acido fosférico 37% (10 s)— Clorhexidina 0.2% (60 s) -Adhesivo (20 s)- Resina

3. Control vehiculo Acido fosférico 37% (10 s) — Etanol 100% (120 s) - Adhesivo (20 s) - Resina

4. Experimental Acido fosférico 37% (10 s) — MRT-1 600 uM (120 s) — Adhesivo (20 s) - Resina

Posteriormente, en el isomet se hicieron cortes tanto en el eje X como en el eje Y con menos
de 1mm de distancia. Después, se realizé un corte en el eje Z para obtener microbarras de 1.0
x 1.0 x 8.0 mm. Se obtuvieron 30 microbarras por grupo que se repartieron aleatoriamente en
2 subgrupos, 15 microbarras para la evaluaciéon de la yTBS inmediata y las otras 15
microbarras para ser almacenadas en saliva artificial en el hygrobath a 37 °C durante 6 meses,
para luego realizar la prueba de yTBS. Para realizar la prueba de uTBS, cada microbarra se
fij6 en un portamuestra con cianoacrilato y resina fluida. El portamuestra se ensamblé en el
dispositivo disefiado para tal fin [Prieto, 2015] que se llevd a la maquina de ensayos universal
Shimadzu AG-IS 5kN (Shimadzu, Tokio, Japon) para aplicar la prueba a una velocidad de 0.5
mm /min, y posterior lectura con el software Trapezium2 (Microsoft Corp. Redmond, WA.

EE.UU.). Se incluyeron las fallas prematuras en la evaluacion de resultados.
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Cada una de las muestras fue revisada en el estereomicroscopio Nikon SMZ 800 (Nikon,
Tokyo, Japdn) a 50X de aumento, para determinar el tipo de falla. Las fallas fueron clasificadas

como: adhesivas, cohesivas (de la dentina o de la resina) y mixtas.
6.4 Caracterizacion de la capa hibrida por microscopio electrénico de barrido (SEM)

A ocho molares se les retird el esmalte oclusal a baja velocidad y bajo refrigeracion con el
Isomet (Buehler Ltd., Lake Bluff, IL, EE.UU.), para obtener dentina de profundidad media.
Posteriormente los especimenes se asignaron aleatoriamente en 4 grupos de prueba (Tabla
4).

En la dentina expuesta se homogenizo el smear layer con lija de agua #600 y #1200 por 60 s
cada una. En cada grupo se aplico el tratamiento propuesto a la dentina, para luego hacer el
proceso adhesivo con Adper Single Bond 2 (3M-ESPE) y realizar un bloque de resina de 2 mm
de altura, utilizando resina B2 de Filtek 350 XT (3M-ESPE), siguiendo las recomendaciones

del fabricante.

Posteriormente, se hicieron cortes en los ejes X, Y y Z que expusieron la interfase adhesiva,
para obtener bloques de 6.0 x 3.0 x 3.0 mm.

Tabla 4. Grupos de prueba para la caracterizacion de la capa hibrida por SEM.

Grupo de ensayo Tratamiento
Control (-) Acido fosforico 37% (10s) — Adhesivo (20s) - Resina
CHX Acido fosforico 37% (10s) —CHX 0.2% (60s) - Adhesivo (20s) - Resina
Experimental Acido fosforico 37% (10s) — MRT-1 600 uM (120s) - Adhesivo (20s) - Resina

Para la preparacion de las muestras para SEM, se hizo una modificacion al protocolo utilizado
por Lafuente [2012]. Brevemente, se aplicé acido fosférico al 37% durante 5 s, seguido de
lavado abundante con agua destilada durante 10 min, aplicacion de hipoclorito de sodio al 5%
por 30 s, y enjuague con agua destilada por 10 minutos. Posteriormente las muestras se
deshidrataron secuencialmente con etanol al 70% - 80% - 90% - 95% y 100% (3 veces),

dejando cada muestra 10 min en cada concentracion.

Las muestras fueron metalizadas para luego ser observadas en el microscopio Coxem EM-
30AX Plus (Daejeon, Corea del Sur) a 1000X - 2000X- 4000X - 5000X y 14000X.
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6.5 Analisis estadistico

Se construyd una base de datos en una hoja de Excel con los resultados obtenidos en las
diferentes pruebas. Para el analisis estadistico de los resultados se aplicé una prueba de
Shapiro Wilk, bajo la presuncion de normalidad se hizo un analisis de varianza ANOVA de 1
via y una prueba post hoc de Scheffe para los resultados de la prueba de actividad de MMP.
Para la prueba uTBS se hizo test de normalidad, un ANOVA de una via y prueba post hoc. El
analisis de falla se evalud por la prueba de chi cuadrado. Para todas las pruebas se utilizé el

paquete estadistico StataSE 10 (College station Texas, EE.UU.).
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7. CONSIDERACIONES ETICAS

Para la ejecucion del proyecto, se siguieron las normas establecidas segun la RESOLUCION
N° 8430 de 1993 (4 de Octubre) del Ministerio de Salud, Republica de Colombia: —Por la cual
se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la investigacion en salud.
En el presente estudio siempre prevalecieron el criterio del respeto a la dignidad y la proteccion
de los derechos y el bienestar de la comunidad. Se ajusté a los principios cientificos y éticos
que la justifican, y fue realizada por profesionales con conocimiento y experiencia sobre el area
de investigacion. Esta investigacion se clasificé como de riesgo minimo, ya que se trabajé con
dientes extraidos por razones terapéuticas, en un laboratorio certificado, siguiendo los
Principios de Buenas Practicas de Laboratorio plasmados en la RESOLUCION N° 2378 de
2008. La investigacion respeto los principios éticos y respondio a los principios de pertinencia,
factibilidad e idoneidad, en particular del investigador principal, del co-investigador y del
estudiante. Ver documentos anexos de consideraciones éticas (Aval de Comité de ética,

consentimiento informado, folleto informativo para pacientes donadores).
7.1 Impacto ambiental

El impacto ambiental de las actividades experimentales realizadas, poseen un riesgo minino
para el ambiente segun la Resoluciéon 2400 de 1979 (estatuto de seguridad industrial), la Ley
142 de 1994 (Ley de servicios publicos domiciliarios), la Ley 430 de 1998 (referente a
desechos peligrosos), el decreto numero 2676 de 2000 (diciembre 22) por el cual se
reglamenta la gestion integral de los residuos biolégicos y modificaciones de marzo del 2002;
la resolucion 01164 de 2002 del Ministerio del Medio Ambiente (septiembre 6), por la cual se
adopta el manual de procedimientos para la gestién Integral de los residuos hospitalarios y
similares del Ministerio del Medio Ambiente y el Ministerio de Salud; el decreto 4741 de 2005
(por el cual se reglamenta parcialmente la prevencion y manejo de los residuos y desechos
peligrosos en el marco de la gestion integral); la resoluciéon 1362 de 2007 (por la cual se
establecen los requisitos y el procedimiento para el registro de generadores de residuos o
desechos peligrosos, a que hacen referencia los articulos 27 y 28 del Decreto 4741 del 30 de
diciembre de 2005.

Se tuvieron especificamente en cuenta los siguientes aspectos con el manejo de los desechos.
Los residuos de riesgo bioldgico que se utilizaron fueron de tipo biosanitario y se tomaron en

cuenta para su manipulacién, recoleccion y desecho todos aquellos elementos o instrumentos
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utilizados durante la ejecucion de los procedimientos que tienen contacto con materia organica
como: recipientes de recoleccién, aplicadores, guantes, material de laboratorio como tubos de
ensayo, frascos y placas de cultivo, laminas porta objetos, laminillas, entre otros. Después de
ser almacenados en su respectivo empaque fueron entregados a la ruta hospitalaria facilitada
por ASEO CAPITAL para su disposicion final. Alli fueron depositados en una celda especial
para continuar su proceso de desnaturalizacion mediante la aplicacién de técnicas apropiadas
que evite, de igual manera, la contaminacién ambiental. Las muestras y sustancias quimicas
fueron manipuladas por personal capacitado cumpliendo con las normas de bioseguridad

recomendadas para la manipulacién de muestras clinicas y material de laboratorio.

Los desechos de los solventes fueron descartados en recipientes adecuados dentro del
laboratorio, los cuales fueron recogidos por una firma especializada en el manejo de desechos
por incineracion, el cual se realiza en dos cdmaras sucesivas de combustion y post-combustion

(a 1000 y 1200 °C respectivamente), que generaran vapores finales de CO;, H,O, NOsy NO..
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7.2 Aval del comité de ética
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7.3 Consentimiento informado

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA RECOLECCION DE DIENTES HUMANOS
PARA EL ESTUDIO TITULADO “EFECTO DE LA APLICACION DE UN FLAVONOIDE EN
EL COMPORTAMIENTO DE LA INTERFASE ADHESIVA RESINA-DENTINA”
DIEGO BETANCOURT CASTRO
Docente Universidad Nacional
Estudiante de Maestria en Ciencias Odontolégicas
Universidad El Bosque

(Otorgado en cumplimiento de la ley 35 de 1989)

NOMBRE DEL PACIENTE

EDAD:
SEXO: F__ M__ DIENTE (S) N° FECHA _ / / CIUDAD:
Yo, identificado como aparece al

pie de mi firma, en mi calidad de paciente por medio del presente documento, y en pleno uso
de mis facultades mentales, otorgo en forma libre mi consentimiento a DIEGO ENRIQUE
BETANCOURT CASTRO, para que haga uso de él (los) diente(s) que me seran extraidos por

extraccién indicada para obtener tejido dentinal con fines académicos.

Autorizo con la condicion que no se mencione mi nhombre, que los resultados del estudio
puedan ser utilizados con fines de ensefianza, investigacion y divulgacion cientifica. Certifico
que se me ha informado que la participacién en este estudio es voluntaria, respetandose la
voluntad de aceptacion a rehusar la donacion de mis dientes sin que esto afecte la calidad en
la atencién que se me esta prestando en el momento. Certifico que se me ha explicado que
no estaré expuesto a ningun riesgo en el proceso de recoleccion de la muestra, aparte de lo
inherente a la cirugia que no hace parte de la investigacién y sera aclarado por el profesional
respectivo. Doy fe de que se me ha explicado claramente que no recibiré ningun beneficio
economico derivado de mi participacion, sin embargo, se me explicé que es probable que mi
participacién ayude a encontrar una respuesta a la pregunta de investigacion, siendo esto un
beneficio para la sociedad. El presente documento ha sido leido, entendido por mi en su

totalidad y se ha resuelto cualquier inquietud que yo presente respecto a este documento.
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FIRMA DEL PACIENTE

C.C/T.I Huella
Yo como acudiente
de en su condicion de

(menor de edad, analfabeta, discapacitado) otorgo en forma libre el consentimiento a DIEGO
ENRIQUE BETANCOURT CASTRO, para que haga uso de él (los) diente(s) que seran

extraidos, entendiendo lo anteriormente dicho.

FIRMA DEL ACUDIENTE

C.C. Huella

Como testigo certifico que se hizo la lectura exacta del documento de consentimiento para el
potencial participante y el individuo ha tenido la oportunidad de hacer preguntas. Confirmo que

el individuo ha dado consentimiento libremente.

FIRMA DEL TESTIGO

C.C. Huella

Ha sido proporcionada al participante una copia de este documento de Consentimiento

Informado.
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FIRMA DEL INVESTIGADOR

C.C.

Huella
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7.4 Folleto informativo

GRACIAS por
su colaboracion en
nuestro proyecto de
investigacion

Los resultados pueden
ayudar a mejorar la salud
oral de los colombianos

Si usted tiene alguna duda
sobre el manejo de las
muestras o el proyecto de
investigacidn, usted puede
contactar a
DIEGO E. BETANCOURT
Tel 3165000 Ext 16015
Cel 3002252033
debetancourtc@unal.edu.c
o

J ERSIDAD
EL BOSQUE
FOLLETO INFORMATIVO

COMNSENTIMIENTO INFORMADO

EFECTO DE LA APLICACION DE
UM FLAVOMNOIDE SOBRE LA
INTERFASE ADHESIVA RESINA-
DENTINA

DIEGO E. BETANCOURT CASTRO
JAIME CASTELLANOS P
PAULA A. BALDION ELORZA

Bogota
2016 - 2018

1. Eldiente extraido

se limpia %

2. Se retira el esmalte de
la corona para exponer la
dentina

3. Se aplica una sustancia
experimental y se hace
una restauracion en
resina

>

4, Se harén cortes para
medir la fuerza de unidn
de la resina con el diente

5. Sobre otras muestras
se evaluara la actividad
biolégica del diente

A

El objetivo de este estudio
es evaluar el efecto de una
sustancia experimental
sobre la estabilidad de la
unién entre el diente y la
resina

Se espera mejorar la
durabilidad de las
restauraciones de resina
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8. RESULTADOS

8.1 MRT-1 inhibe eficientemente la actividad de MMP

Los resultados de la prueba de actividad de MMP se muestran en la Figura 5. El APMA vy el
H.O- indujeron la mayor intensidad de fluorescencia en las muestras de dentina, lo que
significa que ambas sustancias fueron eficientes en activar las MMP de la matriz
desmineralizada. El grupo de control de activacion tratado con APMA tuvo el valor mas alto de
fluorescencia por lo que se tom6 como el 100% de actividad. Tanto la sustancia de prueba
MRT-1 como los controles de inhibicion EDTA y PA mostraron una disminucion significativa
de la intensidad de fluorescencia correspondiente con una inhibicién de la actividad de MMP
con respecto al grupo control de activacion (p<0.05). Se demostré una actividad de MMP del
26% para la MRT-1 con una disminucion del 74% con respecto al grupo control de activacion
APMA; mientras que el EDTA mostré una disminucion del 64% de la actividad de MMP. El
extracto de PA aplicado por 6 min tuvo una reduccion de actividad del 79%. Con respecto al
vehiculo, el etanol tuvo una disminucion de la intensidad de fluorescencia del 68% comparado
al grupo control de activacién con APMA. Igualmente, MRT-1 mostré menor actividad de MMP
con diferencia significativa con respecto al grupo etanol (p<0.05). No se encontraron
diferencias entre los grupos de inhibicion del EDTA y PA con respecto al MRT-1 (p>0.05).
(Figura 5).
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Figura 5. Actividad de MMP. Los bloques de dentina se distribuyeron aleatoriamente en los grupos de
prueba, la dentina desmineralizada muestra el efecto del acido fosférico al 10% por 16 h sobre la
actividad de las MMP. Se muestran los valores de fluorescencia relativa (RFU) de los controles de
activacion: 4-Acetato Aminofenilmercurico (APMA) y peroxido de hidrégeno (H202) ambos a 1mM por 2
h; control de vehiculo: etanol al 100% por 120 s, y los controles de inhibicion: acido etilendiamino
tetraacético (EDTA) a 5mM durante 15 min y un extracto de proantocianidina (PA) por 6 min; y, por
Ultimo, la sustancia experimental MRT-1 a 600 uM por 120 s. Las muestras fueron sometidas a cada
tratamiento en placa oscura de 96 pozos para luego ser incubadas con el sustrato fluorogénico por 30
min del kit fluorométrico de actividad de MMP (Abcam, Cambridge, MA, EE.UU.). La intensidad de
fluorescencia fue medida a una longitud de onda 495em/515exc €n un lector de placas (Infinite M200,
Tecan; Mannedorf, Suiza). El control de activacién tratado con APMA tuvo la mayor actividad de MMP
y fue tomada como el 100%. La sustancia MRT-1 fue eficaz en inhibir la actividad de MMP con diferencia
significativa con respecto al grupo control (p<0.05). Diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos tratados y el control activado con APMA son indicados por medio de asteriscos (p <0,05). Las
letras minusculas (a, b y ¢) muestran diferencias significativas entre grupos de prueba (p <0,05).

8.2 MRT-1 disminuye la intensidad de fluorescencia como indicador de inhibicion de las

MMP en dentina desmineralizada

Para corroborar los resultados de actividad de MMP se realizé una evaluacién cualitativa por
microscopia de fluorescencia. La fluorescencia de la dentina desmineralizada fue considerada
como la fluorescencia basal (background). La aplicacion del APMA produjo un aumento de la
fluorescencia de las muestras, intensidad que se mantuvo en todos los tiempos de evaluacion
(20 — 30 - 40 min). El grupo tratado con etanol tuvo una intensidad de fluorescencia elevada a
los 20 min, y posteriormente, una leve disminucion a los 40 min. El grupo tratado con MRT-1

presentd una menor intensidad de fluorescencia comparada con los grupos APMA y Etanol a
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lo largo de todos los tiempos de incubacion con el substrato fluorogénico, la cual fue
ligeramente superior a la intensidad de fluorescencia basal de la dentina desmineralizada
(Figura 6).
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Figura 6. Evaluacion de la actividad de MMP por microscopia de fluorescencia. Utilizando el kit
fluorométrico de actividad de MMP (Cat N° ab 112146, Abcam) se realizé la evaluacion por microscopia
de fluorescencia de la actividad de MMP. Bloques de dentina desmineralizados con H3sPQOs al 10 %
durante 16 h se distribuyeron aleatoriamente entre los grupos experimentales y los grupos control
(negativo: agua destilada y positivo: APMA a 1mM x 2 h). La dentina tratada en los grupos
experimentales fue activada previamente con el APMA, para posteriormente ser tratadas con etanol al
100 % 6 MRT-1 a 600 uM, ambos durante 120 s. Todos los grupos fueron expuestos al substrato
fluorogénico especifico para MMP y la fluorescencia de cada muestra fue registrada con el uso del
microscopio (Axiovert 40 CFL, Carl Zeiss, EE.UU.) a los 20, 30 y 40 min de tiempo de incubacién. El
grupo control negativo mostré la fluorescencia basal de la dentina desmineralizada. El control positivo
activado con AMPA mostré los mayores niveles de fluorescencia, sefial que disminuyo
comparativamente con el grupo tratado con MRT-1, el cual a su vez presentdé menor fluorescencia que
la registrada para el grupo tratado con etanol durante los tiempos de la prueba (n=3).
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8.3 MRT-1 no afecta negativamente la resistencia de uniéon microtensil inmediata y la

mantiene posterior a seis meses de almacenamiento

Los resultados de la prueba uTBS se muestran en la Tabla 5 y Figura 7. A los 6 meses de
almacenamiento el grupo control negativo (sin ningun tratamiento) tuvo una disminucion del
39% de los valores de resistencia de union, con diferencia significativa con respecto al valor
obtenido en la prueba inmediata (p=0.004). Los otros grupos de tratamiento tuvieron una
disminucion de yTBS a los 6 meses menor del 20% que no fue significativa con respecto a los
valores de la prueba inmediata (p>0.05). El grupo que menos variacion tuvo a los 6 meses de
almacenamiento fue MRT-1 con un 12.5% menos de valor de uTBS con respecto a la prueba
inmediata. Al comparar los grupos entre si, se encontré que en la prueba de yTBS inmediata
el valor mas bajo se observo en las microbarras del grupo control negativo con una media de
25.24 MPa (DE+6.34) y el valor mas alto lo obtuvo el etanol con una media de 31.75 MPa
(DEx5.52) con diferencia significativa (p=0.005). CHX y MRT-1 no tuvieron diferencias
significativas entre ellos ni con los demas grupos de prueba (p>0.05). Al comparar todos los
grupos entre si, en los momentos de evaluacion, no se encontraron diferencias significativas

a los 6 meses entre los grupos (p>0.008).

Tabla 5. Valores de resistencia de union microtensil resina-dentina.

Tratamiento Tiempo Promedio DE IC 95 % Diferencia p (t pareada)

Control (-) Inicial 25.27 6.3 22.06 — 28.48 9.94

6 meses 15.33 9.7 10.42 - 20.24 39% - 0.004
Etanol Inicial 31.75 5.5 28.96 — 34.54 6.48

6 meses 25.27 12.2 19.0 - 31.46 20% - 0.119
CHX Inicial 28.67 7.6 24.78 — 32.56 4.06

6 meses 24.61 13.9 17.61 — 31.61 14% - 0.346
MRT-1 Inicial 27.76 6 24.76 — 30.76 3.47

6 meses 24.29 9.1 19.64 — 28.94 12.5% - 0.273
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Figura 7. V alores de resistencia de unién microtensil. Para la prueba microtensil se obtuvieron
microbarras de 1.0 mm?2 de los grupos control, y de las muestras tratadas con etanol al 100% durante
120 s, clorhexidina al 0.2% durante 60 s y con el flavonoide experimental MRT-1 a 600 uM por 120 s,
todos aplicados posterior al acondicionamiento dentinal con acido fosférico al 37% durante 10 s y previo
a la aplicacion del sistema adhesivo Adper Single Bond 2 (3M). Se realizé el ensayo inmediato y después
de 6 meses de almacenamiento, evaluando cada condicion en 15 muestras por grupo (n=15). Los
resultados fueron expresados como la media = DE de la resistencia de unién microtensil dentina-resina.
En todos los grupos hubo disminucién de la resistencia de union adhesiva a los 6 meses con diferencia
significativa para el grupo control negativo (-) (p=0.004). Diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos tratados y el control negativo son indicados por medio de asteriscos (p <0,008).

El analisis del tipo de falla se presenta en la Figura 8. El tipo de falla predominante en todos
los grupos fue la falla adhesiva, que correspondio al 58.4% del total de las fallas. 40.8% fueron
fallas mixtas. Sélo hubo una falla cohesiva en resina (0.8%) que se presento en el grupo MRT-
1 inicial.

Las fallas adhesivas aumentaron en las muestras evaluadas después de seis meses de

almacenamiento. En el grupo control (-) pasaron del 53.8% en las muestras inmediatas al
62.5% en las muestras envejecidas. MRT-1 pasé del 53.8% al 58.8%.
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Figura 8. Analisis del tipo de falla. Cada microbarra fue analizada por estereomicroscopia (Nikon
SMZ800) a 50X de la zona de la ruptura después de la prueba microtensil, tanto inmediata como
después de seis meses de almacenamiento, para los cuatro grupos de prueba (control negativo, etanol
al 100%, clorhexidina (CHX) al 0.2% y MRT-1 a 600 uM). Las fallas fueron clasificadas en la categoria
de adhesivas, mixtas o cohesivas. En todos los grupos de evaluacion hubo predominio de fallas
adhesivas en los dos momentos de prueba.

8.4 MRT-1 posibilita la formacion de una interfase adhesiva homogénea

La Figura 9 muestra el analisis por SEM. Las micrografias a 1000 — 2000 — 4000 y 5000 X que
se obtuvieron de la interfase adhesiva a los 150 dias de envejecimiento. En todos los grupos
se aprecia la formacion de tags de resina y una adecuada infiltracién del adhesivo en la capa
hibrida. Se evidencié una interfase adhesiva regular y continua para el grupo MRT-1 sin signos
de envejecimiento, al igual que la CHX que present6 una capa hibrida estable, mientras que
el grupo de control negativo mostré zonas de degradacion de la interfase con formaciéon de
canales de agua en el adhesivo y pérdida del colageno de la capa hibrida.
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CHX Control (-)

MRT-1

Figura 9. Caracterizacion de la interfase adhesiva. Imagenes de SEM de la interfase adhesiva a los
150 dias de almacenamiento en saliva artificial (Salivar, Farpag). En el grupo control negativo la dentina
fue acondicionada con acido fosforico al 37% e infiltrada con adhesivo Adper Single Bond 2 (3M). En el
grupo tratado con clorhexidina (CHX) al 0.2%, ésta fue aplicada por 60 s posterior al acondicionamiento
con acido fosférico al 37% por 19 s; y en el grupo de prueba, la dentina fue infiltrada con el flavonoide
experimental (MRT-1) a 600 pM durante 120 s después del acondicionamiento &cido. Micrografias a
1000X, 2000X, 4000X y 5000X. Se observa la estabilidad de la interfase adhesiva en el grupo MRT-1.
Hay formacion de tags de resina (flechas amarillas) en todos los grupos. En el grupo control negativo
se evidencia degradacion del colageno (flechas blancas) y formacion de canales de agua en el adhesivo
(flechas rojas).
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9. DISCUSION

Se ha reportado que algunos polifenoles estabilizan la interfase adhesiva entre la resina y la
dentina, ya sea por la biomodificacion de la dentina, la reticulacién del colageno o por la
inhibicién de la actividad de las enzimas colagenoliticas (MMP y catepsinas cisteina) [Bedran-
Russo et al., 2014]. En este estudio se evaluo el efecto de un flavonoide (sustancia MRT-1)
sobre la estabilidad de la interfase adhesiva, en funcion de la actividad de las MMP y la

resistencia de union microtensil (uTBS).

La sustancia MRT-1 en concentracién de 600 uM aplicada durante 120 s mostré ser eficaz en
reducir la actividad de las MMP, con el mismo nivel de significancia (p<0.05) que los controles
de inhibicion utilizados en este estudio y que han sido reportados previamente: EDTA (5mM
por 15 min) [Osorio et al., 2005; Thompson et al., 2012] y extractos de proantocianidinas (PA

por 6 min) [Castellan et al., 2010; Seseogullari-Dirihan et al., 20186].

La sustancia MRT-1 viene en presentacion cristalina de alta pureza (96%) y es soluble en
etanol. La concentracion utilizada fue de 600 uM, lo cual esta en concordancia con las
concentraciones reportadas en los estudios que utilizan polifenoles puros y no en extracto,
para estabilizar la interfase adhesiva dentina-resina [Yang et al., 2017]. Aunque no fue un
objetivo del presente estudio, evaluar los cambios de color en la interfase adhesiva por la
accioén antioxidante de MRT-1, fue evidente que la solucién utilizada a esta concentracion tiene
un leve color amarillo que no tiene la capacidad de producir pigmentacion del tejido, como ha
sido reportado con el uso de otros extractos de polifenoles [Tjaderhane et al., 2013; Frassetto
et al., 2015].

La estructura quimica de MRT-1 con su alto contenido de grupos OH en las posiciones de
sustitucién y su bajo peso molecular, se presume, le pueden conferir una gran capacidad
antioxidante y de penetracién, lo que permite obtener resultados adecuados de inhibicion de
actividad de MMP en tiempos de aplicacion cortos, lo cual seria util en un protocolo clinico

relevante.

Las MMP estan en forma de zimégeno como proenzimas en el tejido y requieren ser activadas
por clivaje, donde inicialmente las enzimas colagenoliticas MMP-8 rompen la triple hélice del
colageno, para luego terminar la digestion del colageno las gelatinasas MMP-2 y MMP-9 [Visse
& Nagase, 2002]. En este estudio se evalud la actividad de las MMP utilizando el kit actividad

de MMP (abcam) incubando el substrato fluorogénico entre 30 y 45 min, lo que permitid
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detectar la actividad de MMP-9 y MMP-2, lo cual llevé implicita la actividad de MMP-8 como

un paso previo.

En este estudio se evidencié que el H3PO4 al 10% aplicado durante 16 h, redujo la actividad
de las MMP, lo cual esta de acuerdo con lo previamente reportado [Pashley et al., 2004;
Mazzoni et al., 2006]. Aunque no es claro el mecanismo, actualmente se ha descartado que el
HsPO. con pH <1 desnaturalice las MMP, ya que es evidente que después de aplicar algun
activador, aumenta la actividad de las mismas. Dentro de las posibles explicaciones de este
fendmeno de inhibicién de MMP con H3POs, lwasa et al. [2011] reportaron la formacion de un
precipitado denso insoluble sobre polvo de dentina desmineralizada, cuando se aplicaron
adhesivos SE. Sabatini & Pashley [2014] sugieren que el H3PO4 contiene alto porcentaje de
grupos fosfato que reaccionan con el calcio proveniente de la dentina, formando una capa de
CaHPO, que cubre la dentina acondicionada. Este estudio propone que adicionalmente a lo
reportado, al desmineralizarse la dentina por accion del agente acondicionador, se disminuye
la disponibilidad de iones Ca?* que son necesarios para la estabilidad y actividad de las MMP,
que son dependientes de Zn?* y Ca?* [Visse & Nagase, 2003].

Los resultados de este estudio sugieren que las MMP no se activan por el pH acido del
acondicionamiento dentinal, sino que podrian activarse por los radicales libres de oxigeno que
se liberan por la polimerizacién de los monémeros de resina de los agentes adhesivos [Krifka
et al.,2013], ya que en la prueba de actividad de MMP se observé una activacion del 84% en

el grupo tratado con H2O-, con respecto al control negativo.

Se ha reportado que el etanol puede tener algun efecto inhibitorio sobre la actividad de MMP
[Tezvergil-Mutluay et al., 2011], lo cual pudo evidenciarse en el presente estudio. Sin embargo,
los resultados mostraron una diferencia significativa (p<0.05) entre MRT-1 y etanol, lo cual
permite concluir que el principal efecto de inhibiciéon en el grupo experimental fue dado por
MRT-1 y no por su vehiculo. No obstante, es interesante que la sustancia MRT-1 sea soluble
en etanol, ya que la mayoria de los adhesivos actuales utilizan el etanol como solvente, lo que
por un lado, aumenta la posibilidad de formular un adhesivo donde pueda incluirse esta
sustancia para el control de la actividad de MMP vy, por otro lado, resulta conveniente tener el
efecto sumatorio de dos sustancias que pueden contribuir a la estabilizacion de la interfase
adhesiva resina-dentina, ya sea por inhibir la actividad de las MMP (MRT-1) o mejorar la
infiltracién del adhesivo por parte de los monémeros de resina (etanol), potenciandose asi, los

beneficios.
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Los resultados que se obtuvieron por ensayos cuantitativos de actividad de MMP, fueron
corroborados en una evaluacién cualitativa por microscopia de fluorescencia. En esta
evaluacioén, se present6 un incremento en la intensidad de fluorescencia con la aplicacion de
un activador conocido (APMA) en dentina desmineralizada, el grupo de etanol tuvo una
intensidad de fluorescencia alta, ligeramente inferior que el grupo del APMA, mientras que
MRT-1 mostré tener la menor intensidad de fluorescencia en todos los tiempos de evaluacién.
Estos resultados estan acordes con los resultados cuantitativos de actividad de MMP, donde
se puede comprobar que MRT-1 es eficaz en inhibir la actividad de las MMP, mientras que el

etanol tiene un efecto muy limitado sobre las MMP.

La prueba uTBS se realizé a las microbarras a las 24 h (inmediata) y a los seis meses de
envejecimiento. La prueba inmediata mostré diferencia significativa (p<0.05) entre el grupo
control negativo que tuvo los valores mas bajos y el etanol los mas altos, lo que se puede
explicar gracias a lo reportado por Sadek et al. [2007], quienes propusieron la utilizacién de
etanol como pretratamiento de la dentina, en una técnica denominada adhesion humeda con
alcohol, donde se remueve el agua residual del tejido y se satura con etanol, esto permite una
mejor infiltracién de los monémeros del adhesivo en la red colagena y previene la separacién

en nanofases del adhesivo, por lo que se genera una capa hibrida de mejores propiedades.

El grupo tratado con MRT-1 no tuvo diferencia con los demas grupos de prueba (p>0.05), lo
que significa que MRT-1 no afecté de manera negativa el proceso adhesivo inmediato, y por
el contrario, muestra una tendencia a mejorar los valores de resistencia de union con respecto
al grupo control negativo, similar al comportamiento de los grupos tratados con CHX al 0.2%
y etanol 100%, que tampoco afectaron la adhesién, lo cual esta de acuerdo con lo reportado
previamente [Carrilho et al., 2007; Sabatini & Pashley, 2014].

La Norma ISO para ensayos de adhesion a la estructura dental recomienda almacenar las
muestras en agua [ISO/TS, 2015], sin embargo, en este estudio se utiliz6 como medio de
almacenamiento de las microbarras saliva artificial en el Hygrobath a 37 °C, ya que se ha
discutido que el agua puede afectar los resultados del envejecimiento subestimando el efecto,
por no contener iones de Ca?* y Zn?*, necesarios para una mejor actividad de las MMP
[Tezvergil-Mutluay et al., 2010].

La prueba de uTBS en especimenes con 6 meses de almacenamiento evidencié un aumento

de fallas prematuras en todos los grupos, las cuales fueron incluidas en el analisis estadistico.
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El grupo que mas fallas prematuras mostro fue el control negativo, lo que permite concluir que

este grupo fue donde mas se presenté degradacion y envejecimiento de la interfase adhesiva.

La uTBS realizada después del envejecimiento por 6 meses mostré que el control negativo
tuvo una disminucién significativa (p=0.004) de los valores de resistencia de unién con
respecto a los valores de la prueba inmediata (39% menos), lo cual esta de acuerdo con lo
reportado por Hashimoto [2010], quien encontré que con diferentes adhesivos dentinales hubo
disminucion de resistencia de union adhesiva hasta del 50% a los 6 meses de envejecimiento.
En todos los grupos de prueba hubo disminucion en algun porcentaje de los valores de
resistencia de unién, pero sin presentar diferencias significativas (p>0.05) entre los valores
inmediatos y a los 6 meses de almacenamiento. El grupo que menos cambio tuvo a los 6
meses de almacenamiento fue el tratado con MRT-1 con una disminucion del 12.5%, lo que
muestra que MRT-1 fue eficaz en estabilizar la interfase adhesiva resina-dentina. El grupo
tratado con etanol mostrdé una disminucién del 20% en los valores de resistencia de unién
adhesiva a los 6 meses de envejecimiento, por lo que se evidencia una tendencia hacia la
degradacioén de la interfase adhesiva, que puede entenderse por el hecho de que el etanol no
tiene un efecto inhibitorio marcado sobre la actividad de las MMP, segun lo reportado
previamente [Tezvergil-Mutluay et al., 2011]. Estos autores, evaluaron el efecto de diferentes
tipos de alcoholes sobre la actividad de MMP y se encontré que el etanol tiene un efecto
inhibidor leve frente a otros alcoholes, dentro de los cuales el HEMA mostré ser mas efectivo

en reducir la actividad de las MMP.

Estos hallazgos son consistentes con el aumento de fallas adhesivas que se encontro en el
estudio, a los 6 meses de envejecimiento de las muestras, en los cuales el grupo control pasé
del 53.8% al 62.5%. Los otros grupos tuvieron un menor incremento de la proporciéon de fallas
adhesivas a los seis meses, lo que significa que estabilizaron la interfase adhesiva a lo largo

del tiempo del estudio.

El tratamiento con CHX al 0.2% demostr6 que mantiene la estabilidad de la resistencia de
unién adhesiva durante 6 meses de almacenamiento con una disminucién del 14%. Estos
resultados corroboran lo reportado previamente [Breschi et al., 2010; Carrilho et al., 2007]
donde se establecidé que la CHX preserva la interfase adhesiva por un tiempo hasta de 18
meses. Esta caracteristica que esta bien definida para la CHX fue lo que motivé que en este

estudio fuera utilizada como control positivo.
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10. CONCLUSIONES

Bajo las condiciones de este estudio:

El flavonoide (MRT-1) demostro un efecto positivo sobre el comportamiento mecano-biologico
de la interfase adhesiva resina-dentina. Con respecto a la actividad de las MMP, MRT-1 a 600
UM por 120 s tuvo un efecto inhibitorio que fue igualmente efectivo que el extracto de

proantocianidina, en menor tiempo de aplicacion.

El etanol como vehiculo de MRT-1, puede contribuir a mejorar la infiltracion de los monémeros
de resina y por ende la resistencia de unién adhesiva, sin embargo, no tiene efecto inhibitorio
de la actividad de las MMP, por lo que por si mismo, no puede prevenir la degradacion de la

interfase adhesiva.

La aplicacion de MRT-1 no afectd la resistencia de unién inmediata de la resina compuesta a
la dentina desmineralizada, y ademas, preservo los valores de resistencia de unidn resina-
dentina por un periodo de seis meses. Nuestros hallazgos corroboraron que la interfase
adhesiva sufre un proceso de envejecimiento asociado a la degradacion de la capa hibrida por
actividad de las MMP, proceso que fue atenuado por el uso de inhibidores de la actividad

proteasa como la CHX, y de manera novedosa, MRT-1.
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11. RECOMENDACIONES

1. Determinar el efecto de MRT-1 sobre la resistencia de unién de la interfase adhesiva a

tiempos mas prolongados, 12, 18 y 24 meses.

2. Evaluar la respuesta citotéxica de células pulpares a la aplicacion de MRT-1 en

concentracién y tiempo recomendados.

3. Determinar el potencial reticulante de la sustancia experimental sobre el colageno, por
medio de la medicion de residuos de hidroxiprolina en dentina desmineralizada tratada con

MRT-1.

4. Evaluar el efecto de biomodificacion de MRT-1 sobre dentina desmineralizada, mediante la

determinacion de las propiedades biomecanicas del tejido.
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