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1. INTRODUCION.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la caries sigue siendo un
problema importante de salud publica en los paises mas industrializados. Afecta

a un 60-90% de los nifios en edad escolar y la gran mayoria de adultos."

La pérdida de minerales ocurre de forma progresiva e intermitente, con un patrén
de progreso caracteristico que puede llevar a la total destruccion de los tejidos
dentarios coronarios y afectacién pulpar irreversible cuando no se adoptan

medidas terapeuticas.?

Durante los siglos XIX y XX se ampliaron considerablemente los conocimientos
de las lesiones cariosas en areas tan diversas como las ciencias basicas, la
microbiologia, los factores nutricionales, la ingenieria y la regeneracion de
tejidos. Esto permitid profundizar en aspectos como la prevencion, diagnostico,
clasificacion, actividad, control y tratamiento esta patologia.® Esta corriente de
informacion se generd gracias a la utilizacion de los primeros microscopios
simples, creados por Antony van Leeuwenhoek, en 1677, a partir de lupas que
permitian un incremento de hasta 200 veces el tamafio original. Con estos

instrumentos se estudio la saliva de la cavidad oral humana.*

En los siglos siguientes el desarrollo de microscopios cada vez mas potentes
permitié estudiar los patégenos responsables de numerosas enfermedades,
considerandose ese tiempo como la Edad de oro de la Microbiologia. Debido a
su facilidad de acceso, la cavidad oral humana es una de las comunidades

microbianas mejor estudiadas. Posee una gran complejidad, en ella habitan

pag.7
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virus, protozoos, hongos, arqueas y mas de 1000 especies bacterianas

diferentes.’

En el afio 1880 Willoughby Dayton Miller® definié la caries dental como una
enfermedad mediada por bacterias. Cien afios mas tarde Walter Loesche’ la
definio como “infeccién enddgena” debido a que las bacterias que se relacionan
con su etiologia forman parte de la microbiota natural del ser humano. Ademas
postuld que la sola presencia de microorganismos no era suficiente para el
desarrollo de la enfermedad, sino que existian otros factores que debian alterar
la relacion entre las bacterias y las bacterias con el huésped, para que la

enfermedad se desarrolle.

Bajo esa premisa, en los afios 60, Paul Keyes,?® propuso un simple y
revolucionario modelo segun el cual la caries seria producida por tres factores
etiologicos: huésped, microorganismos y dieta. Desde entonces y con el
incremento del saber, los modelos de multicausalidad se han vuelto cada vez
mas complejos. A esa definicion de etiologia multifactorial se han afadido
fundamentos como las ciencias basicas, la microbiologia, la histopatologia de
los tejidos dentales, los factores genéticos, la ingenieria y reparacion tisular, las

ciencias sociales y el comportamiento.

El tratamiento actual de esta patologia comienza con la estimacion de los
factores de riesgo, la adopcion de medidas preventivas, (individuales o
comunitarias), la realizacibn de un diagndstico veraz, distinguiendo las
superficies sanas de las enfermas, el conocimiento del grado de compromiso
estructural, estableciendo también el grado de actividad para distinguir si es una

lesion activa o detenida, y la realizacion del diagndstico diferencial con otro tipo
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de alteraciones. En base a todos estos datos ha de ser el clinico quien seleccione
el tratamiento indicado, ya sea la intervencion sin invasion, el tratamiento

conservador con minima invasion y el posterior seguimiento del caso para

mejorar el prondstico del diente a largo plazo."?

El tratamiento restaurador de los dientes, en la actualidad, se lleva a cabo gracias
a la interaccion entre el material restaurador y la estructura dentaria mediante el
uso de un sistema adhesivo. Esto permite que tanto mecanica como
biolégicamente y funcionalmente, el diente y su material restaurador, funcionen

como una unidad.

A lo largo de la historia han sido empleados distintos materiales de relleno y
diversas técnicas, de tal manera que la Odontologia Conservadora también ha

sufrido una importante evolucion en los Gltimos cien afios.’

En el aino 1917 ,G V Black, publicé la primera edicion de un manual de
Odontologia Restauradora, donde dejo asentadas las reglas para la restauracion
de lesiones cariosas.'® Los conceptos establecidos entonces fueron utilizados
durante muchos afios para el tratamiento de las lesiones de caries mediante

técnicas de remocién mecanica.

Hasta finales del siglo XIX, la Odontologia Restauradora, se desarrollaba a
expensas de nuevos materiales para cubrir las cavidades de los dientes
careados pero no se habia conseguido realizar una interaccion entre éstos y la
estructura dental. Es a partir de esta interrelacion entre el diente y el material
restaurador cuando se podria hablar del comienzo de la "Era adhesiva” en la

Odontologia.’
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El empleo de los materiales de composite junto con las técnicas adhesivas ha
revolucionado actualmente la practica dental. El potencial estético, el manejo, y
el desgaste de las obturaciones de composite han mejorado considerablemente.
Su union al diente permite ser mas conservadores con la estructura dentaria. Sin
embargo, tan importante es cubrir los requerimientos estéticos, funcionales y la
preservacion de los tejidos, como lo es conseguir su durabilidad a largo plazo.
La remocidn mecanica de la caries, elimina el tejido afectado para sustituir parte
de la estructura dental por un material inorganico, compuesto de monémeros de

resina que se entrelazan micromecanicamente en microporosidades creadas en

el lugar de reemplazo."’

El mecanismo de unién de los adhesivos actuales puede considerarse como un
proceso de intercambio. La difusion de mondmeros es el mecanismo primario
para obtener esa retencion micromecanica. Recientemente las evidencias han
corroborado el importante papel de las interacciones quimicas adicionales en la
interfase de unidon del biomaterial con el diente, especialmente respecto a la

estabilidad de la adhesion.!"1?

El adhesivo formara una union con el diente y con el material de restauracion.
Las caracteristicas particulares de los sistemas adhesivos, su composicion, y su
manejo clinico, van a influir en su interaccion con el sustrato. También se vera
incluido el comportamiento del material, su capacidad de adhesion, fuerza y
durabilidad de la restauracion a lo largo del tiempo. La longevidad de las
restauraciones esta relacionada con la degradacion de estos materiales. La
degradacion de la interfase resina-dentina en los sistemas adhesivos viene
condicionada por la absorcién de agua en la matriz del polimero.' Pero éste no

es el unico mecanismo de degradacion. La mayoria de los mondmeros de la
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resina que constituye el adhesivo, son ésteres de acido metacrilico y otros
derivados. Estos ésteres son susceptibles de ser degradados por enzimas,

esterasas, presentes en los fluidos corporales, como la saliva o el fluido

dentinario.

Recientes trabajos han mostrado que la saliva contiene suficiente actividad de
las enzimas esterasas para atacar las resinas de los composites.'* Esto dara
lugar a la pérdida de estructura de estos materiales a lo largo del tiempo. Como
consecuencia se produciran fallos de adhesion en la interfase resina-dentina,
responsable de unir los materiales de restauracion a los tejidos dentales (esmalte
y dentina). El objetivo principal de muchos de los estudios es el interés creciente
de comprender qué parametros influyen en la formacion de una union estable y

duradera entre los sistemas adhesivos y el diente."
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2. REVISION DE LA LITERATURA

2.1.Descripcion de los tejidos dentales
2.2.1. Esmalte

El esmalte es un tejido epidérmico mineralizado. Estructuralmente esta
constituido por dos unidades basicas, los prismas cilindricos de esmalte y la
sustancia interprismatica que los rodea. Las células que lo originan son los
ameloblastos. En su maduracion, los ameloblastos desarrollan una extension
citoplasmatica, el proceso o fibra de Tomes, responsable de segregar la matriz
proteica del esmalte al tiempo que inicia la mineralizacion y orientacion de los
cristales de esmalte.’® Cuando se ha finalizado la formacion de esta estructura 'y
el esmalte ha alcanzado su espesor predeterminado pierden su funcion; asi pues

el esmalte no constituye un tejido por definicién sino una estructura cristalina."’

En su composicién el esmalte esta compuesto por un 96% de su peso de
hidroxiapatita, en forma de cristales muy rigidos, y mas del 86% del volumen. En
una pequena proporcion esta compuesto por matriz organica, que consta de 1-
2% en peso de proteinas de desarrollo del esmalte, conocidas como enamelinas
y que se encuentran unidas a los cristales de hidroxiapatita.’®'® El esmalte no
contiene colageno, la unica metaloproteinasa identificada en esta estructura es
MMP-20.%° El 4-12% de su peso lo compone el agua, localizada en la red de
microporos que se abren hacia la superficie externa y hacia los espacios
intercristalinos.?' El esmalte es el responsable de la apariencia estética de los
dientes. Se trata de una superficie consistente que actua protegiendo la dentina

y la pulpa. Debido a su composicion mineral y a su localizacion en el medio bucal
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es susceptible de padecer desmineralizacidn acida, sufrir atriccién, desafios

quimicos y bacterianos, o fracturas debido a cargas oclusales.

2.2.2. Dentina

La dentina es un tejido conjuntivo avascular y mineralizado compuesto por un
50-70% de volumen de carbo-hidroxiapatita [HAP: Ca1o (PO4)s (OH),]. El tamafo
de cristal de la dentina (5nm 30nm 100nm) es mas pequefio que en el esmalte,
con menos calcio, pero también contiene 4-5% de carbonatos. La dentina
también contiene un 30% de componente organico que esta representado por
un 90% de colageno tipo |, unas cantidades minimas de colageno tipo Il y tipo
V,y 10% de proteinas no colagenas ricas en agua, ligadas quimicamente, tales
como proteoglicanos, fosfolipidos y enzimas. El 20% del volumen de la dentina
esta compuesta por agua, no ligada quimicamente, como el fluido intratubular.?
Las proteinas no colagenas son capaces de unirse selectivamente a diferentes
superficies en los cristales de apatita. La matriz de dentina esta constituida por
una red compleja de las estructuras fibrilares y globulares. Durante la
dentinogénesis el colageno tipo I, los proteoglicanos y otras proteinas no
colagenas menores completan su porcion organica. Estas proteinas se sintetizan
y segregan por los odontoblastos, y tras la organizacion estructural en la capa
de dentina secundaria, la mineralizacion se produce por los cristales de
hidroxiapatita. La dentinogénesis y el desarrollo de la mineralizacién son
fendbmenos complejos que requieren un activo control enzimatico. Varias
proteinasas, pertenecientes a la familia de las metaloproteinasas (MMp) de la
matriz, se cree que desempefian un papel crucial en estas etapas.?®

La dentina se caracteriza por la presencia de largos tubulos microscépicos, con

un diametro interior aproximado de 0,8 a 2,5 ym. Los odontoblastos se situan en
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el interior de los tubulos dentinarios con el cuerpo celular en la periferia de la
pulpa y la prolongacion en el tubulo. Una de su funcién principal es regular la
mineralizacion y segregar matriz organica. En la dentina madura estos procesos
odontoblasticos se extienden hasta 1/3 del espesor de la dentina. Los tubulos
ocupan el 10 % del volumen dentinario, en el interior de estos tubulos se
encuentra el fluido intratubular.?*%°

El movimiento de este fluido, cuando existen areas de dentina expuesta, es
responsable de producir sensibilidad dentinaria.?®

Existe una diferencia entre la humedad intrinseca de la dentina superficial y
profunda.?’ Se ha sugerido que esta discrepancia puede ser responsable de
producir fuerzas de adhesién entre dentina y resina menores en areas mas
profundas.

Estudios realizados por Goracci y cols.,?” explican que puede der debido a la
insolubilidad de algunos mondémeros de dimetracrilato, tales como Bis-GMA
(bisfenol glicidil metacrilato), TEGDMA (trietilenglicol dimetacrilato) y UDMA
(dimetacrilato de uretano) en la dentina saturada con agua.?” El [imen de los
tubulos esta rodeado por una dentina densa hipermineralizada. La dentina entre
los tubulos se conoce como dentina peritubular o intratubular. La cantidad de
fibrillas de colageno mineralizadas y otras proteinas presentes en la dentina
peritubular es de aproximadamente el 30% en peso, mientras que el colageno
es representa el 10 %. La humedad intrinseca de la dentina, asi como la
presencia de colageno, disminuye la energia superficial, por lo que hace que las
uniones resina-dentina sean dificiles y no produzcan una superficie adecuada

para atraer el material de restauracion.?®?° Como consecuencia, la durabilidad
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de las uniones resina con dentina son menores en comparacion con los enlaces
de resina con esmalte.***’
Con el tiempo la dentina peritubular hipermineralizada aumenta su espesor,
mientras que la dentina intertubular primaria se mantiene relativamente estable.
Dependiendo de la localizacion de la dentina podemos encontrar dos tipos de
sustrato con caracteristicas ligeramente distintas. La dentina superficial, cerca
de la unién amelodentinaria (dentina mantelar) y la dentina profunda, proxima a
la pulpa del diente. En la dentina superficial se encuentran tubulos largos, con el
tiempo las paredes se van mineralizando lo que disminuye el lumen de los
tubulos. Estos lumenes constituyen el 4% del area de superficie dentinaria. A
una profundidad de 250 um de la dentina superficial se encuentran una serie de
interconexiones y canaliculos entre los tubulos. Estos canaliculos se extienden
hacia la dentina intertubular de modo que este sistema de tubulos
interconectados y llenos de liquido sirven como intercambio de minerales,
liberacion de biomoléculas y medio de transporte.®?
Tras una preparacion cavitaria, cuando se acondiciona la dentina para unirla con
el material, la dentina peritubular, altamente mineralizada, se solubilizara primero
y creara tubulos abiertos que facilitaran la interconexiéon del adhesivo con el
sustrato. La dentina profunda es diferente a la superficial. Sus tubulos dentinarios
son de mayor diametro y la distancia entre ellos es menor. La dentina peritubular
es inferior o esta ausente. En volumen hay un 12 % de dentina intertubular y un
80% de volumen de diametro tubular.®*3*
Esto hace que en este sustrato la dentina sea mucho mas permeable y humeda.

La respuesta bioldgica y clinica de la dentina va a depender de su composicion,

cantidad y volumen de cristales mineralizados, matriz organica de colageno,
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volumen tubular celular y fluido. Esta respuesta sera diferente si se produce en
dentina superficial o profunda. También influyen factores como la edad del diente
y traumatismos sufridos.>*

Existen factores que pueden comprometer la funcién protectora de los tubulos
dentinarios. Cuando la capa externa, de esmalte o cemento es removida, bien
por una preparacion cavitaria, por un trauma, erosién, abrasion o atriccion, estos
tubulos quedan expuestos de modo que existe una comunicacion con el medio
oral. Cuando se realiza una preparacion cavitaria, los restos de detritos que se
originan de la preparacion disminuye en parte esa exposicion. Esa capa de
restos o detritus es lo que se conoce como barrillo dentinario.®

La dentina es de naturaleza elastica y constituye una base para el esmalte
friable. La integridad de la dentina esta condicionada por la propia integridad del
esmalte que puede verse comprometido por los procesos anteriormente
referidos. Al contrario que el esmalte, mas homogéneo, la dentina es mas
variable en su composicion, debido a ello existiran diferencias de permeabilidad,
humectabilidad, zonas de hipermineralizacion, que complican los estudios
comparativos de los sistemas adhesivos. La dentina, ademas, no se considera
un material inerte. Como respuesta defensiva tiene la capacidad de crear dentina
terciaria, cuando es agredida o desmineralizada. Es capaz de sufrir
modificaciones por envejecimiento y enfermedades fisioldgicas, y este proceso
afecta a la biomecanica y bioquimica de la dentina.** Cuando hay metabolitos
cariosos, toxinas o productos bacterianos que llegan al tejido pulpar, se activan
esos mecanismos defensivos que tratan de sellar los tubulos. La barrera
protectora de la pulpa depende de la impermeabilidad de los tubulos. Por esta

relacion tan intima entre ambos sustratos se habla de complejo dentino-pulpar.®
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Aunque las funciones fisiologicas de las metaloproteinasas en la dentina no se
entienden bien, se ha sugerido que participan en la formacion de dentina
peritubular terciaria y en la liberacion de factores de crecimiento de la dentina.??
Los cambios en la matriz de colageno intertubular contribuyen a estas
respuestas estructurales, mediados por metaloproteasas y catepsinas de
cisteina, otra familia de proteasas presentes en la dentina y el complejo dentino-
pulpar. Tanto las metaloproteinasas como las catepsinas se han relacionado con
procesos de degradacion de la matriz extracelular de la dentina, en procesos
fisiologicos y patologicos. Dentro de la cavidad oral las catepsinas se han
asociado con la progresion de caries y el fracaso de las restauraciones
adhesivas en el tiempo. Estudios de las propiedades adhesivas de las interfases
resina-dentina y de la nanofiltacion se han mostrado herramientas importantes
para estudiar la longevidad de los adhesivos en el medio oral.>">°

Los trabajos muestran que la nanofiltracion ocurre con diferente severidad en los
distintos sistemas adhesivos. La mayoria de los materiales se muestran
eficientes justo después de su aplicacion, sin embargo su comportamiento de

unién a lo largo del tiempo en presencia de agua varia considerablemente.***’

2.2. Principios de adhesién dental
La palabra adhesion, deriva del latin “adhaerere” que significa “pegarse a”. Se
define como el estado en que dos superficies se mantienen unidas mediante
fuerzas o energias interfaciales basadas en mecanismos quimicos, mecanicos o
ambos, con mediacidn de un adhesivo. Se refiere también a fuerzas o energias

entre moléculas en una interfase que une dos fases.*?
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En el afo 1955, el Dr. Buonocore introdujo los primeros conceptos
fundamentales para la adhesion de materiales a base de resina a un sustrato
duro, como el esmalte.** Se baso en el uso industrial que hacian del acido
ortofosférico. Este acido se utilizaba para mejorar la adhesién de pinturas y
revestimientos de resinas a superficies de metal. Buonocore pensoé que también
podria utilizarse en el esmalte dental para mejorar la adhesién de los materiales
restauradores. Comprobd que el empleo de acido ortofosfoérico al 85% para
acondicionar quimicamente el esmalte, formaba microporosidades en las que la
resina liquida se infiltraba, creando proyecciones de resina de tamafio nano y
micrométrico, tras la polimerizacién.* Este trabajo supuso un gran cambio en la
metodologia de tratamiento de las lesiones cariosas. Los métodos mecanicos de
retencidn de las obturaciones hasta entonces empleados, fueron sustituyéndose
por métodos mas conservadores y menos agresivos con los tejidos. De modo
que con la “Odontologia Adhesiva” los conceptos de grandes preparaciones
fueron sustituidos por técnicas de preparacion minimas y menos invasivas. El
éxito de Buonocore con la adhesidn de resina al esmalte, tratado previamente
con grabado acido, lo llevo a tratar de la misma forma la dentina. Este intento no
tuvo el mismo éxito debido a la pobre humectacién de las resinas disponibles en
aquel tiempo y al desconocimiento de la dentina como sustrato. A partir de
entonces la adhesion de los materiales a los tejidos dentales ha sido y es objeto
de numerosas investigaciones.*®

Pero fue un afo antes del descubrimiento de Buonocuore, en 1949, cuando
Oskar Hagger, el "padre de los modernos adhesivos dentales" desarrollé el
primer sistema adhesivo mediante la incorporacion de acido glicerofosférico

dimetacrilato (GPDM) en un sellador liquido para cavidades (SEVRITION®;
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patente suiza No 278946, 1951) junto con un material a base de resina
restauradora.*®*’

Este sistema fue capaz de crear una zona de interaccion entre la dentina y el
material de restauracion. Esto se demostré primero mediante el examen
histolégico que realizaron Kramer y cols.*®, en el afio 1952. Posteriormente, la
presencia de una interfase se confirmé mediante analisis con microscopio
electronico de transmisién (TEM). Las imagenes mostraron que estos sistemas
a base de resina solamente penetraron pocas micras (3 pym) en la dentina.*’
Nakabayashi denomin6 a esta zona como capa hibrida, ya que no era ni de
resina ni de dentina, sino una combinacién de ambos.*°

Por otra parte, Eick y cols.,*

utilizando microscopia electronica de barrido,
confirmaron como los mondmeros penetraban en la dentina. Sin embargo,
existia una capa de frotis que cubria ambos lados de las uniones adhesivas, de
modo que la resistencia de union era en realidad la medida de las fuerzas de
cohesiéon de esa capa de frotis. Eso suponia valores muy bajos.”’ Otro
inconveniente era que el material formulado por el Dr. Hagger, cuando era
utilizado en un medio himedo, era inestable y se descomponia.®

Entre los afios 1960 y 1970 se utilizaron estos tipos de adhesivos y se definieron
como agentes de union de primera y segunda generacidon. Un sistema tipico de
primera generacion contenia un monémero funcional NPG-GMA (N-(2-hidroxi-
3metacriloxipopil)-N-fenilglicina), capaz de generar una union de 2-3 MPa. Los
de segunda generacién por lo general contenian un mondmero acido de fosfato-
éster, tal como fenil-P[2-(metadona-croxi) metil fenil fosfato de hidrogeno] y un

mondmero de resina hidréfilo (HEMA: metacrilato de hidroxietileno) con etanol

como disolvente. Su mecanismo de accion se basaba en crear interacciones
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electrostaticas, entre los grupos fosfato de los monémeros con los iones de calcio
dentro de la capa de barrillo, que podian alcanzar una fuerza de adhesién de 5-
6 MPa. Estas uniones no podian soportar las fuerzas de contraccion de
polimerizacion (12-15 MPa) necesarias para la polimerizacion de estos
sistemas.®? El resultado era, por tanto, una desadaptacion de los margenes de
la cavidad que derivaba en filtracién bacteriana.***

En la década de 1980 se introdujo la tercera generacion de agentes de union.
Estos sistemas empleaban un tratamiento previo con acido ortofosférico al 37%,
para eliminar completamente la capa de frotis y desmineralizar la matriz de
dentina subyacente a una profundidad de 8-10 nm, en un intento de aumentar la
resistencia de union. Sin embargo, aun estaban por debajo de las fuerzas de
contraccion de polimerizacion.> El rendimiento a lo largo del tiempo de estos
sistemas adhesivos se veia afectado por la degradacion, de modo que con el
tiempo, derivaba en decoloracion, microfiltracion y aparicion de caries
secundarias.*® Se comprobd que el ataque con un &cido fuerte, como el
ortofosférico, desmineralizaba la dentina a una profundidad mayor de la que los
monomeros eran capaces de infiltrar. Por otra lado, con demasiada frecuencia,
los clinicos realizaban un sobre-secado de la dentina, lo que conducia a un
colapso de las fibrillas de colageno.

En un intento de mejorar la infiltracion, Kanca introdujo la técnica de adhesion
humeda que se justificara en capitulos posteriores.*

En la década de 1990 aparecieron los sistemas adhesivos de cuarta generacion.
Estos constaban de una solucién de ataque, un imprimador (cebador), y un
adhesivo. El cebador hidrdfilo podia penetrar en los tubulos dentinarios grabados

y el adhesivo hidréfobo podia unirse a éste. De este modo se lograban mejores
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uniones. En este momento de la historia, hubo una revolucion importante en la
Odontologia Adhesiva. De hecho, la quinta generacion de adhesivos se
desarroll6 a finales de 1990, mediante la combinacion del imprimador y adhesivo
en una misma botella, simplificando los pasos de unién de tres a dos pasos.

En la década del ano 2000 se presentaron una nueva clase de adhesivos. Fueron
llamados adhesivos autograbantes o autoacondicionantes. En estos sistemas, el
uso de acido fosforico fue eliminado. Su efecto se sustituyd mediante la
incorporacion de acidos funcionales suficientes en los imprimadores, o
cebadores. De ese modo eran capaces de grabar y cebar la dentina de forma
simultanea. Después se aplicaba, por separado, un adhesivo hidrofébico para
generar la unién.**’

Los ultimos adhesivos, conocidos como “todo en uno” y adhesivos universales
combinan el reactivo de ataque, imprimacion y adhesivo en una unica solucion.
Estos pueden ser utilizados tanto con &cido ortofosférico o como adhesivo
autoacondicionante.

Actualmente solo estan disponibles dos clases de adhesivos para aplicaciéon
clinica; Los adhesivos de grabar y lavar, y los adhesivos autoacondicionantes.
Se incluyen los materiales de ionomero de vidrio en la categoria de
autoacondicionantes.®’

Con el tiempo se ha visto como los conceptos del Dr. Hagger han sido adoptados
por los investigadores actuales para generar nuevos adhesivos dentales con un
rendimiento mas duradero. Actualmente, después de muchos afios de
aceptacion de que la clave de éxito de los adhesivos dentales es la retencion
micromecanica resultante del grabado acido de la dentina y el esmalte, los

conceptos modernos sobre adhesion a dentina estan firmemente basados en las
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concepciones originales del Dr. Hagger. La union se puede lograr a través de

interacciones moleculares entre los adhesivos y la superficie de los dientes.

45,47

En el afio 1992 Allen,*® se refirié a cuatro teorias para explicar la adhesion:

1.

Teoria mecanica, segun la cual la adhesion se origina por una

interconexién del adhesivo en las irregularidades creadas en la superficie
del sustrato. Se produce de este modo una retencion micromecanica.
Ademas de ser necesaria esa formacion de microretenciones el adhesivo
debe ser capaz de penetrar en ellas. El poder de relleno del adhesivo esta
directamente relacionado con su viscosidad.

Teoria de adsorcién. El modelo de adsorcidon explica el fendmeno de la

adhesion a partir de conceptos como angulo de contacto, mojado y
tension superficial. La adsorcion de los sistemas adhesivos al diente va a

ser diferente segun sean aplicados en esmalte o dentina.

Teoria de la difusién. Defiende que la adhesion se produce cuando
polimeros de ambos lados atraviesan la interfase y se conectan con
moléculas del otro lado. Para que las cadenas poliméricas formen zonas
de anclaje y adhesioén los polimeros han de ser compatibles. La movilidad
y grado de penetracion de los polimeros viene determinada por su peso
molecular.

Teoria electrostatica. Se refiere a las uniones electrostaticas que van a

producirse entre cargas electrostaticas de signo opuesto.

En Odontologia, nos encontramos tres sustratos diferentes: El material de

restauracion, el adhesivo y el diente. De ese modo, cuando se aplican las
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técnicas adhesivas se forman dos interfases: adhesivo-diente y material de
restauracion-adhesivo. Para que dos materiales se adhieran es necesario que
establezcan una relacion cercana e intima. Es decir, que tengan gran
humectabilidad. La humectabilidad de una superficie con un liquido viene
caracterizada por el angulo de contacto entre una gota en la superficie.*® Existe
una humectabilidad completa cuando todo el liquido se extiende completamente
en la superficie, o bien el angulo de contacto es proximo a 0°. Otro factor que
influye para poder alcanzar una humectabilidad alta es la energia superficial
entre el adhesivo y el sustrato. La energia del adhesivo debe ser inferior a la del
sustrato. La adhesion en esmalte es facil de conseguir ya que tiene una elevada
energia superficial debido a su alta composicion de hidroxiapatita. La adhesion
a dentina, sin embargo, es mas compleja porque tiene una energia superficial
baja. Es por ello que para conseguir una buena adhesion en dentina es necesario
pre-tratar la superficie dentinaria, como se ha expuesto con anterioridad.®°

Para conseguir la adhesion en Odontologia se recomienda realizar el siguiente
proceso; en primer lugar acondicionar el sustrato para alterar su morfologia y/o
estructura quimica; a continuacién aplicar un imprimador para conseguir que el
sustrato sea mas receptivo al adhesivo y por ultimo aplicar el adhesivo que se
debera unir al material restaurador. Estos tres pasos, como ya se ha visto, no
siempre se dan de forma diferenciada, puede hacerse alguno de forma
simultanea o faltar alguno de ellos en funcion del sistema adhesivo que se

aplique.®"®2
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2.2.1. Adhesion al esmalte y a la dentina

La Odontologia Restauradora va encaminada a conseguir procedimientos cada
vez menos invasivos. La filosofia actual persigue conservar la mayor estructura
dental posible mediante procedimientos de minima intervencion.®® La técnica
adhesiva, ademas de permitir este tipo de procedimientos permite recuperar la
funcién, la anatomia y la estética debido a que se emplean materiales del color
del diente.

La adhesidon a esmalte es un proceso relativamente facil y probado como un
procedimiento clinico fiable y duradero. Los sistemas adhesivos actuales en la
unidn a este sustrato obtienen cada vez mejores resultados en pruebas de
laboratorio y tienen una comprobada eficacia clinica.*> *¢ *® Sin embargo, la
adhesion a dentina no ofrece los mismos resultados como queda demostrado en
los estudios realizados por Fortin y cols.,** y Van Meerbeek y cols.®®

La mayor causa de preocupacion actual en la Odontologia Restauradora es
conseguir una buena unién a largo plazo.?%*’

La situacion ideal seria la completa infiltracion de la resina en la dentina
desmineralizada. Sin embargo, rara vez se completa la infiltracion y sustitucion
de toda el agua por la resina. Se crean nano-porosidades y microporosidades
dentro de las capas hibridas, donde las fibras de colageno se encuentran
desprotegidas. Ademas se produce en la capa hibrida el proceso de
degradacion, hidrolitica y proteolitica, que sera explicado con detalle en un

apartado posterior.
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2.2.2. El barrillo dentinario

Como se ha expuesto anteriormente, para que exista buena adhesion se precisa
una intima relacion entre el adhesivo y el sustrato; por ello, uno de los primeros
fallos en los primeros adhesivos que se desarrollaron fue no tener en cuenta que
cuando se realiza la preparacion cavitaria en dentina, permanece cubierta por
barrillo dentinario, o como se denomina en inglés “smear layer’.* El barrillo
dentinario es una capa de restos granulares, o detritus, que cubren la dentina
intertubular asi como los orificios de los tubulos, creada a consecuencia de la
preparacion mecanica de la dentina con instrumental rotatorio.*® °'

Las particulas de barrillo tienen un diametro de 0,05-0,1 ym y penetran en los
tibulos formando unas indentaciones o “tags”de 1y 20 um de profundidad.®®
Esta capa de frotis en su composicién es dentina cortada y pulverizada, restos
de esmalte y cemento, saliva, bacterias y restos del tallado. Ademas contiene
gran cantidad de fibras de colageno cortadas y mineralizadas. Es una pelicula
que queda adherida a la superficie y no puede removerse con el aire o agua del
equipo.®’

Ya se ha expuesto con anterioridad que los primeros sistemas adhesivos que se
empleaban al principio se unian directamente al barrillo dentinario, pero no
penetraban a través de él. Con estos agentes el valor maximo obtenido con
fuerzas de cizallamiento eran muy bajos de 5 MPa.**®® El| avance en los
conocimientos sobre adhesion dio a conocer que, como parte de los
procedimientos de restauracion requeridos por la Odontologia Adhesiva, la capa
de frotis debia ser eliminada, modificada o impregnada por la resina para permitir

la unién entre el diente y el material de restauracion.®’
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Las dos opciones que se aplicaron entonces fue introducir sistemas que
eliminaran el barrillo dentinario o sistemas que lo modificaran para que los
adhesivos penetraran a través de él (sistemas adhesivos autoacondicionantes).
Ambos han obtenido buenos resultados.”
Los sistemas autoacondicionantes atraviesan el barrillo hasta llegar a la matriz
dentinaria, incorporandolo al propio mecanismo adhesivo.”""2
En cualquier caso, estas sustancias que se emplean para remover el barrillo
disuelven parte de la superficie dentinaria y quedan expuestas muchas fibras de
colageno desmineralizado. El colageno es el estrato que debe ser infiltrado por
las resinas. Para conseguir una correcta adhesion entre la resina y la dentina es
necesario un pretratamiento de la misma. Este grabado, como paso de
acondicionamiento, se realiza también en esmalte, con numerosas ventajas
terapéuticas.’*"°
El efecto que va a producir el tratamiento acido en la dentina es una serie de
cambios morfologicos, como la disolucidn del barrillo dentinario, descalcificacion
de dentina intertubular y peritubular y ensanchamiento de los tubulos dentinarios.
Esta desmineralizacion ha de permitir la penetracion de la resina pero no
producir colapso de las fibras de colageno desmineralizado. Este colapso sucede
cuando se seca con aire en exceso la superficie e impide la infiltracion de la
resina.’®’’

En la figura 1 se representa con un dibujo la capa de frotis tras el corte de la

dentina con instrumental rotatorio.
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Figura 1 - Esquema que ilustra la capa de frotis tras el corte de la dentina (lado izquierdo). Los
sistemas adhesivos de grabado total no sélo eliminan la capa de barrillo, también todos los
minerales presentes entre las fibrillas de colageno en la matriz dentinaria. Después de aclarar,
las fibrillas de colageno, con aspecto que recuerdan a los espaguetis, se suspenden en agua.
Tomado de Pashley 2003.%°

El grabado acido transforma, por tanto, una superficie solida en una porosa,
disminuyendo su efecto en profundidad.”

La profundidad de desmineralizacion de la dentina intertubular es entre 5y 7 ym.
Se ha comprobado que cuando la resina no alcanza toda la superficie de dentina
desmineralizada se compromete la adhesion.”

La interaccion entre dentina y acondicionador va a depender del agente que se
aplique, de su composicién, temperatura, humedad y carga,’®® de su pH, tiempo
de aplicacién, osmoloridad,®® y de su concentracion.

Una vez se ha expuesto la matriz de colageno, los mondémeros hidrofilicos de la

resina han de ser capaces de difundir a través de ella. Para eso es necesario
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que la estructura de colageno no esté colapsada sino que presente un aspecto

73,77

flotante y esponjoso (figura 2).

Figure 2 - Imagen SEM que muestra el aspecto de la dentina previamente grabada con &cido
ortofosforico y posteriormente secada con aire. Se observa el colapso que sufren las fibrillas de
colageno, formando asi una capa impermeable. Esta situacion compromete severamente la
infiltracion de la resina en la zona desmineralizada. Tomada de Nakabayashiy cols.”

2.2.3. El proceso de hibridizacion.

El término de capa hibrida fue propuesto por primera vez por Nakabayahi,49 en
1982, para describir la creacion de una estructura que se forma cuando la
dentina es infiltrada por la resina_ Esta capa es el resultado de la difusién de los
monoémeros dentro de la dentina grabada y su posterior polimerizacion.”*8:8

Se conoce como hibridacion, o formacion de capa hibrida, el “proceso de

interconexién de la resina con la dentina desmineralizada, que proporciona

retencién micromecanica con el colageno”. Segun Nakabayahi,*® la dentina

pag. 31
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desmineralizada debe ser de aproximadamente 1.2 micras para que se produzca
una perfecta difusién del adhesivo.

Existe todavia controversia sobre qué parametros son importantes para
conseguir una adhesion eficaz. Como ya se ha expuesto, la desnaturalizacion
del colageno por un acondicionamiento agresivo ha sido descrita como una
causa de fallo de adhesion a lo largo del tiempo.?” La formacion de un gel
impermeable sobre el colageno, por desnaturalizacién y colapso del mismo,
puede impedir la penetracion de la resina en la dentina desmineralizada.”

Para removerlo Fortin y cols.,%* propusieron la aplicacién de hipoclorito de sodio
deébil, procedimiento no muy utilizado en la practica clinica. Otro parametro que
preocupa es que, al acondicionar con un acido agresivo, se cree una superficie
desmineralizada profunda y que la resina no sea capaz de penetrar hasta alli,
disminuyendo de este modo la durabilidad de la adhesién.®®

También influye en la resistencia y durabilidad de la adhesion el grado de
polimerizacidn de la resina que se infiltra en la dentina, que ademas puede ser
reservorio de liberaciéon de monémeros con el consiguiente efecto citotoxico.?%°
El agua o residuos de solvente puede interferir con una hibridacion adecuada.
En la capa hibrida hay agua, y cuando se utiliza un sistema humedo de adhesion
el adhesivo también la contiene. Los restos de acetona, etanol o agua, utilizados
como solventes, pueden permanecer y afectar a la polimerizacion de la resina
en la capa hibrida. La humedad en el medio oral afecta negativamente a la
adhesion.?!%?

A pesar de los avances alcanzados por los adhesivos dentinarios, los trabajos

de Hashimoto y cols.,”" demuestran una posible degradacién de la unién de la

resina compuesta a los tejidos del diente a lo largo del tiempo en presencia de
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agua. La reduccion de la resistencia de la union de los sistemas adhesivos a
dentina es atribuida a la degradacion de las fibrillas colagenas y/o de la resina
adhesiva. Factores como la viscosidad o la solucion del adhesivo pueden
también dificultar la infiltracion del agente de union. La degradacidn hidrolitica de
los polimeros sintéticos es un evento previsible.*?

Las formulaciones de adhesivos hidrofilos han permitido mejorar la union de
restauraciones estéticas directas a la superficie de dentina, rica en agua. La
hibridacion depende de la capacidad de la resina adhesiva para desplazar el
agua y evitar el colapso de la red de coldgeno desmineralizada.®’

Aun siendo relativamente hidrofilo, esas formulaciones son todavia miscibles con
agua, y es comun la separacion de las fases inducida por agua antes y durante
la polimerizacion.®?

Son necesarios mas trabajos de investigacién acerca de estos factores que
determinan la calidad de la capa hibrida y la estabilidad de la adhesion resina-

dentina en el medio oral.?"9>%

2.2.4. Adhesion seca vs adhesion humeda

Como se ha expuesto en capitulos anteriores, la humedad es un factor que

influye de forma directa en la adhesién al sustrato.®"

En el esmalte la situacion ideal es que exista una condicidén seca. Pero en dentina
es deseable que exista alguna cantidad de humedad. La humedad presente en
la dentina, previa a la incorporacion de los sistemas adhesivos, tiene un papel
fundamental en la permeabilizacion de los monémeros de la resina en la dentina
grabada con acido fosférico. Sin cierta cantidad de agua el colageno de la matriz

dentinaria que se expone tras el grabado acido se colapsa.’"¢91:9
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Cuando esto sucede se impide que los mondmeros adhesivos penetren de

forma efectiva y se compromete la formacién de la capa hibrida.”

Por todo ello, cuando se acondiciona de modo simultaneo esmalte y dentina es
dificil conseguir un medio ideal para ambos. Si tras la aplicacién y el lavado del
acido se realiza un secado excesivo con aire, la fase liquida se evapora,
perdiéndose su volumen inicial cerca de 2/3.% En estas condiciones se forma lo
que se denomina zona hibridoide *® El adhesivo en este caso penetra de forma
superficial y alrededor de los tubulos dentinarios. Los valores de resistencia de
unién son inferiores, en comparacion con el substrato humedo.*”° Por todo ello,
naci6 la necesidad de realizar la “técnica de adhesion humeda”.*

Afortunadamente el proceso de deshidratacidon es reversible mediante el

humedecimiento de la superficie con agua.’’

Dependiendo de la composicion de los sistemas adhesivos su comportamiento
sera distinto frente a la humedad presente en la dentina. Los adhesivos que
contienen acetona como disolvente son menos efectivos cuando se enfrentan a
un substrato seco, que aquellos que estan compuestos a base de agua.*®'%

En la adhesion seca se mantiene la superficie del sustrato seca y esta indicado
aplicar un sistema adhesivo basado en agua o solucion de agua/alcohol que
expande la red de colageno colapsada. Asi los mondmeros de resina difunden
de una forma eficaz.®® Los adhesivos sin agua en la composicién son, por tanto,
indicados para aplicarlos con una técnica de adhesion humeda.

Con el protocolo de adhesion humeda se va a mantener cierto mojado de la
superficie acondicionada y se emplean sistemas adhesivos basados en acetona

con capacidad para buscar agua.”®> Es imprescindible que tras el

acondicionamiento acido, la red de fibras de colageno desprotegida de la matriz
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mineral mantenga un aspecto de esponja, permitiendo asi la interdifusion de los
monomeros de resina. Cuando queda cierta cantidad de agua en los espacios
interfibrilares la matriz de colageno permanece suelta.'"

A nivel clinico, con una técnica de adhesiéon humeda se observa una superficie
brillante e hidratada. El exceso de humedad se elimina con un pellet de algodon
o aire suave. El acondicionador se disuelve en el agua y se vuelve menos eficaz.
En un estudio realizado por Tay y cols.,'? estudiaron el comportamiento de los
monomeros de los acondicionadores hidrofilicos disueltos en solventes, como
etanol o acetona. Observaron que ayudaban a desplazar el agua y a que el
monomero penetraba hasta los tubulos dentinarios abiertos y a través de la red
de colageno.

La forma de aplicacién del adhesivo también influye en su eficacia de union. De
forma general se aconseja que éstos sean frotados en la superficie de la dentina
mediante pinceles para facilitar la penetracion de los mondémeros en la
dentina.'® Es importante controlar la evaporacion del solvente presente en los
adhesivos, los adhesivos que contienen solventes menos volatiles (agua/etanol)
precisan mas tiempo para que el solvente y el agua residual sean evaporados.
Los datos obtenidos en los estudios realizados por Cardoso y cols.,'* en 2005,
concluyeron que cuanto mas tiempo dejaban los adhesivos en la superficie
dentinaria, mayores eran los valores de resistencia de union observados.

Un exceso de agua también va a tener un efecto negativo en la infiltracion del
adhesivo. El estudio de Tay y cols.,' en 1996, ilustré y definid el espectro
micromorfologico en la interfase dentina-resina en diferentes condiciones de
humedad. Cuando existe agua remanente y ésta no ha podido ser desplazada,

compite con la resina y parece ser que ese exceso de humedad va a producir
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separacion de las fases de los componentes, hidrofilicos e hidrofébicos, del
mondmero. Se observaron mediante microscopio electronico de transmision
(MET) esas zonas hibroides densas de aspecto de ampolla o globular. Con los
datos obtenidos de este estudio se concluy6 que la técnica de adhesion humeda
es altamente sensible. Necesita una cantidad precisa de humedad. La dentina
no debe quedar muy mojada, ni demasiado seca para evitar la separacion de
fases. La dilucion del material, ademas, dificulta la polimerizacion dentro de la
capa hibrida.'®

A nivel clinico, para evaporar el solvente y el agua, se requiere realizarlo de un
modo cuidadoso, se debe evitar reducir en exceso el espesor de adhesivo cuya
consecuencia seria un perjuicio para la formacion de la capa hibrida. Se
aconseja aplicar el aire comprimido a una distancia de 20 cm durante 10
segundos. Cuando se aplica a una distancia menor el aire incorpora oxigeno
dentro de la capa de adhesivo, que inhibe la polimerizacion.'®®

Las capas de adhesivos menos polimerizadas absorben mas agua a lo largo del
tiempo y, como consecuencia, se degradan. La tasa de evaporacion de los
solventes que contienen los adhesivos también va a estar influenciada por
factores extrinsecos, como la temperatura y la humedad relativa del aire. El
aislamiento absoluto reduce la humedad y crea mejores condiciones para que
los solventes puedan ser evaporados.'®” Otro inconveniente al que se enfrenta
el clinico es la posible evaporacion de solvente (acetona) del bote de imprimador.
Es necesaria una manipulacién cuidadosa. Se ha propuesto etanol para mejorar
la solubilidad del mondmero y su capacidad para desplazar el agua. Evitaria la
separacion de la interfase y mejoraria la conversion de la capa adhesiva.'®

Estudios a largo plazo muestran que la combinacion de etanol con técnicas de
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adhesion humeda y monomeros hidrofilicos promueven interfases adhesivas

mas fiables.%

2.3. Sistemas adhesivos contemporaneos: clasificacion y mecanismos

de adhesion.
2.3.1. Clasificacion de los sistemas adhesivos.

Los adhesivos dentinarios se pueden clasificar atendiendo a numerosos criterios.
Anteriormente se ha expuesto una clasificacion por “generaciones”, basandose
en la cronologia de aparicion de los distintos sistemas adhesivos. Esta
clasificacion resulta 0til cuando se quiere contextualizar su aparicion,
componenes y modo de utilizacion dentro de un marco historico. Sin embargo
esta clasificacion no es universalmente aceptada. Cada afio surgen gran numero
de nuevos materiales, de modo que esta clasificacion puede resultar confusa.
Hoy en dia, la manera mas clara de clasificar los adhesivos es la establecida por
Van Meerbeeck y cols.,”” que establecieron una clasificaciéon basada en la

estrategia de adhesion y numero de etapas de aplicacion (Figura 3).

.

One. HES

1. Etché&rinse adhesives 2. Solf-etch adhesives 3. Resin-modified
glass-ionomer adhesives

Figura 3 - Esquema de la clasificacion de adhesivos propuesta por Van Meerbeek y cols.”’
Los adhesivos se dividen segun su estrategia de adhesion y numero de etapas de aplicacion.
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De este modo quedan divididos en tres grupos principales:

1. Adhesivos de grabar y lavar.
a. De tres pasos.
b. De dos pasos.
2. Adhesivos de auto-grabado, también llamados autoacondicionantes.
a. De dos pasos.
b. De un paso.

3. Adhesivos de ionémero de vidrio modificados con resina.

2.3.2. Adhesivos de grabar y lavar

Esta estrategia de adhesion, en su forma mas convencional, implica tres pasos.
La aplicacidén del acido y aclarado del mismo, seguido de la aplicacion de un
acondicionante y, finalmente, del adhesivo. En la forma simplificada se combina
el segundo y el tercer paso. Es decir, tras el grabado acido y aclarado se aplica
el agente de unién, acondicionador y adhesivo, que se encuentran en un unico
frasco. Esta técnica de grabar y lavar sigue siendo el método mas eficaz para
lograr una union eficiente y estable al esmalte. Con el grabado se produce una
disolucion selectiva de los cristales de hidroxiapatita. Para ello se emplea acido
fosforico a concentraciones que oscilan entre el 30 y el 40%. A continuacion se
coloca la resina que se infiltra y envuelve los cristales de hidroxiapatita. En la
dentina, este tratamiento de acido fosforico expone una red microporosa de
colageno, que casi se encuentra privada de hidroxiapatita, la resina se infiltra en
esa red de fibrillas de colageno expuestas. Con esta técnica la difusion del

imprimador, o acondicionador, es mas critica. Cuando se utiliza un adhesivo en
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base a acetona, es obligatorio emplear la técnica de unién himeda “wet union”'%?

Por el contrario, cuando se emplea un suave secado de la dentina, la unién es
mas eficaz si se utilizan adhesivos a base de agua/etanol, pero la dentina no

tiene que quedar totalmente seca para evitar el colapso total del colageno.'*®'"°

2.3.3. Sistemas adhesivos autoacondicionantes.

Probablemente, en lo que se refiere a la facilidad de uso y la sensibilidad de la
técnica el enfoque mas prometedor es el empleo de sistemas adhesivos
autoacondicionantes. No necesitan una fase de grabado y aclarado, reduciendo
asi el tiempo de aplicacion clinica. También se reduce el riesgo de cometer
errores durante la aplicacion y manipulacion. Otra ventaja que ofrece esta
técnica es que la infiltracién de la resina se produce simultdneamente con el
proceso de “autograbado”, por lo que el riesgo de discrepancia entre ambos
procesos es menor. Con este tipo de adhesivos, el barrillo dentinario no es
eliminado completamente y se incorpora dentro de la union. La interfase se
vuelve mas hidréfila y, por tanto, mas propensa a la degradacion hidrolitica.'*®'""
En el enfoque de los adhesivos autoacondicionantes, ya sean de uno o dos

pasos, el efecto de autograbado se atribuye a grupos carboxilicos o fosfatos

acidos agregados a mondémeros de la resina hidrofila.

Dependiendo de la agresividad del grabado se subdividen en adhesivos
autoacondicionantes “fuertes” y adhesivos autoacondicionantes “suaves”.
Generalmente los adhesivos “fuertes” tienen un pH de 1 o inferior. En el esmalte,
este tipo de adhesivo, obtiene un patron similar al que se obtiene con un

tratamiento de grabar y lavar.'"?



&= cru
Universidad Revision de la [iteratura

Cardenal Herrera

En dentina el colageno esta expuesto y practicamente todos los cristales de
hidroxiapatita estan disueltos. En consecuencia, el mecanismo de union de estos
adhesivos es a base de difusion, similar al que se produce con un enfoque de
grabar y lavar. Los adhesivos autoacondicionantes “débiles” tienen alrededor de
un pH 2 y la dentina se desmineraliza unicamente a profundidad de ~1um. Esta
desmineralizacion superficial se produce soélo parcialmente, manteniendo
hidroxiapatita unida al colageno. Pero crea suficiente porosidad para establecer
una union micromecanica que forme la hibridacion. La capa hibrida que se forma
con este tipo se adhesivos tiene un menor espesor que la que se obtiene con
sistemas autoacondicionantes “fuertes” o con la técnica de grabar y lavar, pero

se ha demostrado que esto no tiene importancia respecto a la fuerza de unién."'*

115

La hidroxiapatita que queda preservada en el interior de la capa hibrida puede

servir como receptora para formar uniones quimicas adicionales.'"®

Los mondmeros basados en acidos carboxilicos como el 4-MET (acido trimetilico
4-metacrioxietil) y monomeros basados en fosfatos, como el fenil-P (4-
metacriloxi etil de &acido trimetilico), y 10-MDP (10-metacriloxidecilfosfato
dihidrogenado) tienen un alto potencial de union al calcio residual de la
hidroxiapatita."”’> Se ha demostrado que el nimero de carbonos de los
mondmeros funcionales tiene relacion con el buen rendimiento del material
adhesivo. Esta longitud influye mas en el enlace i6nico que en su hidrofilicidad.
Estos mondmeros de cadena larga, como el 10-MDP, han demostrado jugar un
papel clave tanto en la union inicial, como la durabilidad de la interfase adhesiva

comparados con adhesivos de mondémeros funcionales de cadena mas corta.'"’
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Por todas las particularidades antes descritas se plantea que este tipo de
adhesivos autoacondicionantes resultan mas ventajosos comparados con los de
grabar y lavar. Con ellos se logra una uniéon que puede ayudar a prevenir y
retrasar la filtracion marginal. El reto es conseguir que las uniones quimicas de
los mondmeros funcionales sean estables dentro de un entorno hidréfilo a largo
plazo. Mantener la hidroxiapatita alrededor del colageno también puede
protegerlo frente a la hidrdlisis y por tanto frente a la degradacién de la

unién.37’93'1 18

El problema que han presentado los adhesivos autoacondicionantes “débiles” es
su pobre potencial para adherirse a esmalte, pero con el desarrollo de
monomeros con un mayor potencial de unidén a este tejido se ha mejorado el
rendimiento de esta union. Con la formulacion de sistemas autoacondicionantes
con pH aproximado de 1.5, a los que se les ha denominado “intermedios”, se ha
conseguido una mejor retencibn micromecanica comparada con los
autoacondicionantes “suaves” y conservan la capacidad de establecer las
interacciones moleculares deseables. Producen una capa hibrida tipica, con una
region mas profunda que contiene hidroxiapatita y una transicion mas gradual
respecto a la dentina no afectada y no tan abrupta como la que se obtiene con
sistemas adhesivos agresivos o de grabar y lavar. En comparacion con los
“suaves”, tienen una mejor retencién, tanto en dentina como en esmalte. La
hidroxiapatita residual de la capa profunda puede servir para futuras uniones

quimicas.

Del mismo modo que los sistemas de grabar y lavar los sistemas
autoacondicionantes pueden clasificarse segun sus pasos de aplicacion,

dividiendose en sistemas de dos pasos y de un solo paso “all in one”. Los de dos
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pasos se presentan en dos soluciones, un frasco con el agente
autoacondicionador (monodmeros acidicos y agentes imprimadores) y otro con el
agente de unién. Los de un solo paso tienen los tres productos en un unico
envase. Los sistemas adhesivos de un unico paso tienen una cdémoda
manipulacion clinica pero presentan fuerzas adhesivas inferiores cuando se

comparan con autoacondicionantes de mas pasos o de grabar y lavar.""®

Ademas su elevada hidrofilicidad los convierte en membranas permeables. La
presencia de agua acelera la degradacion de la adhesion en la interfase diente-

resina.'"®

Algunos autores defienden colocar dos o0 mas capas de adhesivo para prevenir
la evaporacion del imprimador y evitar de este modo que no se acondicione de
forma correcta. Ademas como estos sistemas no suelen contener relleno, forman
capas muy delgadas que no cubren la dentina de forma eficaz y crean una capa

hibrida débil.'?°
2.3.4. Adhesivos de iondmero de vidrio.

Los iondmeros de vidrio permanecen como los unicos materiales que son auto-
adhesivos al tejido dental sin necesidad de un tratamiento previo. Aunque esto
no es del todo cierto, ya que se ha comprobado que un pretratamiento previo

con acido poliacrilico aumenta su eficiencia.’?®'?!

Sin embargo, se ha comprobado que este acido, a pesar de ser enjuagado, deja
una fina capa de unas 0,5 micras de espesor. Esta capa, a la que se refieren
como “fase de gel”’, permanece unida a la superficie del diente a pesar del lavado

con agua.107,118,122
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Los adhesivos de iondmero de vidrio pueden aplicarse en uno o dos pasos. El
acondicionamiento adicional con acido poliacrilico tiene relevancia, sobre todo
cuando se emplean fresas de diamante corte grueso en la preparacién de la
cavidad, ya que queda una espesa capa de frotis. En este caso, se aplica un
acondicionador de acido poliacrilico, un acido débil, que desmineraliza
parcialmente la dentina, dejando asi cristales de hidroxiapatita unidos a las
fibrillas de colageno como receptores de la unién quimica adicional. Este acido
se aplica durante 10-20 segundos y se enjuaga. A continuacioén se seca con aire
de forma suave para no deshidratar la superficie. El efecto que se produce es
una eliminacion del material residual producido por el corte y la creacion de
microporosidades que aumentan el area donde, no sdlo se producira la retencion
micromecanica, sino también se aumentara la interaccion quimica. De modo que
la adhesion al tejido del diente de este tipo de materiales se produce por estas

dos vias.

2.4. Mecanismos de degradacioén de la capa hibrida

La degradacion de la capa hibrida de resina-dentina es un problema clinico
frecuente que disminuye la durabilidad de las restauraciones dentales a base de

resina.

La capa hibrida, como se expuso en apartados anteriores, es el resultado de la
infiltracidon de resinas adhesivas en la dentina desmineralizada mediante
acondicionadores acidicos, de modo que se obtiene una estructura compuesta

por colageno tipo | y proteoglicanos envueltos en las cadenas de polimeros.'?*'°



&= cru
Universidad Revision de la [iteratura

Cardenal Herrera

Lo ideal seria obtener una red tridimensional de polimero y colageno que
produzca una unidn continua y duradera entre el adhesivo y el sustrato
dentinario. Sin embargo, la unién adhesiva entre las resinas y dentina tiene una
vida util corta, con una media de 6 afos de duracion, debido a la aparicion de

caries secundarias producidas por un fracaso en la adhesién.'®

Las enzimas colagenoliticas endégenas conducen a la degradacion proteolitica
y la hidrofilicidad de los adhesivos dentales causa la degradacion hidrolitica.
Pocas de las estrategias de prevencion que han dado resultados satisfactorios
estan disponibles para su uso actual. La clorhexidina, un inhibidor general de las
metaloproteinasas (MMPs) y las captescinas de cisteina, es el método mas
probado para disminuir la degradacién de la capa hibrida. Se han probado otros
inhibidores de enzimas como alternativa y los agentes de reticulacion podrian
hacer matrices organicas de la capa hibrida mas resistentes.’?® La técnica de

unién himeda con etanol también ha obtenido resultados satisfactorios.*”'%®

El empleo de agentes remineralizantes biomiméticos es muy prometedor y
pueden ser una parte importante del futuro de la Odontologia.'®®
Desgraciadamente, la infiltracion incompleta de los sistemas adhesivos en la
dentina desmineralizada, sobre todo cuando se utiliza un enfoque de grabar y
lavar, representa un claro problema desafiando el éxito clinico de las

restauraciones dentales a base de resina.'®*

La mayoria de los sistemas adhesivos producen muy buenas fuerzas de unién
inmediata, pero a largo plazo la fuerza de union disminuye.'?® La infiltracién
completa de la resina en la dentina seria la situacion ideal porque el grabado con
acido fosforico también descubre y activa las proteinas endoégenas de la matriz

dentinaria, como metaloproteinasas de la matriz y captepsina cisteina.’?®
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Sin embargo, la infiltracion completa y la sustitucién de toda el agua por la resina
practicamente no se produce, creando asi las lagunas dentro de la capa hibrida

dejando las fibras de colageno desprotegidas.

Se han identificado dos mecanismos principales que explican la degradacion de
la capa hibrida: la degradacion intrinseca o proteolitica de la matriz organica y la
degradacion hidrolitica, o extrinseca, de la matriz de resina. Aunque ambos
mecanismos estan relacionados entre si, la accion de estos procesos
individuales deriva en la disminucion de la durabilidad de las uniones de resina-

dentina y reducen el prondstico favorable del diente."*°

2.4.1. Degradacion proteolitica de la matriz de colageno

Como se mencion6 anteriormente, la mayor parte de la sustancia organica en la
dentina es el colageno y la porcién restante de sustancia organica, alrededor de
10%, esta compuesta de proteinas no colagenas, incluyendo proteoglicanos,
fosfolipidos y enzimas.'® Ultimamente, las enzimas dentinarias endégenas,
especialmente metaloproteinasas (MMPs) y catepsinas cisteina, han recibido
una gran atencion por su potencial papel en la degradacion de la capa hibrida.
Las metaloproteinasas derivadas de la matriz dentinaria (MMP 2, 8, 9 y 20) son
una familia de endopeptidasas estructuralmente relacionadas, Zn dependientes,
que son activadas durante los procedimientos de grabado acido por el bajo pH 'y
por la presencia de iones metalicos como el Calcio (Ca) y el Zinc (Zn).*""
Presentan un prodominio, necesario para su activacion, un dominio catalitico con
una zona de union al Zn, con zonas ricas en cisteina necesarias para unirse a

las proteinas y clibarlas. Presentan una regién bisagra y un dominio
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hemopexinico.'® Se dividen en 6 grupos, basados en su homologia estructural
y su especificidad de sustrato: colagenasas (MMP-1, MMP-8, MMP-13 y MMP-
18), gelatinasas (MMP-2 , y MMP-9), estromelisinas (MMP-3, MMP-10 y MMP-
11), metaloproteinasas transmembrana (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17,
MMP-24 y MMP-25 ) y el otro grupo (MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21,

MMP-22, MMP-23, MMP-27 y MMP-28).%7

Las enzimas presentes en la dentina mineralizada durante la formacion del
diente, desempefian muchas funciones fisiolégicas, como la angiogénesis, la
remodelacion tisular y dentinogénesis. Pero también parecen estar implicadas
en la degradacion proteolitica patologica del colageno, asi como, en la
enfermedad periodontal, caries de la dentina y la degradacién de la capa

hibrida.'??

Mazzoni y cols.,' mediante analisis inmunohistoquimico, confirmaron que las
metaloproteinasas (MMP-2) y (MMP-9) se encuentran en la red de colageno
organico de la dentina. Se ha comprobado que potencialmente pueden
desempenfar un papel importante en la destruccion de la materia organica
dentinaria. Toda la literatura reciente se ha centrado en estos dos tipos de
metaloproteinasas MMP-2 y MMP-9. Las metaloproteinasas en su estado natural
tipico se presentan como zimoégenos inactivos y, por tanto, es necesario un

cambio en su morfologia quimica para activarlas.

La actividad enzimatica de estas enzimas es inhibida por factores tisulares
endogenos (TIMP), que son segregados por los odontoblastos. La accion de los

inhibidores tisulares de las metaloproteinasas es s6lo un mecanismo que se ha
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postulado como responsable de controlar la actividad funcional de las mismas.

También se han sugerido otros mecanismos, como el control genético.'®

Los inhibidores tisulares de MMPs se unen naturalmente a éstas cuando se
encuentran en su forma latente, e inhiben su activacion y, por tanto, su actividad
como la hidrdlisis y la protedlisis. Se han identificado dos inhibidores tisulares
diferentes para cada una de las metaloproteinasas implicadas. El inhibidor tisular
TIMP-1, que se une a la metaloproteinasa MMP-9 y el inhibidor TIMP-2, que se

une a la metaloproteinasas MMP-2."%*

Sulkala y cols.,”® confirmaron que tanto el acido fosférico, como los &cidos
suaves presentes en los mondmeros de las resinas acidas, son capaces de
inhibir o desplazar los inhibidores tisulares enzimaticos. De ese modo permiten
que las metaloproteinasas se activen. Sin embargo se necesitan mas estudios
para comprender por completo este mecanismo de inhibicion, conocimiento que
ayudaria a tomar medidas para prevenir la degradacién de la capa hibrida.
Nishitani y cols.,”® presentaron pruebas que también evidencian una actividad
colagenolitica y gelatinolitica patologica mediada por las metaloproteinasas
MMP-2 y MMP-9, dentro de la dentina previamente tratada. Esto se comprobo
con adhesivos de grabar y lavar y con adhesivos autoacondicionantes. En este
estudio se observd que el acido fosférico al 37% que se utiliza en sistemas de
grabar y lavar, tenia un pH lo suficientemente bajo como para inactivar
temporalmente algunas de las metaloproteinasas enddgenas. El acido
ortofosforico expondria mas fibras durante la desmineralizacion y activaria la
accion de las MMPs rapidamente. Los adhesivos autoacondicionantes son
también suficientemente acidos para activar la actividad gelatinolitica vy

colagenolitica de estos enzimas. Sin embargo, estos adhesivos dejan las fibrillas
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de colageno parcialmente cubiertas con apatita residual y esto proporcionaria

mas resistencia a la degradacion comparado con los adhesivos de grabar y lavar.

Mazzoni y cols.,"” mostraron, utilizando analisis de zimografia, que la actividad
gelatinolitica puede deberse a un proceso de dos pasos. Este proceso comienza
con la desmineralizacion inicial y la exposicion de las fibrillas de colageno vy, a
continuacion, la acidez de los sistemas de union puede causar la activacion de
las enzimas de forma secundaria. Este estudio también proporciond evidencias
de que la actividad proteolitica y gelatinolitica que destruye las fibrillas de
colageno, comienza por la parte inferior de la capa hibrida, en particular, si no
esta completamente infiltrada con resina. Por lo tanto, como la mitad inferior se
degrada, el aumento de fluido dentinario fluiria y podria conducir a la

degradacion hidrolitica en las regiones superiores de la misma.

Las catepsinas de cisteina también se han postulado como causa de la
degradacion de la capa hibrida, aunque existe mucha menos literatura disponible
sobre estas enzimas. Son un grupo de 11 proteasas humanas que, como las
metaloproteinasas, se presentan como zimogenos inactivos. La activacion de
estas enzimas se produce en condiciones ligeramente acidas y son inactivos con

un pH neutro.'®®

Tersariol y cols.,"®®

identificaron, en estudios de ADN, la presencia de cisteina
catepsina B en los tubulos dentinarios humanos y sugieren la necesidad de
realizar mas estudios siguiendo esta linea. Se ha demostrado que las catepsinas
de cisteina presentan actividad proteolitica similar a la de las metaloproteinasas

y, de la misma manera, pueden ser activadas después del uso de un adhesivo

de bajo pH."™®
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Con los resultados de estudios anteriores, es por lo tanto razonable sugerir que
la activacion de las catepsinas de cisteina pueden intervenir en la degradacion
de la capa hibrida de resina-dentina con el tiempo. El consenso actual es que la
degradacion del colageno estd mas asociada con los sistemas adhesivos de
grabar y lavar, esto es debido a que el ataque de acido fosforico desmineraliza
la dentina en exceso, dejando las fibras de colageno expuestas y haciéndolas
mas susceptibles a la degradacion proteolitica por las enzimas dentinarias
endogenas. Con el uso de adhesivos autoacondicionantes la degradacion se
sigue produciendo, pero en menor grado que con los adhesivos de grabado total.
Esto se debe a que la imprimacién acida no expone tanto las fibras de colageno
y aunque la resina penetra a menor profundidad en la matriz de colageno hay

menor cantidad de dentina desmineralizada no infiltrada.

2.4.2. Degradacion hidrolitica de la matriz de colageno

El problema actual de los sistemas adhesivos actuales es su poca durabilidad a
largo plazo. Una penetracion adecuada del adhesivo en la matriz de la dentina
desmineralizada y la formacion de una capa hibrida segura y duradera son

requisitos obligatorios para garantizar esta durabilidad.*

La técnica de unidon humeda es la mas utilizada cuando se emplean adhesivos
autoacondicionantes. La idea de este método es permitir que la superficie
dentinaria permanezca humeda para impedir el colapso de la matriz de colageno

que se produce después de una extenso secado con aire."°
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El problema con esta técnica es que el volumen de agua restante es dificil de
controlar, una pequefa cantidad de agua es necesaria pero un excedente
causara la separacién de fases y "ampollas de agua".®? Se ha sugerido que el
exceso de agua competiria con los mondmeros de resina hidréfilos en la
penetracion en la matriz dentinaria, generando asi una infiltracién incompleta de
la resina. De estos estudios se desprende que tanto el excedente de agua como

el exceso de secado seria perjudicial.

La hidrdlisis de la matriz de resina, contrariamente a la degradacion proteolitica
de la capa hibrida, se produce de manera similar con el uso de ambos adhesivos
grabado total y autoacondicionantes. Esta se relaciona con la absorcién de agua

dentro de la capa hibrida.""'*?

El factor importante con este tipo de degradacion no es la diferencia entre la
técnica empleada, pero si de los componentes quimicos de los diferentes
adhesivos.’ Los problemas de fracasos de las resinas compuestas se han
asociado a procesos de degradacién por descomposicion quimica del material
frente a la accidn de ciertos enzimas presentes en la cavidad oral. Los estudios
realizados por Liu y cols.," demostraron, mediante cromatografia de alta
resolucidn, que las esterasas salivales son capaces de degradar distintos
componentes de las resinas compuestas, tales como BisGMA (bisfenol-A-glicidil-
metacrilato) (estructura aromatica) y TEGDMA (trietilenglicol-dimetacrilato)
(estructura hidréfila). Con este estudio quedd demostrado que la
pseudocolinesterasa degrada preferentemente el TEDGMA y sus derivados,
mientras que el colesterol esterasa tiene un mayor efecto catalitico sobre el

BisGMA presente en las resinas compuestas.'
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2.5. Formulaciones de adhesivos basados en aditivos de nanogeles

El reto actual en Odontologia Adhesiva es encontrar formulaciones hidrofilicas
que penetren a través de la capa hibrida y mejoren la unidn de las restauraciones
estéticas directas en la superficie dentaria, rica en agua. La formacion de una

capa hibrida estable a lo largo del tiempo.

Aun siendo los nuevos adhesivos relativamente hidroéfilos, estas formulaciones
son todavia parcialmente miscibles con agua, y es comun la separacion de las

fases que se produce, tanto antes, como después de la polimerizacion.®'%

Se ha establecido una fuerte correlacion entre la heterogeneidad de la capa
adhesiva y la disminucion de las propiedades mecanicas y estructurales que

comprometen la unién de la interfase. >4 :4°

La nanotecnologia en forma de particulas de prepolimero a escala nanométrica
atrae un considerable interés debido a las multiples aplicaciones en materiales

compuestos (liberacion de farmacos, ingenieria de tejidos y polimeros).

Estudios recientes de la incorporacion de nanogeles a los sistemas adhesivos y
composites dentales han mostrado que su presencia reduce la contraccion de
polimerizacidén, mejora las propiedades mecanicas, como el modulo de flexion,
tanto empleando la técnica seca como en mojado, debido al fortalecimiento de

la red polimérica por la presencia de estas particulas reticuladas.*

Los nanogeles son particulas poliméricas reticuladas globulares de 10 a 100 nm
sintetizadas de una forma versatil, que pueden ser incorporados y dispersados

en monomeros como BisGMA y HEMA.
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Estas nanoparticulas penetrarian dentro de la dentina desmineralizada
reforzando esa red de resina adhesiva y de la capa hibrida. Tras la eliminacion
del disolvente y la contraccion de polimerizacion de la resina de la matriz, las
particulas se unirian para potenciar a reforzar el entramado de resina. Con ello
producirian una interfase mas estable a lo largo del tiempo. Estudios recientes
realizados por por Moraes y cols.,'™ sobre la incorporacion de particulas de
nanogeles en sistemas adhesivos dentales y composite han obtenido resultados

satisfactorios.'48:147

Estos estudios, junto con los realizados por Liu et al.,'*®

comprobaron que la
incorporacion de estas particulas de nanogeles al adhesivo, no afectaria el grado
de conversion o polimerizacion del mismo, obteniendo mejores propiedades

mecanicas en condiciones de humedad, asi como mejores resultados en las

pruebas de microtension.

El tamaio y la estructura globular de las particulas de nanogel son tales que se
dispersan de forma efectiva en los espacios interfibrilares de colageno y en los

tbulos de la dentina desmineralizada."">""

El estudio sobre los adhesivos concluy6 que la incorporacion de particulas de
nanogel en su composicion, no alteraba la evaporacion del disolvente. Los
nanogeles, ademas, podian reducir la inhibicion de oxigeno durante la

polimerizacién del adhesivo."®

Respecto al aumento de viscosidad del adhesivo se comprobd que era aceptable
hasta niveles de carga del 20 al 30% en peso, por encima del cual las
interacciones entre las particulas dominaban. Respecto a la concentracion eficaz

de nanogeles en los materiales que contienen etanol como disolvente, se estimo
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que debia ser del 22% o 18% en peso, para los 12% y 40% en peso de
concentracion de disolvente. Con estas concentraciones se conseguia un
equilibrio entre el potencial de refuerzo en red de las particulas y la viscosidad
que permitia controlar el espesor de la capa de adhesivo. Los estudios de la
cinética de polimerizacion demostraron pocos o ningun efecto en la conversion

final de los nanogeles.'®

Estas particulas también han sido introducidas en materiales para restauracion
como composites.’’ Se ha estudiado las propiedades de estos nuevos
materiales encontrando que su incorporacién en monémeros de dimetacrilato no
afecta la cinética de la reaccidn de conversion final durante la polimerizacion del
material. Producen un ligero aumento en la viscosidad a concentraciones

moderadas y reducen la contraccion y estrés de polimerizacion.'’

Un nuevo estudio, realizado por Gotti y cols., "

en 2016, corrobord los
resultados anteriores. Se estudid la influencia de Ila hidrofilidad, el
comportamiento mecanico, la resistencia de union, el grado de conversion y el
modulo de elasticidad de adhesivos dentales formulados con particulas de
nanogeles. Su comportamiento fue analizado a las 24 horas y a los 3 meses de
almacenamiento en agua. Los adhesivos con nanogeles obtuvieron mejor
resultado en las pruebas de microtensién a los 3 meses, mientras que no se
obtuvieron diferencias significativas en el grupo control, sin estas particulas. La

solubilidad en agua se redujo y la fuerza de adhesion a corto plazo mejord

considerablemente sin necesidad de modificar la técnica de aplicacion.
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2.6. El acido anacardico

Las investigaciones actuales van encaminadas a descubrir distintas estrategias
en el tratamiento previo de la dentina asi como nuevas formulaciones de
adhesivos que se simplifiquen el procedimiento clinico, al mismo tiempo que
tengan una menor degradacion con el tiempo. Con ello se pretende reducir la
aparicion de caries secundarias, lo que prolongaria la durabilidad de las
restauraciones y con ello se retrasaria la necesidad de realizar retratamientos,
siguiendo asi la tendencia actual de la Odontologia Restauradora de Minima

Intervencion.

El Anacardo liquido, un subproducto obtenido a partir de procesamiento de la
cascara de nuez de maraidn (CNSL), “Anacardium occidentale”, es una fuente
rica en compuestos fendlicos de cadena larga (alquilfenoles). Se ha utilizado en
la medicina tradicional para el tratamiento de una amplia variedad de condiciones

fisiopatoldgicas.'

Para definir su mecanismo de accion se investigd el efecto del extracto de
cascara de nuez de marafnon, el acido anacardico, en dos metaloproteinasas de
la matriz, (MMP-2 y MMP-9), puesto que se conoce que presentan un papel
critico en la degradacion enzimatica de la capa hibrida. Estos estudios,
realizados por Omanakuttan y cols.,'® demostraron, mediante zimografia, que
el acido anacardico era capaz de inhibir las actividades cataliticas sobre esas
dos gelatinasas MMP-2 y MMP9, en un medio acondicionado a partir de células
3T3-L1. De acuerdo con los resultados obtenidos en estudios basados en
fluorescencia los estudios de acoplamiento sugirieron que el grupo carboxilico

del acido anacardico se une mediante quelacion al ion zinc catalitico y forma un
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enlace de hidrogeno que inhibe la accion de estas gelatinasas. Los resultados
proporcionan la primera evidencia de la inhibicion de la actividad catalitica por la
gelatinasa del acido anacardico, proporcionando una plantilla nueva para el
pretratamiento dentinario de modo que su accién proporcione, mediante su

mecanismo molecular, una posible accion terapéutica.

La inhibicién de la actividad enzimatica de la matriz dentinaria mediante la
utilizacién de acido anacardico en Odontologia no ha sido estudiada, por lo que
este trabajo resulta un estudio pionero para valorar su potencial utilizandolo para

tratamiento conservador en Odontologia, ™’

2.7. Pruebas de evaluacion de la adhesion a la dentina

La interfase entre la restauracion y el diente, en la cavidad oral se expone a
distintas fuerzas que actuan al mismo tiempo. Cuando el diente restaurado entra
en funcion, la restauracion estara sometida a fuerzas de masticacion, cambios
de temperatura y cambios quimicos, asi como de pH. También en el proceso de
polimerizacién del material restaurador, la contraccion del mismo genera un
estrés para el adhesivo y genera unas fuerzas que lo intentan separar de la

cavidad.

A nivel mundial, las pruebas de resistencia se utilizan para medir la adhesién de

los sistemas adhesivos al diente de un modo fiable.'®?

Estos tipos de ensayos son utilizados para la seleccion inicial de nuevas
formulaciones de adhesivos, para comprobar diversas hipétesis de investigacion,

incluso para el control de calidad de los fabricantes.®
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A lo largo del tiempo se han establecido distintos tipos de ensayo, la variabilidad
de metodologias hoy en dia es mucho mas amplia y no existe consenso entre

los investigadores.'*

La solucion propuesta fue estandarizar el protocolo, con la esperanza de
interpretar los datos de forma mas eficaz, asi como facilitar la comparacion de
los estudios. El estudio de meta-analisis realizado por De Munck y cols.,’? en
2012, ofrece una revision sistematica de las distintas metodologias realizadas.
El estudio de las variables y el analisis de los resultados han logrado establecer
interesantes y significativas conclusiones. Entre las dos pruebas mas utilizadas
por los investigadores la prueba de microtraccion ha mostrado tener un poder
discriminativo mayor que la de macrocizallamiento. En estudios de durabilidad el
almacenamiento en agua (3-6 meses) mostro un claro efecto degradante de la

unién que imita a la degradacién observada clinicamente en las interfases.'®

En el afo 1994, Sano y cols.,'®® describieron, por primera vez, el test de
resistencia adhesiva a la microtension. En este método se realizaba la union de
una resina compuesta a la superficie oclusal desgastada de un diente. El
espécimen era cortado en barritas de aproximadamente 1 mm? de area y se
media la rotura en una maquina de ensayo de microtraccion universal. El tipo de
fallo podia ser examinado posteriormente mediante microscopio para realizar el

analisis fractografico.

En esencia, y segun recoge el articulo publicado en 1999 por Pashley y cols., '’
las pruebas de microtension pueden realizarse con diversas modificaciones, de
modo que el investigador pueda seleccionar aquella que mejor se adapte a sus

necesidades. Esta prueba se basa en la division de dientes de entre 0,5y 1 mm
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de espesor recortados y testados, de forma que la fuerza de tension se

concentrara en la interfase de unién del diente con el material a estudiar.

Entre sus ventajas ofrece que de cada diente pueden obtenerse multiples
especimenes. Pueden emplearse distintas modificaciones en las preparaciones
iniciales; se puede anadir el material restaurador sobre dentina oclusal (modelo
plano); por debajo de la superficie de la corona (modelo de cavidad); o por la

superficie interna de los conductos radiculares, entre otros.

El test de microtension permite la comparacién cuando la preparacion se realiza
en diferentes sustratos; dentina sana, careada o esclerética. La técnica es ideal
para evaluar la durabilidad a largo plazo. Este método ofrece gran versatilidad
que no puede conseguirse con métodos tradicionales. Requiere mas tiempo de
trabajo, pero tiene gran potencial para proporcionar una idea de la fuerza de
adhesion de los materiales de restauracion en sustratos clinicamente

relevantes.'®

2.8. Andlisis con Microscopio Eletrénico de Barrido (MEB)

Durante la década de 1950 y principios de 1960, el microscopio electronico de
barrido (MEB) se utilizé en Odontologia principalmente para estudiar la dentina
y el esmalte. Después de la introduccion de la técnica de grabado acido, MEB
también fue utilizado ampliamente para estudiar los mecanismos de union al

esmalte y, mas recientemente, la unién a dentina.’®

El MEB se ha convertido en una herramienta muy versatil en cuanto al tamafno

de los especimenes que pueden ser analizados; admite objetos que miden entre
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fracciones de micrometro y varios centimetros. La platina adopta movimientos
segun los ejes X e Y de giro y de inclinacion del espécimen, permitiendo su
observacion casi desde cualquier angulo. Solo oculta la superficie de apoyo que
descansa sobre el porta especimenes. Su gran potencial deriva en la gran
profundidad de campo que permite enfocar objetos de gran espesor. Todo esto
facilita la percepcion por parte del ojo humano y mejora la comprension de las
relaciones espaciales entre las estructuras de estudio y, por lo tanto, facilita su
correcta interpretacion. Su riqueza en informacién suele superar ampliamente la
descripcion escrita. En Odontologia es una herramienta eficaz para estudiar la
capa hibrida, la localizacion y morfologia de las porosidades de tamafio
nanomeétrico que pueden permitir la hidrolisis de las fibras de colageno vy la

degradacién de los monémeros adhesivos.'®

2.9. Analisis con microscopia confocal

En Odontologia, la microscopia laser confocal ha sido una herramienta
importante y util para analizar el area de union entre el material restaurador y el
esmalte o dentina; asi como, para evaluar todos los tratamientos de las

estructuras dentales con nuevos materiales.'®°

A diferencia con las técnicas de microscopia electronica de barrido, el analisis
con laser confocal permite ver los componentes adhesivos, materiales
compuestos y cementos de resina en la interfase de union, ya que se emplean
diferentes marcadores fluorescentes para cada componente utilizado en el
proceso de adhesion. Ademas esta técnica permite analizar la

micropermeabilidad de la capa hibrida formada por los distintos sistemas
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adhesivos a través de marcadores fluorescentes mediante induccion de presion

en la cdmara pulpar.'%162

La investigacion de la union del area entre dentina y restauracion ha sido un
objetivo fundamental de los estudios de microscopia confocal, ya que cierta
informacion solamente se obtiene con la utilizacion de esta técnica. Se puede
identificar la pérdida de sellado de la interfase resina-dentina tras
almacenamiento en agua como sugieren Sauro y cols., método eficaz para
evaluar la degradacion que sufren las interfases resina-dentina a lo largo del

tiempo. 162164
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3. OBJETIVOS Y HIPOTESIS.
3.1. Objetivos

Este proyecto se centro en la utilizacion de “primers” hidrofilicos experimentales
formulados con mondmeros funcionales 10-MDP, con y sin aditivos de
nanogeles. Ademas se utilizd un adhesivo hidrofébico. Los adhesivos
experimentales de dos pasos se aplicaron de forma universal con técnicas de
grabado total o autoacondicionante. Ademas se estudié un pretratamiento
dentinario experimental basado en una solucion de etanol/agua con acido

anacardico a diferentes concentraciones (50%, 25%, 5%, 1%).
Por lo que los objetivos planteados fueron los siguientes:

1. Determinar, mediante analisis de microtension (uTBS), la durabilidad,
transcurrido un periodo de tiempo de 6 meses de inmersion en agua
destilada, de dos grupos de adhesivos experimentales, uno de ellos con
particulas de nanogeles en su composicion, aplicados en dentina con

técnica autoacondicionante o técnica de grabado total.

2. Valorar, mediante analisis de microtensiéon (uTBS), la durabilidad,
transcurrido un periodo de tiempo de 6 meses de inmersion en agua
destilada, de los adhesivos experimentales con y sin nanogeles, aplicados
con técnica autoacondicionante o de grabado total, en dentina pre-tratada

con soluciones de acido anacardico a diferentes concentraciones.

3. Averiguar el modo de fallo que se produjo en todos los grupos

experimentales a las 24 horas y después de 6 meses de inmersion en
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agua destilada, mediante la utilizacion de un estereomicroscopio y

sucesivamente con MEB.

4. Describir la ultra-morfologia a las 24 horas y después de 6 meses de
inmersion en agua destilada, de las interfases resina-dentina que se
crearon en todos los grupos experimentales descritos en los objetivos 1y

2.

3.2. Hipotesis
Las hipotesis formuladas fueron las siguientes:

1. Los adhesivos con nanogeles son capaces de crear una interfase
resina-dentina mas resistente a la degradacion tras 6 meses de
almacenamiento en agua cuando se aplican con técnica de grabado

total o autoacondicionante.

2. El empleo de una solucion de acido anacardico a concentracion
adecuada puede favorecer la formacién de una interfase resina-
dentina resistente a la degradacion, después 6 meses de inmersion en
agua, cuando los adhesivos experimentales, con y sin nanogeles, se

aplican en dentina con técnica de grabado total o autoacondicionante.
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4. MATERIAL Y METODO
4.1. Material

Los materiales empleados para realizar el siguiente estudio se detallan a

continuacion:

e Muestra:
= Dientes humanos: terceros molares maxilares y
mandibulares
e Conservacion de la muestra:
= Curetas Gracey 11/12 (Hu-Friedy, Chicago, EEUU)
= Suero Fisiolégico NaCl 0,9 (BRAUN, Braun Melsungen AG,
Alemania)
=  Timol 0,1% (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)
e Sistemas adhesivos y otro material experimental:
= Adhesivo experimental Nanogeles: Primer 115IMP1NA +
Bond 25
= Adhesivo experimental control: Primer 115-IMP1/0325 +
Bond 25
= Solucion de etanol absoluto con acido anacardico al 50%
= Solucion de etanol absoluto con acido anacardico al 25 %
» Solucion de etanol absoluto con acido anacardico al 5 %

= Solucién de etanol absoluto con acido anacardico al 1 %

e Material restaurador:
=  Composite Filteck™ Z500 (3M ESPE. Dental Products, St.

Paul, Ml, EEUU)
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Material Y Método
Acido ortofosférico al 37%. Total Etch (Ivoclar Vivadent,

Schaan, Liechtenstein)

Lampara de polimerizar Elipar™FreeLigth™2 (3M ESPE

EEUU)

e Preparacion de muestras

Turbina KaVo MASTERtorque (KaVo Dental, GmbH,
Biberach, Alemania)

Fresa diamantada de turbina Komet HSSE (KOMET
GROUP GmbH, Besigheim, Alemania)

Sonda calibrada CP12 Carl Martin (Carl Martin GmbH

Neuenkamper, Solingen Alemania)

Lupas de aumento Akura (Akura-medical, Madrid, Spain).
Discos de corte de 102 mm x0,3 mm x12,7 mm Isomet™

(BUELHER, Lake Bluff, lllinois, USA).

Cortadora de especimenes BUELHER® Isomet™ Low
Speed Saw (BUELHER, Lake Bluff, IL, EEUU)
Cubeta de ultrasonidos Floureon (ShenZhen Global E-

Commerce Co, Shenzhen, China)

¢ Prueba de microtension:

Microtensile Tester, (Bisco Inc, Schaumburg, IL EEUU)
Cyanocrylate: Zapit (Dental Ventures of America Inc
Corona, CA, EEUU)

Accelerator Zapit (Dental Ventures, Corona, EEUU)
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= (Calibrador digital. Sylvae Ultra-Call. (Li Fower Inc, Newton,

MA, EEUU)
e Medios de contraste fluorescente y material para preparacién de
muestras

= Rodamina al 0,1%.( Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia)

= Papel abrasivo de carburo de silicio de grano ascendente
Versocit Struers (# 1200 a #4000) (Ballerup, Dinamarca)

= Maquina esmeriladora-pulidora MetaServ™ 250
(BUELHER, Lake Bluff, IL, EEUU)

e Analisis microscopico:

Microscopio Electrénico de Barrido Hitachi FE S4800. (Hitachi
Ltd. Tokio, Japon)
= Microscopio Confocal Olympus FV1000. (Olympus Corporation,
Tokio, Japdn)
= Maquina de secado a punto critico (Leica Microsystem GmbH,
Wetzlar, Alemania)
= Revestidor de bombardeo idnico Sputter coater Quorum
SC7640 (Quorum Technologies, Ashford Kent, GB)
o Sofware de reconocimiento de imagenes y estadistico:
= Leica Application Suite (LAS) (Leica Alemania)
= Esprite 1.8 Bruker (Bruker, Massachusetts, EEUU)
=  FV Viewer Olympus.(Olympus Japdn)

» Programa estadistico SPSS version 13.0, (Chicago, IL, EEUU)
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4.2. Método
4.2.1. Seleccion de las muestras dentales

Para el presente estudio se utilizaron molares humanos, (maxilares y
mandibulares), obtenidos de pacientes (rango de edad 20-50 afios) a los que se
les realiz6 la extraccion de los mismos por motivos quirurgicos. (figura 4-A).
Todos procedieron del servicio de Cirugia de la Clinica Odontolégica
Universitaria de la Universidad CEU Cardenal Herrera en Alfara del Patriarca,
Espana. Se solicitdé previamente autorizacion del comité ético para comenzar el

estudio, (Autorizacion n° CEI16/020).

Para el manejo del material bioldgico se emplearon todos los métodos barrera
necesarios para evitar posible contaminacion, uso de guantes, mascarilla y gafas
protectoras, durante todo el proceso de manipulacién y durante las pruebas de

laboratorio.

Los molares seleccionados debian estar libres de caries, sin afectacion pulpar,
lesiones morfologicas, como hipoplasia, dentinogénesis imperfecta o fracturas.
Los pacientes donantes fueron hombres y mujeres y las extracciones de los
dientes se llevaron a cabo mediante consentimiento informado (ver anexo | y |l

del presente documento).

El primer anexo se solicitaba para la extraccion quirdrgica de los dientes. Y el
segundo anexo se solicitd para que el paciente consintiera su donacion para
emplearlos en investigacion biomédica, si cumplian las condiciones exigidas.

Ademas se les ofrecia garantias al respecto sobre la no utilizacion del material
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para fines genéticos. En caso de que el paciente no aceptara las condiciones, se
rechazaba la muestra y se garantizaba al paciente que su tratamiento se
realizaria en idénticas condiciones y no supondria ningun trato desigual a efectos

meédicos ni administrativos.

Todo el material organico (encia y ligamento periodontal) fue removido con
curetas Gracey 11/12 (Hu-Friedy) para eliminar cualquier tipo de tejido blando.
Los dientes fueron finalmente almacenados en botes para recogida de muestras
estériles en suero fisiologico (NaCl 0,9% + timol 0,1%) y almacenados en
frigorifico a una temperatura < 4° C por un periodo de tiempo inferior a los 3

meses antes de ser utilizados.

4.2.2. Formulacion de los grupos de estudio

Los nanogeles utilizados en nuestro estudio fueron formulados y cedidos por el
Catedratico de Ingenieria Quimica y Bioldgica, Jeffrey W. Stansbury, en una
colaboracion Internacional de la “School of Dental Medicine” de la Universidad
de Colorado (Denver, EEUU), con La Universidad CEU Cardenal Herrera de

Valencia (Espafia).

Los copolimeros de Nanogeles fueron sintetizados a una proporcion 70:30 molar
de Isobutil-metacrilato (IBMA; Sigma—Aldrich, Madrid, Espaina) y dimetacrilato de
uretano (UDMA; Sigma—Aldrich, Madrid, Espafia). Esta sintesis es similar a la
que describieron Gotti y colls.,™® para los nanogeles del grupo NG1 en su

estudio.
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contiene un 15% de particulas de nanogeles.

Material Y Método

Dos sistemas adhesivos experimentales universales de dos pasos (“primer’ y
“bond”) fueron creados en nuestro laboratorio (tabla 1). Cada “primer” tenia una
composicion distinta y ambos sistemas utilizan el mismo adhesivo “bond”. El

primer 115 NG difiere del primer 115 CTR en que en su composicién, el primero

PRIM115NG PRIM15 CTR BOND 25 (CONTROL)
15% NG 0% NG 0% NG
BisGMA/HEMA/MDP Bis-GMA/HEMA/MDP UDMA/HEMA/MDP

25/20/25 wt% 25/20/25 wt% 65/33/0.1 wt%
CQ/DMAB CQ/DMAB CQ/DMAB
0.65/0.65 wt% 0.65/0.65 wt% 0.30/0.60 wt%
Ethanol/Water Ethanol/Water Ethanol/Water
20/8.30 20/8.30 10/4.30
pH 1,9 pH 1,9 pH 6,4

Tabla1 - Composicién de los Sistemas Adhesivos experimentales empleados en el presente
estudio. Todos los componentes se adquirieron por Sigma—Aldrich (Madrid, Espafia), mientras el
10-MDP fue comprado en ESSTECH (Esstech, Essington, PA, USA).

Se prepararon, por tanto, cuatro grupos principales de estudio, que fueron

distribuidos del siguiente modo segun el método de aplicacion en dentina:

e Grupo 1 (115NG SELF ETCH): Adhesivo con nanogeles y técnica

autoacondicionante.
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Grupo 2 (115CTR SELF ETCH): Adhesivo sin nanogeles y técnica

autoacondicionante.

Grupo 3 (115NG TOTAL ETCH): Adhesivo con nanogeles y técnica de

grabado total.

Grupo 4 (115CTR TOTAL ETCH): Adhesivo sin nanogeles y técnica

de grabado total.

También se confeccionaron, 16 grupos extra-experimentales de estudio, que

fueron distribuidos segun el método de pre-tratamiento dentinario con distintas

soluciénes de acido anacardico:

Grupo 5 (115NG SELF ETCH): Adhesivo con nanogeles y técnica
autoacondicionante aplicado en dentina pre-tratada con anacardico

[50% (grupo 5-50); 25% (grupo 5-25); 5% (grupo 5-5); 1%(grupo 5-1)].

Grupo 6 (115CTR SELF ETCH): Adhesivo sin nanogeles y técnica
autoacondicionante aplicado en dentina pre-tratada con anacardico

[50% (grupo 6-50); 25% (grupo 6-25); 5% (grupo 6-5); 1%(grupo 6-1)].

Grupo 7 (115NG TOTAL ETCH): Adhesivo con nanogeles y técnica de
grabado total aplicado en dentina pre-tratada con anacardico [50%

(grupo 7-50); 25% (grupo 7-25); 5% (grupo 7-5); 1%(grupo 7-1)].

Grupo 8 (115CTR TOTAL ETCH): Adhesivo sin nanogeles y técnica
de grabado total aplicado en dentina pre-tratada con anacardico [50%

(grupo 8-50); 25% (grupo 8-25); 5% (grupo 8-5); 1%(grupo 8-1)].
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4.2.3. Preparacion cavitaria en los dientes seleccionados

Para preparar los especimenes se realiz6 un modelo de cavidad de clase 1 en
la cara oclusal de los molares seleccionados para este estudio (Figura 4B, 4C y

4D).

Todas las cavidades se realizaron por el mismo operador, mediante turbina y
fresa diamantada, siempre con refrigeracion de agua-aire. Se emple6 una fresa

nueva para realizar cada una de las cavidades.

Las dimensiones de las cajas oclusales fueron similares 3 mm x 2 mm x 3mm en

todos los molares. Se comprobaron las dimensiones con sonda calibrada

periodontal.

Figura 4 — (A) Imagen de algunos molares seleccionados que cumplian los criterios de inclusion.
(B y C) Imagenes de cavidades clase | que van a ser obturadas con los sistemas adhesivos
experimentales. (D) Detalle de molar con cavidad obturada y tras ser seccionado para la
obtencion de especimenes.
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4.2.4. Protocolo de adhesion y pre-tratamiento con anacardico

Veinte (20) molares fueron utilizados para cada uno de los cuatro grupos
experimentales principales. El protocolo de aplicacion del sistema adhesivo con
aditivo de nanogeles y sin tratamiento previo con acido anacardico (Grupo 1:

115NG SELF ETCH) fue el siguiente para la técnica autoacondicionante: Tras

realizar la preparacion cavitaria se colocd, con pincel aplicador de adhesivo, una
primera capa de ‘primer” 115NG. Transcurridos 10 segundos se aplicé una
segunda capa y esperamos 10 segundos mas antes de airear de forma suave,
durante 5 segundos, con la jeringa del equipo, a una distancia de 20 cm. A
continuacion se aplicd con otro pincel una capa de adhesivo “bond”, frotando la
preparacion durante 5 segundos. Se aire6 de nuevo durante 2 segundos para
quitar los excesos. Se polimerizé mediante ldmpara de luz LED (1100 mW7cm?)
durante 30 segundos. A continuacion se coloco el material de restauracion. Para
ello se empled el composite, Filtek Z500 en 3 incrementos, polimerizando cada

uno de ellos durante 40 segundos.

El mismo protocolo se sigui6 con el sistema adhesivo control (Grupo 2: 115CTR

SELF ETCH). En este caso se sustituyd el acondicionador 115NG por el
acondicionador 115CTR, pero manteniendo el mismo modo de trabajo y tiempos.
Con la técnica de grabado total, y sin tratamiento previo con acido anacardico,
se empleo acido ortofosforico al 37%. Este acido se coloco en esmalte y dentina
durante 15 segundos tras la preparacion de la cavidad. A continuacion se lavo
minuciosamente y se procedid a aplicar el “primer” y el “bond” correspondientes,
como se ha descrito anteriormente. Esto protocolo se realiz6 en el grupo 3

(115NG TOTAL ETCH) y_grupo 4 (115CTR TOTAL ETCH). A continuacion se
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colocdé el material de restauracion de manera similar a la descrita con
anterioridad. Tras las obturaciones, envolvimos los especimenes en papel
mojado con agua Yy los conservamos en botes estériles cerrados hasta ser

cortados para la preparacion de las muestras a las 24 horas.

En los grupos extra-experimentales se utilizd pretratamiento previo con
soluciones de acido anacardico tras la preparacion de la cavidad. Se utilizaron
inicialmente 5 molares para cada grupo. Las soluciones (0,1 ml) se frotaron en
las cavidades con un pincel impregnado con la solucion durante 30 segundos. A
continuacion se lavo profusamente con agua destilada durante 10 segundos.
Una vez identificada la concentracion de anacardico adecuada (tras el corte de
barritas por ensayo de microtensién) se incorporaron 15 molares mas en el

estudio (Se anticipa que la concentracidn de anacardico fue 1%).

Los siguientes pasos fueron similares a los descritos con anterioridad, utilizando
adhesivos con y sin nanogeles y empleando ambas técnicas, grabado total o

autoacondicionante.

4.2.5. Evaluacion de la eficacia adhesiva (test de microtension)

Tras la preparacion cavitaria y obturacion de los molares, los especimenes se
almacenaron en condiciones de humedad, Con agua destilada, a temperatura
de 37° durante 24 horas. Transcurrido este tiempo se seccionaron para obtener
las muestras. Se obtuvieron, de este modo, barritas, “sticks”, de 1 mm mediante

la cortadora de precision a baja velocidad Low Speed saw ISOMET (Figura 5).
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Estas barritas se sometieron a los test de microtension y analisis del tipo de fallo.

La cortadora se empled a velocidad de 250 rpm, junto con la aplicacion de discos
de corte de 102 mm x 0,3 mm x 12,7 mm (Isomet Buelher,). Se aplicé en el brazo
de carga 25 gr de peso, para permitir un parametro de corte reproducible en cada
muestra. El ajuste micrométrico incorporado al brazo de sujecion permitio una

alineacion precisa para obtener las barras longitudinales.

Figura 5 - Cortadora de precision a baja velocidad Low Speed saw ISOMET® empleada en el
presente trabajo. Isomet™ Low Speed Saw (BUELHER, USA).
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En la siguiente figura (Figura 6) se ilustra el protocolo seguido para la obtencion

de los especimenes:

Resina

Dentina

Figura 6 - Se representa el esquema de trabajo seguido para la obtencién de muestras. Se
realiza una cavidad clase |, posteriormente se obtura siguiendo el protocolo descrito para los
distintos grupos de estudio. Se obtienen barritas longitudinales para someterlas a analisis de

microtension.

Los molares se seccionaron a la altura del fulcro, dejando una superficie inferior
plana que se debia adherir con pegamento de base cianocrilato a una estructura
rectangular de metacrilato preformada. Esta base sirvio de soporte y sujecion
para estabilizar el espécimen en la cortadora y obtener las barritas de muestra.
De cada uno de los molares se obtuvieron aproximadamente de 8 a 10 barritas

(Figura 7).
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Figura 7 - Proceso de trabajo con la cortadora de precisiéon. (A) Imagen Se observa el molar es
seccionado a la altura del fulcro. (B) Se fija en una placa de metacrilato para obtener las
muestras. (C) Adhesivo de base cianocrilato y acelerador empleado para fijar los molares
previamente a la seccion. (D) Detalle de un molar seccionado, la interfase oclusal aparece
marcada con rotulador indeleble. De cada molar pueden obtenerse 8 muestras para su posterior
analisis de microtracion.

La mitad de las barritas de todos los grupos se sometieron a pruebas de

microtension (Figura 8).

Se realizd, por tanto, un primer test de microtension a las 24h tras preparacion
de los modelos cavitarios. La otra mitad de las barritas, correspondientes a cada

uno de los grupos de estudio, se almacenaron en tubos estériles, con agua
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destilada, en incubadora a 37°C durante 6 meses para la segunda prueba de

microtesion (Figura 9).

Figura 8 - (A) Imagen del aparato de microtension empleado para realizar analisis de
microtension. (B) Vista en detalle del soporte %ig” donde se adherian las muestras para su
analisis.

Figura 9 - (A) Detalle de algunas muestras que van se almacenaron en condiciones humedas.
(B) Muestras debidamente identificadas y almacenadas en medio humedo e incubadora durante
6 meses (37°C).

Una vez preparados los especimenes, se fijaron a continuacién las barritas al
soporte “jig” de la maquina de microtension Se unieron cada una de ellas por
ambos extremos con un adhesivo de cianocrilato Zapit (Dental Ventures of
America) y se testaron bajo tension hasta su rotura con una velocidad de
1mm/min. La interfase a valorar quedoé siempre perpendicular a las fuerzas de
traccion a las que eran sometidas (Figura 10).

pag. 80



& cru o
Universidad Mateﬂa( y MetOd’()

Cardenal Herrera

Figura 10 - (A) Imagen de una de las barritas fijadas con pegamento a base de cianocrilato (color
rosa) al jig” del microtensile. (B) Se puede apreciar el momento de rotura de una de las muestras.

Las barritas fracturadas se retiraron cuidadosamente del soporte con ayuda de
una hoja de bisturi n® 15. A continuacién se efectué la medicion de su area
(Figura 11) en el punto de fractura con un calibrador digital. Los resultados
obtenidos en la prueba de microtension fueron convertidos de Netwons (Nw) a

megapascales (MPa) mediante un calculo especifico (fuerza de fractura dividida

. . Nw
por el area de la seccion): [——] = MPa.
mma?2

Los resultados se analizaron estadisticamente analisis de la varianza (ANOVA)
de tres vias Variable dependiente: resistencia en MPa a la microtension. Variable
independiente: i) presencia de nanogeles; ii) tiempo de almacenamiento en agua;
iii) pre-tratamiento con anacardico). Las interacciones de los factores fueron
también analizadas. Todos los procedimientos de comparacién multiple se

realizaron por el método de Student-Newman-Keuls (a = 0,05).
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Figura 11 - Detalle de las anotaciones de laboratorio obtenidas de los test de microtension a las
24 horas y 6 meses, en todos los grupos experimentales. Se aprecia las barritas cortadas y
ordenadas para facilitar su identificacion y analisis.

4.2.6. Analisis fractografico con estereomicroscopio y microscopia

electrénica de barrido (MEB)

Los fracasos en la adhesion se tradujeron en fallos a distintos niveles de la
interfase: A]: fallos adhesivos, aquellos que ocurren en la interfase dentina y
material adhesivo; C]J: fallos cohesivos, aquellos que ocurren en el interior de la
estructura del dentina, resina compuesta o material adhesivo; M]: fallos mixtos,
sucedidos por combinacién de ambos. Todos los especimenes fracturados se
examinaron con un estereomicroscopio (LEICA EZ4 HO), con magnificacion de

35X para determinar el tipo de fallo o fractura (Figura 12A).
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Figura 12 — (A) Microscopio Leyca EZ4 HO con el que se realizé el analisis de modo de fallo. (B)
Microscopio electronico de barrido de emisién de campo marca Hitachi modelo FE S4800,
empleado en este estudio.

Seis barritas fueron elegidas [con fallo mixto (n3) y adhesivo (n3)] como muestras
representativas parar la evaluacion de la ultra-morfologia de fractura al MEB
(Figura 12B). Todos los especimenes se desecaron en silice durante 24h y se
montaron en portamuestras de aluminio con cinta conductora de doble cara de
carbono. Se metalizaron mediante revestidor de bombardeo i6bnico con una capa
de Oro Paladio (Au-Pd) de 30 nm durante 120 segundos. Tras la pulverizacion
catodica de oro, se realizaron las observaciones en microscopio electronico de
barrido de emision de campo (Figura 13). Se trabajé con un voltaje de 15 Kv a
diferentes aumentos. Durante el analisis se obtuvieron tres imagenes de cada

uno de los especimenes.
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4.2.7 Analisis de la interfase resina-dentina con microscopia electrénica

de barrido (MEB)

Tras la preparacidn cavitaria y obturacién de 3 molares mas para cada uno de
los grupos experimentales principales y extra-experimentales con soluciones de
anacardico, los especimenes se almacenaron en condiciones de humedad, con
agua destilada, a temperatura de 37 °C durante 24 horas. Transcurrido este
tiempo se seccionaron en laminas de resina-dentina de un diametro de 4 mm. A
continuacion se pulieron con papel abrasivo de carburo de silicio de grano
ascendente (# 1200 a #4000) (Figura 14C), mediante maquina pulidora rotatoria.
Se introdujeron para un bario final en cubeta de ultrasonidos en agua durante 5

minutos y se completd la preparaciéon de la muestra (Figura14D).

Los especimenes se grabaron con una solucion de acido ortofosforico al 35%
durante 15 segundos, se enjuagaron en agua destilada otros 15 segundos y, tras
secarse al aire, fueron sumergidos en solucién de hipoclorito sédico al 5,25%
durante 10 minutos. Posteriormente se lavaron a fondo con agua destilada
durante 5 minutos en agitacion continua (100 rpm). Todas las muestras se
prepararon para el estudio con MEB del mismo modo que se ha descrito
anteriormente. El analisis al MEB se desarroll6 con un voltaje de 15 Kv a

diferentes aumentos.
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Figura 13 — (A) Preparacion de las muestras para su visualizacion en microscopio electrénico
de barrido. (B, C y D) Imagen donde se observan las muestras sobre cinta de doble cara con
carbono, sobre portamuestras de aluminio y recubiertas con pelicula de Au-Pd conductora en
distintos momentos del estudio.

4.2.8 Analisis de la interfase resina-dentina con microscopia confocal.

Otros cuatro especimenes de cada grupo, con los distintos protocolos de
adhesion descritos previamente, fueron empleados para el estudio con

microscopia confocal (Figura 14A).

Los especimenes se seccionaron cuidadosamente a través de la interfase
adhesiva para obtener laminas de resina-dentina de 1 mm de espesor en cada
molar. Estas laminas de resina-dentina (n=10 por grupo) se dividieron en dos
subgrupos (6 laminas cada uno), basados en el tiempo de almacenamiento en

agua (24 horas y 6 meses).
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Antes del periodo de almacenamiento las muestras se recubrieron con dos capas

de barniz de fraguado rapido, aplicado a 1mm de la interfase resina-dentina.

Se colocaron en inmersion de solucion de rodamina 0,1% durante 24 horas
(Figura 14B). Transcurrido ese tiempo se trataron en bafo ultrasénico durante 2

minutos.

Figura 14 - (A) solucidon de Rodamina al 0.1%. (B) Detalle de uno de las muestras preparada
para su estudio con microscopia confocal tras su tincién con rodamina al 1%, corte, pulido y
limpieza con cubeta de ultrasonidos. (C) Papel de carburo de silicio con el que se pulieron los
especimenes. (D) Vibracion de un espécimen en cubeta de ultrasonido.

A continuacion las muestras se pulieron con papel abrasivo de carburo de silicio
de grano ascendente (# 1200 a #4000) (Figura 14C), mediante maquina pulidora

rotatoria (Buehler Meta-Serv 3000 GRinder-Polisher; Bluehler). Se introdujeron
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para un bafio final en cubeta de ultrasonidos en agua durante 5 minutos y se

completd la preparacion de la muestra (Figura14D).

Cada una de las interfases de los distintos grupos se estudiaron con microscopia
confocal (Figura 15), montado sobre un IX81 invertido motorizado, con 63 9/1.4
de inmersién en aceite. La linea de excitacibn empleada fueron: 559 nm,

(excitacion rodamina).

Las imagenes de microscopia de barrido de reflexion y fluorescencia se

obtuvieron a una profundidad de hasta 20 um bajo la superficie.'®* 16

Las exploraciones del eje “Z” de la superficie fueron pseudo-coloreadas
arbitrariamente por los operadores y compiladas en proyecciones unicas

utilizando el software FV Viewer Olympus.

La configuracién del sistema fue estandarizada y se emple6 la misma para toda
la investigacion. De cada interfase resina-dentina se capturaron cinco imagenes
Opticas aleatoriamente. Fueron capturadas y grabadas las imagenes que
representaban las caracteristicas mas comunes de nanofiltracion a lo largo de la

union de la interfase.

Figura 15A y 15B - Microscopio confocal Microscopio confocal Olympus FV1000.
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5.1. Resultados de la eficacia adhesiva (test de microtension)

Los resultados obtenidos mediante analisis de microtensién a las 24 horas y 6
meses de dos grupos de adhesivos experimentales, uno de ellos con particulas
de nanogel en su composicion, aplicados en dentina, con técnica
autoacondicionante o técnica de grabado total, asi como, aplicados con ambas
técnicas, en dentina pre-tratada con solucién de acido anacardico al 1%, se

detallan en las tablas 2 y 3.

Todos los resultados del analisis estadistico y las interacciones entre factores se

puede encontrar en los anexos Il y IV.

Autoacondicionante Control Acido Anacardico
uTBS (MPa) Sin nanogeles Con nanogeles Sin nanogeles Con nanogeles
24h 23.8 (3.4) A,a,1 24.2 (4.8) A,a,1 24.3 (9.6) A,a,1 19.8 (3.4) A,a,1
[A/M/C] [0/10/90] [0/15/85] [2/20/78] [3/22/75]
6 meses 13.4 (2.2) B,a,1 18.9 (3.5) A,b,1 15.9 (4.7) B,a,1 15.2 (2.5) A,a,1
[A/M/C] [25/35/40] [10/35/55] [20/35/45] [10/30/60]

Tabla 2 - Resultados de los grupos de estudio con técnica autoacondicionante. Las letras
mayuscula indican las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en columnas Las
letras minuscula indican las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en filas. El
mismo numero indica que no existe diferencia estadistica (a las 24h o a 6 meses) entre un
adhesivo (con o sin nanogeles) aplicado, con o sin pre-tratamiento con acido anacardico (1%).
Los numeros en paréntesis indican el porcentaje de fallos adhesivo (A), mixto (M) y cohesivo (C)
obtenido en cada grupo.
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Grabar y Lavar Control Acido Anacardico
uTBS (MPa) Sin nanogeles Con nanogeles Sin nanogeles Con nanogeles
24h 30.1 (6.7) A,a,1 27.2 (6.6) A,a,1 26.6 (8.1) A,a,1 27.1 (8.6) A,a,1
[A/M/C] [0/15/90] [0/10/90] [5/20/75] [5/15/80]
6 meses 16.7 (2.7) B,b,1 22.1 (5.9) A,a,1 14.5 (4.0) B,b,1 25.5 (7.5) Aa,1
[A/M/C] [20/35/45] [15/25/60] [20/40/40] [10/35/55]

Tabla 3 - Resultados de los grupos de estudio con técnica de grabar y lavar. Las letras mayuscula
indican las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en columnas Las letras minuscula
indican las diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) en filas. EI mismo ndmero indica
que no existe diferencia estadistica (a las 24h o a 6 meses) entre un adhesivo (con o sin
nanogeles) aplicado, con o sin pre-tratamiento con acido anacardico (1%).

Los numeros en paréntesis indican el porcentaje de fallos adhesivo (A), mixto (M) y cohesivo (C)
obtenido en cada grupo.

Con la técnica autoacondicionante, en el grupo control, sin nanogeles consiguio

un valor medio de 23,8 MPa tras 24 horas de almacenamiento en agua.

Transcurridos 6 meses se observo una reduccion estadisticamente significativa

(p< 0.05) del valor de adhesion (13,4 MPa).

Con esta misma técnica (autoacondicionante), el adhesivo con nanogeles
alcanzé un valor medio de adhesionde 24,2 MPa a las 24 horas y de 18,9 MPa
tras 6 meses de inmersion en agua. No se encontro diferencias estadisticamente

significativas (p> 0.05) entre estos dos grupos.

Con técnica, autoacondicionante, los adhesivos con y sin nanogeles en su
composicion, no obtuvieron diferencias estadisticamente significativas tras 24

horas (p> 0.05), mientras que se encontraron diferencias estadisticamente
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significativas transcurridos 6 meses de inmersién en agua destilada (p< 0.05).

Las interacciones entre factores se pueden encontrar en los anexos Il y IV.

Cuando se empled la técnica de grabar y lavar, en el grupo control, obtuvo un
valor a la prueba de microtension de 30,1 MPa a las 24 horas de almacenamiento

en agua.

A los 6 meses de inmersidn en agua se encontré una reduccion de adhesion

(16,7 MPa) estadisticamente significativa (p< 0.05).

El adhesivo con nanogeles empleando la técnica de grabar y lavar logré un valor
de 27,2 MPa a las 24 horas y después de 6 meses de almacenamiento, el valor
obtenido fue de 22,1 MPa. No presentaron diferencias estadisticamente

significativas (p> 0.05).

Con esta técnica de grabar y lavar, los adhesivos con y sin particulas de
nanogeles en su composicion no presentaron diferencias estadisticamente
significativas en las pruebas de microtension (WTBS) a las 24 horas (p> 0.05),
mientras que si que las encontramos tras 6 meses de almacenamiento en agua
destilada (p< 0.05). Ver resultados en tabla 5. Las interacciones entre factores

se pueden encontrar en los anexos Il y IV.

La solucion de acido anacardico se emple6 a diferentes concentraciones (50%,

25%, 5%,1%).

Las muestras preparadas con concentraciones al 50%, 25% y 5% fallaron
durante el corte a las 24 horas (ver tablas 3, 4 y 5), por lo que estas

concentraciones fueron excluidas del estudio.
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Resultados

La soluciéon de acido anacardico al 1% se determind como solucién adecuada

para continuar con los experimentos porque se tuvo un pre-fallo en todas las

muestras y los grupos con concentracion superior al 1%.

A continuacion se exponen las tablas con los resultados obtenidos con pre-

tratamiento de acido ancardico a distintas concentraciones (50%, 25%, 5% )

Anacardico 50%

Con Nanogeles

Sin Nanogeles

5 dientes 24h 24h 5 dientes 24h 24h
Autoacond Nano no Nano Grabar y lavar Nano no Nano
Mpa 0 0 Mpa 0 0
Fallo Fallo

A/M/C 100/0/0 100/0/0 A/M/C 100/0/0 100/0/0

Tabla 4 - Resultado de los grupos creados mediante aplicacion de los sistemas adhesivos
experimentales, con técnica autoacondicionante o técnica de grabar y lavar, en dentina pre-

tratada con solucion de acido anacardico al 50%.

Anacardico 25%

Con Nanogeles

Sin Nanogeles

5 dientes 24h 24h 5 dientes 24h 24h
Autoacond Nano no Nano Grabar y lavar Nano no Nano
Mpa 0 0 Mpa 0 0
Fallo Fallo

A/M/C 100/0/0 100/0/0 A/M/C 100/0/0 100/0/0

Tabla 5 - Resultado de los grupos creados mediante aplicacion de los sistemas adhesivos
experimentales, con técnica autoacondicionante o técnica de grabar y lavar, en dentina pre-

tratada con soluciéon de acido anacardico al 25%.
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Anacardico 5%

Resultados

Con Nanogeles Sin Nanogeles
5 dientes 24h 24h 5 dientes 24h 24h
Autoacond Nano no Nano Grabar y lavar Nano no Nano
Mpa 0 0 Mpa 0 0
Fallo Fallo
A/M/C 100/0/0 100/0/0 A/M/C 100/0/0 100/0/0

Tabla 6 - Resultado de los grupos creados mediante aplicacion de los sistemas adhesivos
experimentales, con técnica autoacondicionante o técnica de grabar y lavar, en dentina pre-
tratada con solucion de acido anacardico al 5%.

En los grupos tratados con solucién de acido anacardico al 1%, como pre-

tratamiento dentinario, se obtuvieron los siguientes resultados:

Cuando se empled la técnica autoacondicionante, el adhesivo sin nanogeles
logré un valor de adhesion de 24,3 MPa tras 24 horas de almacenamiento. A los
6 meses el valor obtenido fue de 15,9 Mpa. La diferencia fue estadisticamente

significativa (p< 0.05).

El adhesivo con nanogeles en su composicion obtuvo un valor de adhesion de
19,8 MPa tras 24 horas y de 15,2 MPa a los 6 meses de almacenamiento en

agua. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (p> 0.05).

En ambos grupos, (con y sin nanogeles), cuando se pre-trataba la dentina con

acido anacardico al 1%, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas tras 24 horas y 6 meses de almacenamiento en agua (p> 0.05).
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Cuando se empled la técnica de grabar y lavar, el adhesivo sin nanogeles
consiguio un valor de adhesion de 26,6 MPa a las 24 horas. El valor obtenido

tras 6 meses 14,5 MPa fue estadisticamente significativo (p< 0.05).

El adhesivo con nanogeles y técnica de grabar y lavar consigui6 un valor a las
pruebas de microtension de 27,1 Mpa alas 24 horas y de 25,5 MPa a los 6 meses
de almacenamiento en agua. No se encontraron diferencias estadisticamente

significativas (p> 0.05).

Con pre-tratamiento con solucién de acido acido anacardico al 1% y empleando
técnica de grabar y lavar, en ambos grupos, adhesivos con y sin nanogeles, no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas tras 24 horas de
almacenamiento (p> 0.05). Mientras si que se encontraron diferencias
estadisticamente significativas tras 6 meses de almacenamiento en agua

destilada (p< 0.05).

No se encontro ninguna diferencia estadistica cuando se evaluo si el tratamiento
con anacardico podria interferir con la adhesion de los grupos adhesivos
utilizados, (con o sin nanogeles), a las 24 horas o a los 6 meses. Las

interacciones entre factores se pueden encontrar en los anexos Il y IV.

5.2 Cuantificaciéon del modo de fallo mediante estereomicroscopia y

analisis de fractografia al MEB

Los valores porcentuales del modo de fallo obtenido mediante

estereomicroscopia se pueden encontrar en las tablas 4 (anacardico 50%), tabla
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5 (anacardico 25%) y tabla 6 (anacardico 5%); todos fracasaron en modo

adhesivo.

Cuando estas muestras se analizaron al MEB se pudo observar una
ultramorfologia parecida en todos los grupos. La sensacién fue que la aplicacion
de acido anacardico en dentina no grabada interferia con la accion acida de los
adhesivos de grabado total, causaba porosidad en la interfase y separacion de
fases entre adhesivo y anacardico residual pegado a la dentina (Figura 16A).
Cuando se aplicd una concentracion mayor del 1% en dentina grabada con acido
fosforico, causaba interferencia con la penetracién de los “primers” adhesivos en

la red de colageno desmineralizado (Figura 16B).

Figura 16 - Imagen representativa de microscopia MEB a las 24 horas de inmersion en agua.
(A) Se puede observar un tipo de fallo adhesivo en una muestra que se preparé con adhesivo
experimental sin nanogeles, aplicado en dentina autoacondicionada, pre-tratada con solucién de
anacardico (25%). Se puede observar los tubulos obturados con “tags” de resina (flechas) y una
red de fibrillas colagenas no infiltradas en su totalidad con mondémeros adhesivos (Triangulo
vacio). (B) Se puede observar un tipo de fallo adhesivo en una muestra que se prepard con
adhesivo experimental sin nanogeles, aplicado en dentina grabada con acido fosférico, pre-
tratada con solucion de anacardico (5%).
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Los valores porcentuales del modo de fallo obtenido mediante
estereomicroscopia en muestras creadas con los adhesivos, con y sin
nanogeles, aplicados con técnica de grabado total o autoacondicionante, en
dentina pre-tratada con o sin anacardico, se pueden encontrar en las tablas 2 y
3. También se exponen algunas fotos representativas de estos fallos (Figuras 17

y 20).

Los resultados mostraron que todos los grupos de adhesivo, aplicados con
técnica autoacondicionante y con técnica de grabado total con acido fosférico en
dentina, con o sin pre-tratamiento con acido anacardico al 1%,mostraron
principalmente un fallo cohesivo >80% y mixto (15-25%) a las 24 horas (figura

19A-C).

Sdlo los grupos experimentales con acido anacardico al 1% presentaron un fallo
adhesivo <5% cuando se emplearon los adhesivos, con y sin nanogeles, con

técnica autoacondicionante.

Figura 17 - (A) Fractura cohesiva en una muestra representativa creada con adhesivo sin
nanogeles aplicado en dentina sin pre-tratamiento de anacardico a las 24 horas. Se puede
observar resina (R) sobre la dentina del espécimen. (B) Fractura mixta a las 24h en una muestra
creada con adhesivo sin nanogeles aplicado en dentina autograbada pre-tratada con acido
anacardico al 1%. (C) Fractura cohesiva creada con adhesivo, con nanogeles en su composicion,
aplicado en dentina grabada con acido fosférico y pre-tratada con acido anacardico al 1%, donde
se puede observar resina (R) y dentina expuesta (D) en la misma muestra.
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Cuando las muestras se analizaron al MEB se pudo observar la ultramorfologia
de fallo, éstas fallaron en modo adhesivo y mixto. En todos los grupos creados
con adhesivos, con o sin nanogeles, aplicados con técnica de grabado total, en
dentina pre-tratada con o sin acido anacardico al 1%, se observaron muchos
tubulos obturados con “resin tags” y presencia de fibrillas colagenas no infiltradas

perfectamente por la resina (Figuras 18A, 18-A1y 18-A2).

En todos los grupos creados con adhesivo, con o sin nanogeles, aplicados con
técnica autoacondicionante, en dentina pre-tratada con o sin acido anacardico al
1%, se observaron gran cantidad de tubulos obturados con presencia de “resin
tags” y total ausencia de fibrillas colagenas debido a que las muestras aparecian

perfectamente infiltradas por la resina de los adhesivos (Figuras 18B, 18-B1 y

18-B2).

Figura 18 — (A): Imagen representativa de microscopia MEB a las 24 horas de inmersion en
agua. Se puede observar un tipo de fallo mixto en una muestra que se preparé con adhesivo
experimental sin nanogeles, aplicado en dentina grabada con acido fosférico, pre-tratada con
solucién de anacardico (1%). El area marcada con el cuadrado blanco es la parte donde se
obtenia un fallo adhesivo y se analizé6 a mayor aumento (Imagenes A1y A2). En la imagen B1
se pueden observar muchos tubulos obturados con “resin tags” (triangulo blanco) y la presencia
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de fibrillas colagenas (triangulo vacio). En la imagen A2 se observa la presencia de fibrillas
colagenas (triangulo vacio) no infiltradas totalmente por la resina; esa es la zona donde puede
producirse la degradacion de la capa hibrida después de inmersién en agua durante largo
periodo de tiempo. (B) Imagen representativa de microscopia MEB a las 24 horas de inmersion
en agua de una muestra que se prepar6 con adhesivo experimental con nanogeles, aplicando
técnica de autograbado en dentina, sin pre-tratamiento con solucién de anacardico (1%). El area
marcada con el cuadrado blanco indica la zona donde se obtenia un fallo adhesivo y se analiz6
a mayores aumentos (imagenes B1y B2). En laimagen (B1) se pueden observar muchos tubulos
obturados con ‘“resin tags” (triangulo blanco) sin presencia de fibrillas colagenas expuestas
(flechas). En la imagen (B2) se observa la ausencia total de fibrillas colagenas porque estan
totalmente cubiertas e infiltradas por la resina de los adhesivos (flecha).

Durante el analisis de ultra-morfologia con MEB de los fallos, en las muestras
creadas con el adhesivo con nanogeles, se observé frecuentemente una clara
presencia de particulas de nanogeles uniformemente distribuidas en la capa
adhesiva (Figura 19A). También se observaron aglomerados de nanogeles

depositados en la superficie dentinaria (Figuras 19B).

Figura 19 — (A): Imagen de microscopia MEB donde se puede observar la clara presencia de
particulas de nanogeles uniformemente distribuidas en la capa adhesiva del sistema de unién
esmalte-dentinario (flechas) utilizado en este estudio. A mayor magnificacion (B) se pueden
observar un aglomerado de nanogeles donde se identifican las dimensiones de cada particula
(flechas).

Los resultados mostraron que todos los grupos, aplicados con técnica
autoacondicionante o con técnica de grabado total con &acido fosférico, en

dentina con o sin pre-tratamiento con acido anacardico al 1%, tuvieron a los 6
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meses de almacenamiento en agua fallos principalmente cohesivos en un
porcentaje comprendido entre el 40% y 60%; y mixto entre el 25y 40% (Figura

20-Ay 20-C).

Los adhesivos, con o sin nanogeles, aplicados en dentina pre-tratada sin
anacardico (1%) presentaron fallos adhesivos con un porcentaje comprendido
entre el 20-25%, mientras que cuando se aplicaron en dentina pre-tratada con

anacardico (1%) en valor de fallo adhesivo presentaba un rango del 10-15%.

Figura 20 - (A) Fractura cohesiva en una muestra representativa creada con adhesivo sin
nanogeles, aplicado en dentina sin pre-tratamiento de anacardico, a los 6 meses de
almacenamiento en agua. Se puede observar resina (R) sobre la dentina del espécimen. (B)
Fractura adhesiva a los 6 meses de almacenamiento en agua, en una muestra creada con
adhesivo sin nanogeles, aplicado en dentina grabada con fosférico y pre-tratada sin anacardico
al 1%, donde se puede observar dentina expuesta (D) a un lado de la muestra y resina (R) en el
otro lado que corresponde a la parte de composite de la muestra. (C) Fractura mixta en una
muestra creada con adhesivo con nanogeles, aplicado en dentina autograbada, sin pre-
tratamiento de anacardico, a los 6 meses de almacenamiento en agua. Se puede observar resina
(R) y dentina expuesta (D) en la misma muestra.

Cuando las muestras se analizaron al MEB se pudo observar la ultra-morfologia
de fallo de las muestras, que fallaron en modo adhesivo y mixto (Figuras 21A 'y

21B).

Las muestras creadas con adhesivos experimentales, con y sin nanogeles,

aplicados en dentina grabada con acido fosférico y pre-tratada con solucion de
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anacardico (1%), mostraron muchos tubulos obturados con ‘“resin tags” y la
presencia de fibrillas colagenas intactas y preservadas, probablemente por

accion del anacardico (Figuras 21C y 21D).

En las muestras preparadas con adhesivos experimentales, sin o con nanogeles,
aplicados en dentina grabada con acido fosférico y sin pre-tratamiento con
solucion de anacardico, se encontraron fallos debajo de una capa hibrida mas
degradada que el grupo anterior y con presencia de abundantes tubulos
expuestos, asi como, ausencia de fibrillas de colageno desmineralizado (Figuras

21E y 21F).

Cuando las muestras se analizaron al MEB después de 6 meses en agua se
pudo observar la ultra-morfologia de fallo de las muestras, que fallaron en modo

adhesivo y mixto (Figuras 22A y 22B).

En las muestras creadas con adhesivos experimentales, con y sin nanogeles,
aplicados en dentina pre-tratada con solucién de anacardico (1%), con técnica
autoacondicionante, se observaron muchos tubulos obturados por la resina y
fibrillas de colageno intactas y preservadas, probablemente por accion del

anacardico (Figuras 22C y 22D).

En las muestras creadas con adhesivo experimental, con y sin nanogeles,
aplicado en dentina sin pre-tratamiento con solucion de anacardico y con técnica
autograbante, se observa menos fibrillas y residuos de resina porosa
(degradada), causada probablemente por degradacion hidrolitica (Figuras 22E y

22F).
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Figura 21 — (A): Imagen de microscopia MEB después de inmersion en agua durante 6 meses.
Se puede observar un tipo de fallo mixto (el triangulo blanco indica la resina) en una muestra que
se prepard con adhesivo experimental sin nanogeles, aplicado en dentina grabada con acido
fosforico y pre-tratada con solucion de anacardico (1%). El area marcada con el cuadrado blanco
es la parte donde se obtenia un fallo adhesivo y se analiz6 a mayor aumento (figura B). En esta
imagen (B) se observan muchos tibulos obturados con ‘“resin tags” (flechas) y la presencia de
fibrillas colagenas (triangulo vacio). En la figuras (C y D), estas fibrillas colagenas aparecen
intactas y preservadas, probablemente por accion del anacardico. La situacion es completamente
diferente en las muestras preparadas con adhesivo experimental con nanogeles, aplicado en
dentina grabada con acido fosférico, donde se obtuvieron mas fallos adhesivos. En las figuras (E
y F) se aprecia ausencia de colageno desmineralizado y la presencia de dentina mineralizada
(Flechas), porque el fallo ocurrié debajo de una capa hibrida totalmente degradada.
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Figura 22 — (A): Imagen de microscopia MEB después de inmersion en agua durante 6
meses. Se puede observar un tipo de fallo mixto (el triangulo blanco indica la resina), en una
muestra que se prepard con adhesivo experimental con nanogeles, aplicado en dentina
autoacondicionada y pre-tratada con solucidon de anacardico (1%). El area marcada con el
cuadrado blanco es la parte donde se obtenia un fallo adhesivo y se analizé a mayor aumento
(figura B). En esta imagen (B) se observa una parte de dentina con fallo adhesivo y presencia de
muchos tubulos y fibrillas de colageno (triangulo). También se observa una gran parte de dentina
que aun queda protegida por la resina (flechas) y con los tdbulos cerrados. Estas fibrillas se
pueden apreciar mejor a mayor aumento en la figura (C), donde se observa como las fibrillas de
colageno aparecen intactas y preservadas, probablemente por accién del anacardico. En la figura
(D) se representa un fallo en una muestra que se preparé con adhesivo experimental sin
nanogeles, aplicado en dentina autoacondicionada y con pre-tratamiento con soluciéon de
anacardico. En esta imagen se observan menos fibrillas (triangulo) y también residuos de resina
porosa que se crearon, probablemente, por degradacion hidrolitica. En las figuras (E y F) estan
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representadas respectivamente las superficies de fallos de una muestra creada con adhesivo
experimental sin nanogeles, aplicado en dentina autoacondicionada y sin pre-tratamiento con
solucion de anacardico, y una muestra creada con adhesivo experimental con nanogeles,
aplicado en dentina autoacondicionada y sin pre-tratamiento con solucién de anacardico. En
ambos los casos se pueden observar tubulos parcialmente abiertos y muy pocas fibrillas
residuales de colageno.

5.3 Analisis de la interfase resina-dentina con microscopia electronica

de barrido

Todos los adhesivos analizados en este estudio, aplicados con técnica
autoacondicionante o de grabado total, en dentina pre-tratada con acido
anacardico al 50%, 25%y 5% mostraron una alteracién estructural evidente de
la capa hibrida. Las interfases dentina-resina, creadas en dentina grabada con
acido fosforico y posteriormente tratadas con estas soluciones de anacardico,
presentaban una capa hibrida muy irregular asi como ‘“tags” de resina que
muchas veces no aparecian o presentaban una morfologia andémala y de

reducido tamafo (Figura 23A y 23B).

La misma situacion se observo en las interfases dentina-resina creadas con
técnica autoacondicionante. Todos los grupos presentaban ausencia o presencia
irregular de capa hibrida, que aparecia muy porosa y caracterizada por una
separacion de fase que ocurria probablemente entre el adhesivo y la dentina-
anacardico. También se observé la ausencia total de “tags” de resina, o solo en
algunos casos, se apreciaban “tags” de tamafo muy reducido (Figura 23C y

23D).
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Figura 23 - (A-B) Imagenes de microscopia MEB donde se puede observar, a diferentes
magnificaciones, las interfases dentina-resina creadas en dentina grabada con acido fosférico y
sucesivamente tratada con solucién de anacardico (5%). Se observa una capa hibrida muy
alterada (triangulos) asi como como los ‘“tags” de resina (flechas). (C-D) Imagenes de
microscopia MEB donde se puede observar, a diferentes magnificaciones, la interfase dentina-
resina creada con adhesivo autoacondicionante en dentina tratada con solucién de anacardico
(5%). Se observa la ausencia de capa hibrida (tridangulos); esta area aparece muy porosa y
caracterizada por una separacion de fase entre el adhesivo y la dentina-anacardico. También se
puede observar la ausencia practicamente de “tags” de resina (flechas); los que se ven son muy
cortos y con una morfologia alterada.

Los adhesivos aplicados con técnica autoacondicionante o grabado total, en
dentina sin pre-tratamiento con acido anacardico, mostraron una interfase

dentina-resina regular. Los adhesivos aplicados, con y sin nanogeles, en dentina
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con técnica autoacondicionate presentaron una capa hibrida con un tamafo de

1-2 ym y “tags” de resina con tamano de 5-10 um. (Figura 24A).

Los adhesivos aplicados en dentina con técnica de grabado total presentaron
una capa hibrida con un tamafno de 5-7 ym y ‘fags” de resina con longitud

superior a 20-30 uym (Figura 24B).

MAGE 3000 x_HV: 15,0 Ky>-WD- 20.0

Figura 24 - (A) Imagen de microscopia MEB donde se puede observar la capa de composite (c)
y una capa hibrida (triangulos) muy pequefia (>1um), asi como indentaciones de resina “resin
tags” muy cortas (flechas) creadas por el uso de adhesivo experimental autoacondicionante, con
y sin nanogeles, aplicado en dentina en una cavidad de clase 1. (B) Imagen de microscopia MEB
donde se puede observar la capa de composite (c) y una capa hibrida (triangulos) mas larga (>
3 um) asi como “resin tags” mas largos (flechas) creados por el uso de adhesivo experimental
con técnica de grabado total, con y sin nanogeles, aplicado en dentina en una cavidad de clase
1.

Al contrario que en los grupos creados en dentina pre-tratada con anacardico a
concentraciones superiores al 1%, todos los adhesivos, con y sin nanogeles,
aplicados con técnica autoacondicionante o grabado total, en dentina pre-
tratada, con o sin acido anacardico al 1% mostraron interfases dentina-resina
similares a las que se observaron en las muestras creadas sin anacardico
(Figuras 26A-B).
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Los adhesivos aplicados en dentina con técnica de grabado total presentaron
una capa hibrida regular con un tamafo de 5-7 ymy “tags” de resina de longitud

superior a 20-30 ym (Figura 25A).

Los adhesivos aplicados en dentina con técnica autoacondicionante presentaron
una capa hibrida regular con un tamarno de 1-2 ym y “tags” de resina con tamafno

de 5-10 ym (Figura 25B).

Figura 25 - (A) Imagen de microscopia MEB donde se puede observar la interfase dentina-resina
creada en dentina grabada con acido fosférico y sucesivamente tratada con anacardico (1%). Se
observa una capa hibrida y “fags” de resina (flechas) de aspecto regular (triangulos).

(B) Imagen donde se puede observar la interfase dentina-resina creada con adhesivo
autoacondicionante en dentina tratada con solucién de anacardico (1%). Se observa la presencia
de una capa hibrida (triangulos) y de “fags” de resina (flechas) clasica como se observé en el
grupo control cuando no se utilizé acido anacardico.

5.4. Analisis de la interfase resina-dentina con microscopia confocal.

El analisis de la interfase resina-dentina con microscopia confocal mostraron
que las muestras preparadas con los adhesivos, con y sin nanogeles, aplicados

con técnica autoacondicionante o técnica de grabado total, en dentina, sin o con
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pre-tratamiento con acido anacardico (1%) a las 24h, presentaban una interfase

dentina-resina regular.

Como ya se ha observado anteriormente con MEB, también con el confocal, los
adhesivos aplicados en dentina con técnica autograbante presentaron una capa
hibrida regular, con un tamafo de 1-2 ym totalmente infiltrada por la rodamina,
pero sin ningun signo de alteracion morfolégica (como puede ser la presencia de
‘gaps” o fracturas). También se observaron menor numero de tubulos
permeables a la rodamina (Figura 26A) en comparacion con las muestras

creadas con técnica de grabado total (Figura 26B).
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Figura 26 — (A) Imagen de microscopia confocal donde se observa una interfase dentina-resina
integra, sin presencia de “gaps”, después de almacenamiento en agua durante 6 meses. Se
aprecia como la capa hibrida creada por el uso de adhesivo autoacondicionante experimental,
con y sin nanogeles, aplicado en dentina pre-tratada con acido anacardico (1%) resulta porosa
e impregnada con rodamina. (B) Imagen de microscopia confocal donde se observa una interfase
dentina-resina creada mediante la utilizaciéon de adhesivo experimental, con técnica de grabado
total, con y sin nanogeles, aplicado en dentina sin pre-tratamiento con acido anacardico (1%).
Se observa una capa hibrida mas ancha (5-7 um) y totalmente impregnada con rodamina.
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Las muestras obtenidas de los adhesivos aplicados en dentina mediante técnica
de grabado total presentaron una capa hibrida regular, con un tamarno de 8-10
pum totalmente infiltrada por la rodamina, pero también en este caso no se
observaron signos de alteracion morfologica (“gaps” o fracturas). En este caso,

los tubulos presentes en las muestras pre-grabadas con acido fosférico, se

presentaron mas permeables a la rodamina (Figura 28B).

El resultado del analisis a los 6 meses de la interfase resina-dentina creada con
los adhesivos, con y sin nanogeles, aplicados con técnica autograbante, en
dentina, sin o con pre-tratamiento con acido anacardico (1%) esta representada

en la figura 29.

Los resultados de las muestras preparadas con adhesivo sin nanogeles, aplicado
en dentina sin pre-tratamiento con anacardico, mostraron una clara degradacion

de la interfase dentina-resina (Figura 27A).

Esta degradacion evidencié en menor medida cuando se utilizé el adhesivo sin
nanogeles, aplicado en dentina pre-tratada con anacardico (Figura 27B).
También se encontraron signos de degradaciéon de la interfase dentina-resina
cuando se empled el adhesivo con nanogeles que se aplicé en dentina pre-

tratada con anacardico (Figura 27C).

La degradacion menos indiscutible se encontré cuando se utilizé el adhesivo con

nanogeles aplicado en dentina sin pretratamiento con anacardico (Figura 27D).
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Figura 27 - (A) Imagen de microscopia confocal donde se observa una interfase dentina-resina
después de almacenamiento en agua durante un periodo de 6 meses. Se aprecia como la capa
hibrida creada por el uso de adhesivo autoacondicionante experimental, sin nanogeles, aplicado
en dentina sin pre-tratamiento con acido anacardico (1%), resulta degradada con presencia de
“gaps” (dedo) entre dentina (d) y composite (c). (B) Imagen de microscopia confocal donde se
observa una interfase dentina-resina creada por el uso de adhesivo autoacondicionante
experimental, sin nanogeles, aplicado en dentina pre-tratada con acido anacardico (1%). Se
aprecia una degradacion mas suave con presencia de “gap” (dedo) entre dentina (d) y composite
(c). (C) Imagen de microscopia confocal donde se observa una interfase dentina-resina creada
mediante el empleo de adhesivo autoacondicionante experimental, con nanogeles, aplicado en
dentina sin pre-tratamiento con acido anacardico (1%) la interfase aparece degradada con
presencia de “gap” (dedo) entre dentina (d) y composite (c). D) Imagen de microscopia confocal
donde se observa una interfase dentina-resina creada por el uso de adhesivo autoacondicionante
experimental, con nanogeles, aplicado en dentina pre-tratada con acido anacardico (1%). Se
observa una degradacién mas suave y sin una clara presencia de “gap” (dedo) entre dentina (d)
y composite (c).
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El analisis a los 6 meses de la interfase resina-dentina creada con los adhesivos,
con y sin nanogeles, aplicados con técnica de grabado total en dentina, sin o con

pre-tratamiento con acido anacardico (1%) esta representado en la figura 28.

Los resultados de las muestras preparadas con el adhesivo sin nanogeles,
aplicado en dentina sin pretratamiento con anacardico, mostraron una clara

degradacion de la interfase dentina-resina (Figura 28A).

Esta degradacion apareci6 menos evidente cuando se utilizé el adhesivo sin

nanogeles aplicado en dentina pre-tratada con anacardico (Figura 28B).

Cuando se aplico el adhesivo con nanogeles en dentina pre-tratada con
anacardico también se encontraron signos de degradacion de la interfase
dentina-resina (Figura 28C), pero eran menos drasticos comparados con los

observados en la figura 27A.

La interfase con degradacion de la capa hibrida menos evidente se encontro
cuando se utilizd el adhesivo con nanogeles aplicado en dentina sin pre-

tratamiento con anacardico (Figura 28D); pero se observo presencia de “gaps”.
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Figura 28- (A) Imagen de microscopia confocal donde se observa una interfase dentina-resina
después de almacenamiento en agua durante 6 meses. Se aprecia como la capa hibrida, creada
por el uso de adhesivo con técnica de grabado total sin nanogeles, aplicado en dentina sin pre-
tratamiento con acido anacardico (1%) resulta degradada con presencia “gaps” (dedo) entre
dentina (d) y composite (c). (B) Imagen de microscopia confocal donde se observa una interfase
dentina-resina creada por el uso de adhesivo, con técnica de grabado total sin nanogeles,
aplicado en dentina pre-tratada con acido anacardico (1%). Se aprecia una degradaciéon mas
suave de la capa hibrida. (C) Imagen de microscopia confocal donde se observa una interfase
dentina-resina creada mediante el empleo de adhesivo experimental con nanogeles, aplicado en
dentina sin pre-tratamiento con acido anacardico (1%) se observa degradacién con presencia de
“gap” (dedo) entre dentina (d) y composite (c). D) Imagen de microscopia confocal que muestra
una interfase dentina-resina creada por el uso de adhesivo experimental con nanogeles, aplicado
en dentina pre-tratada con acido anacardico (1%). La capa hibrida aparece permeable a la
rodamina pero aun intacta (Dedos blancos). También se pueden observar unos signos de
degradacion como la clara presencia de “gap” (dedo) entre la dentina (d) y el composite (c).
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La longevidad de las restauraciones esta considerablemente relacionada con la
degradacion de la interfase resina-dentina. El rendimiento a lo largo del tiempo
de los sistemas adhesivos se ha visto afectado por la degradacidn, de modo que
con el tiempo, esto deriva en decoloracion, microfiltracion y aparicion de caries
secundarias.*
El objetivo principal de muchos de los estudios experimentales en Odontologia
Adhesiva persigue comprender qué parametros influyen en la formacion de una
unién estable y duradera entre los sistemas adhesivos y el diente. °
Se han identificado dos mecanismos principales que explican la degradacion de
la capa hibrida; i) la degradacion intrinseca o proteolitica de la matriz organica
de la dentina; ii) la degradacion hidrolitica, o extrinseca, de la matriz de resina.
Aunque ambos mecanismos estan relacionados entre si, la accion de estos
procesos individuales deriva en la disminucién de la durabilidad de las uniones
de resina-dentina y reducen el prondstico favorable del diente."*
Las metaloproteinasas, como las catepsinas, se han relacionado con procesos
de degradacion de la matriz extracelular de la dentina, en procesos fisioldgicos
y patologicos.*? Ademas, la degradacién hidrolitica de los polimeros sintéticos
es también un evento previsible.**
Los nuevos sistemas adhesivos y también las técnicas de adhesion tienen que
ser mejoradas considerando estos dos aspectos. Por esta razon, nuestra
investigacion se enfoqud en evaluar la durabilidad de adhesivos experimentales
con particulas de nanogeles en su composicion, aplicados en dentina con técnica

autoacondicionante o técnica de grabado total. Ademas, se evaluo la durabilidad
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de estos adhesivos experimentales aplicados en dentina pre-tratada con
soluciones de acido anacardico a diferentes concentraciones.

Los resultados de esta investigacion ha demostrado que la incorporacion de
nanogeles en la composicion de adhesivos universales experimentales no afecta
la capacidad adhesivas tras 24h de almacenamento en agua, ya sea cuado se
aplican empleando una técnica autoacondicionante o mediante grabado total; no
se encontraron diferencias estadisticamente sinificativa en estos grupos.
Ademas los adhesivos con nanogeles, asi como los adhesivos sin nanogeles,
aplicados con técnica autograbante y con grabado total (acido fosforico 37%),
tuvieron principalmente un fallo cohesivo y mixto. Los adhesivos con y sin
nanogeles, aplicados con técnica autoacondicionante o de grabado total
mostraron en el analisis con micoscopia confocal y al MEB una interfase dentina-
resina regular sin presencia de “gaps”. Los adhesivos aplicados en dentina con
técnica autoacondicionante presentaron una capa hibrida con un tamarno de 1-2
um y “tags” de resina de un tamafno de 5-10 ym (Figura 24A). Los adhesivos
aplicados en dentina mediante técnica de grabado total presentaron una capa
hibrida con un tamafio de 5-7 um y “tags” de resina con una longitud superior a

20-30 ym (Figura 24B).

El resultado mas prometedor fue que los adhesivos con nanogeles no
presentaron una reducion de fuerza de adhesion estadisticamente sinificativa
tras 6 meses de almacenamento en agua, por el contrario, todos los grupos de
adhesivos sin nanogeles mostraron una reducion de la fuerza de adhesion
estadisticamente sinificativa despues 6 meses de almacenamento en agua
(Tablas 5 y 6). Ademas los adhesivos con nanogeles, aplicados con técnica de

grabado total o autoacondicionante, presentron un mayor numero de fallos
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cohesivos comparado con los adhesivos sin hanogeles en su composicion. Los
adhesivos con y sin nanogeles, aplicados con técnica autograbante o de grabado
total, mostraron en el analisis de microscopia confocal una interfase dentina-
resina regular caracterizada por presencia de degradacion y “gaps”. Esta
degradacion aparecio de forma menos evidente cuando se utilizo el adesivo con
nanogeles con técnica autoacondicionante (Figura 27C) y técnica de grabado

total (Figura 27C).

En base a estos resultados obtenidos la hipétesis planteada sobre la capacidad
de los adhesivos con nanogeles para crear una interfase resina-dentina
resistente a la degradacion tras 6 meses de almacenamiento en agua, cuando
se aplican con técnica de grabado total o técnica autoacondicionante, tiene que
ser aceptada. Nuestros resultados avalan los resultados obtenidos por las
recientes investigaciones, realizadas en 2016, por Gotti y cols.,'*® en las que
evaluaron la influencia de la hidrofilicidad de los nanogeles reactivos sobre el
comportamiento mecanico de los adhesivos dentales y la resistencia de la unién
a dentina, mediante estudios de microtensién, tras 24 horas y 3 meses de
almacenamiento en agua. Para ello sintetizaron tres nanogeles: NG1:
IBMA/UDMA (similar a los nanogeles utilizado en nuestro estudio); NG2:
HEMA/BISGMA y NG3: HEMA/ TEGDMA. Este estudio demostrd que tres tipos
de particulas de nanogeles, con un tamafo de aproximadamente 10 nm y una
estructura globular, podian ser dispersados dentro de los tubulos dentinarios y

en los espacios interfibrilares del colageno.'#®147:16°

Los autores también demostraron que al escaner térmico el nanogel NG-1
mostro el valor mas alto de temperatura de transicion vitrea (Tg) de 96°C.

Ademas, la presencia de nanogeles en la estructura polimérica favorecio la
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formacién de redes poliméricas secundarias.'*®1%°1%

Los resultados pueden ser explicados por el nivel de polimerizacion de los
adhesivos que contienen nanogeles porque las particulas retenidas en los
polimeros finales, tanto de forma fisica como covalente, presentan un grado de
conversion muy elevado que no permite absorber agua en exceso comprado con

los polimeros polimerizados mediante luz."®’

Los resultados demuestran que, sin embargo, los adhesivos libres de nanogeles
pueden absorber mas agua en el interior de la red polimérica durante el periodo
de almacenamiento y presentar mayor degradacion hidrolitica. Eso se explica
porque el flujo de agua en el interior de la estructura del polimero puede ser
capaz de debilitar la fuerza de interacciones entre las cadenas. Ademas, los
nanogeles pueden reaccionar e inducir una polimerizacion retardada ya que con

ellos persisten radicales libres residuales que pueden inducirla. "%’

En la segunda parte experimental de este trabajo se emplearon soluciones
alcohodlicas de acido anacardico a diferentes concentraciones (50%, 25%,
5%,1%). Los resultados mostraron que las muestras preparadas con
concentraciones al 50%, 25% y 5% fallaron todas durante el corte a las 24 horas
(Tablas 2, 3y 4), por lo que estas concentraciones fueron excluidas del estudio.
La principal razén de este resultado fue probablemente el exceso de acido
anacardico que se pegaba en la superficie dentinaria y que interferia con la
accion autograbante (Figura 16A), y con la diffusién de los adhesivos en dentina
grabada con acido fosforico (Figura 16B). Esto producia la formacion de una
capa hibrida totalmente alterada, como pudimos observar en todas las muestras
pre-tratadas con concentraciones de solucidon de anacardico superiores al 1%

(Figures 23A a 23D).
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Por el contrario, la solucion de acido anacardico al 1% se determiné como
solucion adecuada para continuar con la fase de experimentacion, ya que su
empleo no afecta la capacidad adhesiva tras 24 horas de almacenamento en
agua; no encontrando diferencias estadisticamente sinificativas en estos grupos,
empleando la técnica autoacondicionante o mediante grabado total. Los
adhesivos con nanogeles, asi como los adhesivos sin nanogeles en su
composicion, aplicados con técnica autoacondicionante y técnica de grabado
total, mostraron principalmente un fallo cohesivo y mixto a las 24 horas. También
en este caso, el analisis con micoscopia confocal y al MEB mostré una interfase
dentina-resina regular, sin presencia de “gaps”. Los adhesivos aplicados en
dentina, con técnica autoacondicionante y grabado total, presentaron una capa
hibrida con un tamafio regular (Figura 25A y 25B) y sin presencia de gaps (Figura

26A y 26B).

A los 6 meses de almacenamento en agua, los resultados mostraron que
cuando se empled la técnica autoacondicionante o de grabado total, los
adhesivos sin nanogeles obtuvieron una reduccion estadisticamente significativa
de la fuerza de adhesion. Sin embargo, cuando se empled la técnica
autoacondicionante o de grabado total, en los sistemas adhesivos con
nanogeles, éstos mostraron una reduccion que no fue estadisticamente
significativa tras 6 meses de almacenamiento en agua. Los adhesivos con
nanogeles, aplicados con técnica de grabado total o autoacondicionante, en
dentina pre-tratada con la solucion de anacardico al 1%, presentron un mayor
numero de fallos cohesivos comparado con los adhesivos sin nanogeles en su
composicién. Aunque el analisis al microscopio confocal evidencidé menor

degradacion en la interfase dentina-adhesivo de todos los grupos obtenidos de
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la dentina pre-tratada con anacardico, es necesario afirmar que que el uso de
acido anacardico como pre-tratamiento dentinario previamente a la aplicaciéon de
adhesivos autoacondicionantes o de grabado total no ofrece ningun beneficio
estadisticamente significativo en el mantenimento de la fuerza de adhesion tras
un almacenamento prolongado de 6 meses. Por lo que la segunda hipotesis
planteada de este estudio tiene que ser rechazada en vista a los resultados
obtenidos. El empleo de solucion de acido anacardico, al 1%, no favorece la
formacion de una interfase resina-dentina resistente a la degradacion tras 6
meses de immersidn en agua, cuando los adhesivos experimentales, con y sin

nanogeles, se aplican en dentina mediante técnica de grabado total o

autoacondicionante.

No obstante, han de desarrollarse nuevos estudios en el futuro para valorar el
efecto del anacardico en las interfases creadas con diferentes tipos de adhesivos
commerciales. La razdn para continuar con el estudio del anacardico radica en
que estudios realizados por Kim y cols.,'®® demuestran que el acido anacardico
puede inhibir la expresion de la MMP-1 y puede reducir, segun estudios
realizados por Sung y cols.,'®” la expresion de MMP-9 aunque estas son
acciones de interacciones a nivel celular y no estan directamente

correlacionadas con la inhibicion directa de las MMPs.

Omanakuttan y cols.,® en 2012, analizaron si el acido anacardico podria tener
efectos directos sobre dos gelatinasas secretadas, MMP-2 y MMP-9, que se
sabe juegan un papel clave en varias condiciones patologicas. De hecho, quedd
comprobado en este estudio que el acido anacardico inhibe la actividad de la
gelatinasa de las células 3T3-L1. La regulacién de la actividad MMP puede

ocurrir a diferentes niveles, incluyendo control de la transcripcion, el
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procesamiento alterado de la forma zimoégeno inactivo o inhibicién catalitica por
un grupo de inhibidores tisulares de las metaloproteinasas de la matriz (TIMP),
que interactuan con el sitio activo de las MMP. Los resultados del analisis de
acoplamiento computacional realizado por Omanakuttan y cols.,’° sugirieron
que la inhibicion de MMP-2 se produce mediante unién directa del acido
anacardico al sitio activo MMP-2, que implica interacciones similares a las
observadas durante los estudios de disefio de inhibidores basados en la
estructura de las MMPs. En la actualidad , los grupos carboxilato son el segundo
sitio de union al zinc mas comun en los inhibidores de MMP desarrollados hasta

el momento.'®®

Es de destacar que la interaccién del acido anacardico con MMP-2 también
implica su grupo carboxilato restante de union al zinc; donde el cardanol, que
carece de grupo carboxilato produce una inhibicién minima si se compara con el
acido anacardico. Los diferentes miembros de la familia de las MMP contienen
un dominio enzimatico de plegado similar al que emplea el zinc para la catalisis.
Por lo tanto, en el caso de ambos sustratos naturales y los inhibidores de MMP
de nuevo desarrollo, son los sitios cercanos, y en particular el bolsillo S1, que se

observa responsable de formar su base para la selectividad de sustrato.'®®

Ademas, los estudios de acoplamiento realizados por Omanakuttan y cols., "
sugieren que la gran cadena alifatica C 15 del acido anacardico se une facilmente
en el bolsilo de MMP-2 y MMP-9, que presentan un bolsillo profundo, en
comparacion con las MMP con bolsillo poco profundo. Por lo tanto, el uso
potencial del acido anacardico como un “bio-farmaco” natural, puede ser
considerado y unirse ahora a una pequefa lista de precedentes y definidos

compuestos naturales con capacidad para inhibir las MMP. 6817
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Varios estudios se han centrado en analogos del acido anacardico empleados
como agentes antibacterianos contra MRSA,"" contra “Mycobacterium

172y Micobacterium tuberculosis”y “Streptococcus mutans”.'”® Estos

smegmatis
estudios proporcionan la base molecular para la exploracion de nuevas

aplicaciones terapéuticas para el acido anacardico.

La degradacion de la capa hibrida de resina-dentina es un problema clinico
frecuente que disminuye la durabilidad de las restauraciones dentales a base de
resina. Las enzimas colagenoliticas enddgenas conducen a la degradacion
proteolitica y la hidrofilicidad de los adhesivos dentales causa la degradacion
hidrolitica. Actualmente se acepta ampliamente que las metaloproteinasas de la
matriz (MMPs) unidas a la dentina contribuyen a la degradacién progresiva de
las fibrillas de colageno en las capas hibridas formadas durante la union
dentinaria.””* Durante la fase de ataque quimico de la unién, las MMp que estan
normalmente unidas a fibrillas de colageno mineralizadas se exponen y se
activan.'”>'"® La inhibicion de las MMP derivadas del huésped podria retardar la
degradacién de los enlaces resina- dentina a lo largo del tiempo."™""” Como ya
se ha expuesto con anterioridad, se han identificado dos mecanismos principales
que explican la degradacion de la capa hibrida: la degradacién intrinseca o
proteolitica de la matriz organica y extrinseca o la degradacion hidrolitica de la
matriz de resina. Aunque ambos mecanismos estan relacionados entre si la
accion de estos procesos individuales deriva en la disminucién de la durabilidad

de las uniones de resina-dentina y reducen el prondstico del diente.

Ultimamente, las enzimas dentinarias enddgenas, especialmente
metaloproteinasas (MMP) y catepsinas cisteina, han recibido una gran atencion

por su potencial papel en la degradacion de la capa hibrida. Parecen estar
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implicadas en la degradacion proteolitica patolégica del colageno, asi como, en
la enfermedad periodontal, caries de la dentina y la degradacion de la capa

hibrida. Mazzoni y cols.,'®

realizaron el analisis inmunohistoquimico vy
confirmaron que las metaloproteinasas (MMP-2) y (MMP-9) son residentes
intrinsecas de la red de colageno organico en la dentina y, por lo tanto,

potencialmente pueden desempenar un papel en la destrucciéon de la materia

organica dentinaria.

En vista de nuestros resultados y comparando con otros estudios sobre la
potente accion anti-MMP, pensamos que el acido anacardico, utilizado en
nuestro estudio, puede haber interferido con la polimerizacién de los adhesivos
sin nanogeles y con su degradacion polimérica, aunque manteniendo un buen

potencial antibacteriano y anti-MMP.

Por el contrario, en los adhesivos con nanogeles que presentan una cantidad de
particulas pre-polimerizadas depositadas en la interfase dentina-resina, no se
afectan por la presencia de anacardico. Esto puede determinar que se
encuentren menos fenomenos de degradacion polimérica en las interfases de
estos grupos ya que como se ha mencionado con anterioridad, la hidrélisis de la
matriz de resina, contrariamente a la degradacion proteolitica de la capa hibrida,
se produce de manera similar con el uso de ambos adhesivos, grabado total o
autoacondicionantes y esta degradacién se relaciona con la absorcion de agua

dentro de la capa hibrida.??

Por su estructura molecular, en estudios futuros también se deberia evaluar el
potencial del acido anacardico como posible agente de reticulacion de colageno.

En busca de estrategias a largo plazo para proteger la capa hibrida, los agentes
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de reticulacion de colageno se han defendido como una alternativa muy
valorada. Muchos agentes de reticulacion de colageno requieren mas de 1 hora
para surtir efecto, por lo que muchos estudios se estan centrando en los tiempos
de aplicacion clinicos aceptables combinados con una mejora en la resistencia

de la unién y estabilidad.'?®

La utilizacion de estos agentes pretende mejorar la inter e intra-reticulacion
molecular. Con ello se mejorarian las propiedades mecanicas y la estabilidad
estructural del colageno con la esperanza de crear una capa hibrida estable y
resistente a la degradacion con el tiempo. Esta estabilidad se conseguiria
inactivando potencialmente y permanentemente las metaloproteinasas MMPs
que estan enlazadas a la matriz de colageno y aumentaria la resistencia contra
la degradacion proteolitica producida por las enzimas enddgenas dentinarias. La
aplicacién de glutaraldehido sobre la dentina desmineralizada para fomentar la
reticulacion de colageno tuvo éxito en un estudio “in vitro”. Sin embargo, esta

sustancia tiene poder citotoxico y, por lo tanto, ha sido descartada.®

También han sido probados agentes de reticulacién naturales, como el extracto
de semilla de uva, principalmente proantocianidina, que se ha demostrado que
aumenta el modulo de elasticidad de la dentina, mediante la induccion de
colageno de reticulacidon. Los resultados de este estudio también demostraron
que el extracto de semilla de uva fortaleci6 la dentina mucho mas que el

glutaraldehido. De Fang y cols.,'"

usando un pre acondicionador a base de
proantocianidina encontraron un aumento en la resistencia de la union inmediata
en comparacion con los grupos controles. Ademas la microscopia electronica de

barrido de este estudio ilustr6 una red de colageno homogénea y regular en la

dentina desmineralizada después de la aplicaciéon de proantocianidina durante
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120 segundos. Estos agentes de reticulacion naturales han mostrado resultados
iniciales prometedores y son econdmicos y facilmente disponibles. Sin embargo

el extracto de semilla de uva tifie la dentina de color marron y el comportamiento

a largo plazo y la estabilidad de este producto deben ser estudiados.'®?

La riboflavina combinada con irradiacion ultravioleta-A (UVA) también ha sido
probada para mejorar entrecruzamiento del colageno, la teoria detras de esto es
que la radiaciéon ultravioleta estimularia la formacién de enlaces estables entre
colageno y riboflavina.'® Los resultados mostraron un aumento en la resistencia
de la union después de la aplicacién de 0,1% de riboflavina con 2 minutos de
radiacion ultravioleta-A40. El uso de radiacion ultravioleta en la clinica es una
preocupacion ya que su seguridad es cuestionable y también el uso de una luz
adicional no es ideal en la practica clinica. También se ha evaluado el uso de
una luz de tungsteno-halégeno dental para activar riboflavina y aunque el uso de
los rayos UVA produce mejores resultados, la luz azul todavia lograba mejor

fuerza de adhesion en comparacion con los grupos control.'®
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo con la metodologia utilizada y los resultados obtenidos en este

trabajo se ha llegado a las siguientes conclusiones:

1.

Los adhesivos con particulas de nanogel en su composiciéon pudieron
aumentar la durabilidad adhesiva tras 6 meses de almacenamiento en
agua comparado con los adhesivos sin particulas de nanogel.

La formulacion de nuevos sistemas adhesivos con nanogeles puede
ofrecer un beneficio clinico ya que aumenta la durabilidad de las interfases

con el tiempo, segun muestran los resultados obtenidos en este trabajo.

El uso de acido anacardico al 1% como pre-tratamiento dentinario no
ofrece ningun beneficio en el mantenimiento de la adhesion en lo largo del
tiempo. Mientras que el empleo de solucion alcohdlica de acido
anacardico a concentraciones superiores al 1% afecta a la capacidad
adhesiva a las 24 horas y produce fallos de adhesion. El patrén

morfolégico (MEB) de las interfases obtenidas corroboro estos resultados.

El estudio de las interfases con microscopia confocal mostré una
degradacion mas suave cuando se empleo técnica autoacondicionante y
pre-tratamiento con acido anacardico al 1%, pero esto no puede ser
explicado por la utilizacion de esta solucidn, probablemente pueda ser

debido a que la presencia de nanogeles mejora la resistencia a la
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degradacion hidrolitica de los adhesivos, pues no se observé el mismo

patron cuando se utilizaron adhesivos sin nanogeles.

En base a estos resultados queda probada la hipotesis que los adhesivos con
nanogeles son capaces de crear una interfase resina-dentina resistente a la
degradacion tras 6 meses de almacenamiento. Por lo que puede resultar una
herramienta eficaz para la formulacion de nuevos sistemas adhesivos reforzados

con este tipo de particulas.

La segunda hipotesis planteada hemos de rechazarla puesto que las
concentraciones de anacardico por encima del 1% interfieren de forma inmediata
en la adhesion, probablemente por la interferencia con los mismos componentes
quimicos del sistema adhesivo. A concentracion del 1% pudo ser utilizado sin
interferir en la adhesion inmediata, pero no se obtuvo ningun resultado
beneficioso derivado de su utilizacién tras un periodo de 6 meses. Existe
suficiente literatura cientifica y estudios que demuestran su accion molecular
para inhibir las metaloproteinasas MMP-2 y MMP-9, responsables de la
degradacion de la matriz dentinaria. Por lo que seria interesante continuar en
esta linea de investigacion, realizando primero estudios histoquimicos para
verificar si puede ser empleado como potencial agente de reticulacion del
colageno y, posteriormente, encontrar una forma de aplicacion eficiente,
modificando probablemente su forma de aplicacion, para encontrar una via que
le permita interactuar de forma eficaz sin alterar la accion de los sistemas

adhesivos.
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9. ANEXOS.

9.1 ANEXO I- CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EXTRACCION DE

CORDALES.

& cru

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA CIRUGIA DE CORDALES
(EXTRACCION DE MUELAS DEL JUICIO)

Este documento sirve para que usted, o quien lo represente, dé su
consentimiento para esta intervencion. Eso significa que nos autoriza a
realizaria. Puede usted retirar este consentimiento cuando lo desee. Firmario no
le obliga a usted a hacerse la intervencion. De su rechazo no se derivara ninguna
consecuencia adversa respecto a la calidad del resto de la atencion recibida.
Antes de firmar, es importante que lea despacio la informacion siguiente.
Diganos si tiene alguna duda o necesita mas informacién. Le atenderemos
con mucho gusto.

EN QUE CONSISTE. PARA QUE SIRVE:

Consiste en la extraccién de una muela del juicio (cordales). Sirve para eliminar
tanto los problemas que esté ocasionando actualmente como los que pudiera
ocasionar por mantenerias.

COMO SE REALIZA:

Se administra anestesia en la zona por medio de una inyeccién para eliminar o
suprimir la sensacién dolorosa (de forma reversible). A continuacién se procede
a la extraccion de la pieza dental afectada y/o de las afectadas.

QUE EFECTOS LE PRODUCIRA:

Se suele producir una sensacion de acolchamiento del labio y/o de la cara, que

normalmente va a desaparecer en 2 0 3 horas.
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A consecuencia de las maniobras para la extraccion se le producira inflamacién
y dolor que disminuira en unos dias. En algunas ocasiones, puede haber presion
de un nervio que le ocasionara un adormecimiento que durara un tiempo
indeterminado.

También puede producirse una herida o llaga dolorosa en el punto de la
inyeccién que puede limitar el movimiento de la apertura de la boca. Finalmente
pueden producirse complicaciones alérgicas, hemorragicas (sangrado),
vasculares y cardiorrespiratorias, llegando a producir excepcionalmente la
muerte como consecuencia de |la anestesia.

EN QUE LE BENEFICIARA:

Se eliminaran los signos o sintomas relacionados con la muela del juicio que se
extraiga, asi como los problemas orales que podrian derivarse por mantener
dichas piezas dentales; siendo los mas frecuentes la inflamacién del tejido que
rodea el diente (pericoronaritis aguda), asi como la caries del segundo molar por
malposicién e impactacion (diente que no logra salir completamente a través de
la encia) y retencién de alimentos.

OTRAS ALTERNATIVAS DISPONIBLES EN SU CASO:

No extraer la pieza dental implica mantener el riesgo de la persistencia e incluso,
aumentar lossintomas o problemas bucales.

En su caso: riesgos que pueden aparecer en este proceso o intervencion.

QUE RIESGOS TIENE:

Cualquier actuacién médica tiene riesgos. La mayor parte de las veces los
riesgos no se materializan, y la intervencién no produce dafos o efectos
secundarios indeseables. Pero a veces no es asi. Por eso es importante que

usted conozca
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v LOS MAS FRECUENTES:

- Hematomas (morados) e hinchazén de la zona.

- Hemorragias postoperatorias.

- Dafio a los dientes vecinos.

- Infeccion de los tejidos o del hueso.

v LOS MAS GRAVES:

- Luxacioén (desplazamiento y separacién de un hueso de su articulacién) o
alteraciones articulares.

- Heridas en el interior de la mejilla, lengua o paladar.

- Falta de sensibilidad parcial o total, temporal o permanente de los nervios
bucales o faciales.

- Sinusitis.

- Comunicaciones entre la boca y la nariz o los senos maxilares.

- Fracturas éseas.

- Desplazamiento de dientes a estructuras vecinas.

- Tragado o aspiraciéon de dientes o materiales odontolégicos.

- Rotura de instrumentos.

- Apertura o infeccién de los puntos de sutura.

SITUACIONES ESPECIALES QUE DEBEN SER TENIDAS EN CUENTA:

No debe realizarse la cirugia de cordales en los siguientes casos:

- Cuando hay posibilidades de salida correcta del molar con funcionalidad
adecuada.

- Cuando se ha producido una exodoncia de germen dentario (extraccién de un
conjunto de

células que se unen para formar el futuro diente).
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- Cuando por patologia sistémica concomitante, la exodoncia supone un riesgo
inaceptable y

las consecuencias superan los beneficios.

- Cuando no hay historia ni evidencia de enfermedad relacionada con el tercer
molar

- Cuando los riesgos quirlrgicos son elevados, incluso de fractura ésea (de
huesos).

- Pueden existir circunstancias que aumenten la frecuencia y gravedad de
riesgos y complicaciones a causa de enfermedades que usted ya padece. Para
ser valoradas debe informar a su médico de sus posibles alergias
medicamentosas, alteraciones de la coagulacion, enfermedades, medicaciones
actuales o cualquier otra circunstancia.

MINORIA DE EDAD O INCAPACIDAD

En el caso de INCAPACIDAD DEL/DE LA PACIENTE sera necesario el
consentimiento del/de la representante legal. En el caso del MENOR DE EDAD,
cuando se considere que carece de madurez suficiente, el consentimiento lo
daran sus representantes legales, aunque el menor siempre sera informado de
acuerdo a su grado de entendimiento y, si tiene mas de 12 anos, se escuchara
su opinién. Si el paciente esta emancipado o tiene 16 anos cumplidos sera él
quien otorgue el consentimiento. Sin embargo, en caso de actuacion de grave
riesgo, segun el criterio del facultativo, los representantes legales también seran
informados y su opinién sera tenida en cuenta para la decision.) Después d leer
detenidamente el presente documento y aclarar las dudas o cuestiones que

pudiera tener al respecto
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B (0T T

manifiesto que estoy conforme con la intervencién que se me ha propuesto. He
leido y comprendido |a informacién anterior. He podido preguntar y aclarar todas
mis dudas. Por eso he tomado consciente y libremente la decision de autorizaria.

También sé que puedo retirar mi consentimiento cuando lo estime oportuno.

En Alfara del Patriarca,

- T Lo = R Lo [ TR,

Fdo. El paciente Fdo. El odontdlogo/
Estomatélogo

(Su representante legal) NGm. Colegiado
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9.2. ANEXO II. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA CESION DE

MATERIAL BIOLOGICO.

& ceu o

CONSENTIMIENTO INFORMADO/ ESTUDIOS DE INVESTIGACION
BIOMEDICA/ SOLICITUD DE MUESTRAS MATERIAL BIOLOGICO/DIENTES
POST EXTRACCION

DECLARO:
[ LTI LI o SN

Me ha solicitado muestras de material biolégico, (e este caso ellos dientes
extraido/s), para poder utilizarios en estudios de investigacion biomédica.

Me ha informado que las muestras obtenidas serdn usadas Unicamente para
investigaciones que incluyan pruebas fisicas y no biolégicas, detallando
especificamente que no se harian estudios genéticos con ellas. Si en el futuro
son usadas para propodsitos diferentes a los de esta investigacion se me
solicitaria un nuevo consentimiento.

Me ha especificado, ademas, algunas consideraciones de diferentes aspectos
del estudio. Entre ellas las relativas a:

PROCEDIMIENTO DE LA INVESTIGACION. Las muestras serén almacenadas
en botes estériles inmersas en suero fisiolégico, en la propia clinica dental, bajo
responsabilidad de la profesora Dia. Victoria Vivé Agullé.

RIESGOS: Se me ha informado que, dada la naturaleza de la investigacion
médica que se llevara a cabo sobre las muestras, no existe ninglin riesgo para
mi.
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BENEFICIOS: No obtendré beneficios de ningln tipo por participar en esta
investigacion médica, sin embargo la informacién que se obtendra sera de
utilidad para conocer mas acerca del problema en estudio y eventualmente podra
beneficiar a otras personas.

VOLUNTARIEDAD: Mi participacion en esta donacién de muestras biolégicas es
completamente voluntaria. Si no acepto no perderé ningin derecho como
paciente y no se vera afectada la calidad de la atencién médica recibida ni ahora
ni en el futuro.

CONFIDENCIALIDAD: Tanto el procesamiento de las muestras, como en la
publicacién de los resultados se mantendran estrictas medidas para garantizar
la confidencialidad de los datos personales incluyendo el presente documento.

Para la realizaciéon de los estudios los especimenes se agrupan aleatoriamente
siguiendo programas de computadora. Es posible que los resultados obtenidos
sean presentados en revistas y conferencias sin vulnerar el derecho a la
proteccion de los datos personales.

Después d leer detenidamente el presente documento y aclarar las dudas o
cuestiones que pudiera tener al respecto

DOY MI CONSENTIMIENTO, para que elllos DIENTES EXTRAIDOS puedan
utilizarse en los citados estudios de investigacion.

En Alfara del Patriarca,
- RN Lo L OO de..oeiiiiiiieeeeeee s

Fdo. El paciente Fdo. El odontélogo/ Estomatdlogo

(Su representante legal) Nam. Colegiado.
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9.3. ANEXO li: DATOS ESTADISTICOS (ADHESIVOS

AUTOGRABANTES)

Three Way Analysis of Variance domingo, setembro 25, 2016, 22:34:40
Data source: Data 1 in Notebook 1

Balanced Design

Dependent Variable: Col 4

Normality Test: Passed (P =0,242)

Equal Variance Test: Passed (P =0,085)

Source of Variation DF SS MS F P
Col 1 1 9,900 9,900 0,429 0,517
Col 2 1 0,506 0,506 0,0219 0,883
Col 3 1 468,540 468,540 20,315 <0,001
Col 1 x Col 2 1 105,950 105,950 4,594 0,040
Col 1 x Col 3 1 9,120 9,120 0,395 0,534
Col 2 x Col 3 1 109,892 109,892 4,765 0,037
Col 1 x Col 2 x Col 3 1 0,306 0,306 0,0133 0,909
Residual 32 738,052 23,064

Total 39 1442,268 36,981

Col 1 — Control vs. Anacardic
Col 2 — No nanogeles vs Nanogeles
Col 3 — 24h vs. 6mos

The main effects for Col 1 cannot be properly interpreted since the size of the factor's effect depends
upon the level of another factor.

The main effects for Col 2 cannot be properly interpreted since the size of the factor's effect depends
upon the level of another factor.

The main effects for Col 3 cannot be properly interpreted since the size of the factor's effect depends
upon the level of another factor.

The effect of different levels of Col 1 depends on what level of Col 2 is present. There is a
statistically significant interaction between Col 1 and Col 2. (P = 0,040)

The effect of different levels of Col 1 does not depend on what level of Col 3 is present. There is not
a statistically significant interaction between Col 1 and Col 3. (P = 0,534)

The effect of different levels of Col 2 depends on what level of Col 3 is present. There is a
statistically significant interaction between Col 2 and Col 3. (P =0,037)

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor: Col 2 within Control
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
Nanogeles vs. No nanoG 3,480 2 2,291 0,115 No

Comparisons for factor: Col 2 within Anacard
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Comparison Diff of Means p q
No nanoG vs. Nanogeles 3,030 2 1,995

Comparisons for factor: Col 1 within No nanoG
Comparison Diff of Means p q
Anacard vs. Control 2,260 2 1488

Comparisons for factor: Col 1 within Nanogeles
Comparison Diff of Means p q
Control vs. Anacard 4,250 2 2,798

Comparisons for factor: Col 3 within Control
Comparison Diff of Means P q
24h vs. 6mos 7,800 2 5,136

Comparisons for factor: Col 3 within Anacard
Comparison Diff of Means P q
24h vs. 6mos 5,890 2 3,878

Comparisons for factor: Col 1 within 24h
Comparison Diff of Means p q
Control vs. Anacard 1,950 2 1,284

Comparisons for factor: Col 1 within 6mos
Comparison Diff of Means P q
Control vs. Anacard 0,0400 20,0263

Comparisons for factor: Col 3 within No nanoG
Comparison Diff of Means p q
24h vs. 6mos 10,160 2 6,690

Comparisons for factor: Col 3 within Nanogeles
Comparison Diff of Means p q
24h vs. 6mos 3,530 2 2,324

Comparisons for factor: Col 2 within 24h
Comparison Diff of Means p q
No nanoG vs. Nanogeles 3,090 2 2,035

Comparisons for factor: Col 2 within 6mos
Comparison Diff of Means p q
Nanogeles vs. No nanoG 3,540 2 2,331

0,168

0,301

0,057

0,001

0,010

0,371

0,985

<0,001

P

0,110

0,160

P
0,109

Power of performed test with alpha = 0,0500: for Col 1 : 0,0500
Power of performed test with alpha = 0,0500: for Col 2 : 0,0500
Power of performed test with alpha = 0,0500: for Col 3 : 0,995
Power of performed test with alpha = 0,0500: for Col 1 x Col 2 : 0,440
Power of performed test with alpha = 0,0500: for Col 1 x Col 3 : 0,0500
Power of performed test with alpha = 0,0500: for Col 2 x Col 3 : 0,458

P<0,05
No

P<0,05
No

P<0,05

P<0,05
Yes

P<0,05
Yes

P<0,05

P<0,05
No

P<0,05
Yes

P<0,05
No

P<0,05
No

P<0,05
No
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Least square means for Col 1 :
GroupMean

Control20,130

Anacard19,135

Std Err of LS Mean = 1,074

Least square means for Col 2 :
Group Mean

No nanoG19,520

Nanogeles 19,745

Std Err of LS Mean = 1,074

Least square means for Col 3 :
GroupMean

24h 23,055

6mos16,210

Std Err of LS Mean = 1,074

Least square means for Col 1 x Col 2 :
Group Mean

Control x No nanoG18,390

Control x Nanogeles21,870

Anacard x No nanoG20,650

Anacard x Nanogeles17,620

Std Err of LS Mean = 1,519

Least square means for Col 1 x Col 3 :
Group Mean

Control x 24h 24,030

Control x 6mos16,230

Anacard x 24h 22,080

Anacard x 6mos16,190

Std Err of LS Mean = 1,519

Least square means for Col 2 x Col 3 :
Group Mean

No nanoG x 24h24,600

No nanoG x 6mos14,440

Nanogeles x 24h21,510

Nanogeles x 6mos17,980

Std Err of LS Mean = 1,519

Least square means for Col 1 x Col2x Col 3 :
Group Mean
Control x No nanoG x 24h 23,860
Control x No nanoG x 6mos 12,920
Control x Nanogeles x 24h 24,200
Control x Nanogeles x 6mos 19,540
Anacard x No nanoG x 24h 25,340
Anacard x No nanoG x 6mos15,960
Anacard x Nanogeles x 24h 18,820
Anacard x Nanogeles x 6mos16,420
Std Err of LS Mean = 2,148
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9.4. ANEXO IV. DATOS ESTADISTICOS (ADHESIVOS DE GRABADO

TOTAL)

Three Way Analysis of Variance domingo, setembro 25, 2016, 23:31:22
Data source: Data 1 in Notebook 1

Balanced Design

Normality Test: Passed (P =0,287)

Equal Variance Test: Passed (P =0,865)

Source of Variation DF SS MS F P
Col 1 1 0,00353 0,00353 0,246 0,624
Col 2 1 0,0578 0,0578 4,021 0,053
Col 3 1 0,224 0,224 15,616  <0,001
Col 1 x Col 2 1 0,0154 0,0154 1,075 0,308
Col 1 xCol 3 1 0,00524 0,00524 0,365 0,550
Col2x Col 3 1 0,0948 0,0948 6,598 0,015
Col 1 xCol2xCol 3 1 0,00303 0,00303 0,211 0,649
Residual 32 0,460 0,0144

Total 39 0,864 0,0222

Col 1 — Control vs. Anacardic
Col 2 — No nanogeles vs Nanogeles
Col 3 — 24h vs. 6mos

The difference in the mean values among the different levels of Col 1 are not great enough to exclude
the possibility that the difference is just due to random sampling variability after allowing for the effects
of differences in Col 2 and Col 3. There is not a statistically significant difference (P = 0,624).

The main effects for Col 2 cannot be properly interpreted since the size of the factor's effect depends
upon the level of another factor.

The main effects for Col 3 cannot be properly interpreted since the size of the factor's effect depends
upon the level of another factor.

The effect of different levels of Col 1 does not depend on what level of Col 2 is present. There is not
a statistically significant interaction between Col 1 and Col 2. (P = 0,308)

The effect of different levels of Col 1 does not depend on what level of Col 3 is present. There is not
a statistically significant interaction between Col 1 and Col 3. (P = 0,550)

The effect of different levels of Col 2 depends on what level of Col 3 is present. There is a
statistically significant interaction between Col 2 and Col 3. (P =0,015)

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparisons for factor: Col 2 within Control

Comparison Diff of Means p q P P<0,05
Nanogeles vs. No nanoG  0,0367 2 0,968 0,499 No

Comparisons for factor: Col 2 within Anacard
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
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Nanogeles vs. No nanoG 0,115 2 3,042 0,039 Yes

Comparisons for factor: Col 1 within No nanoG
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
Control vs. Anacard 0,0581 2 1,532 0,287 No

Comparisons for factor: Col 1 within Nanogeles
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
Anacard vs. Control 0,0205 2 0,541 0,705 No

Comparisons for factor: Col 3 within Control
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
24h vs. 6mos 0,173 2 4,556 0,003 Yes

Comparisons for factor: Col 3 within Anacard
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
24h vs. 6mos 0,127 2 3,348 0,024 Yes

Comparisons for factor: Col 1 within 24h
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
Control vs. Anacard 0,0417 2 1,099 0,443 No

Comparisons for factor: Col 1 within 6mos
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
Anacard vs. Control 0,00411 2 0,109 0,939 No

Comparisons for factor: Col 3 within No nanoG
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
24h vs. 6mos 0,247 2 6,520 <0,001 Yes

Comparisons for factor: Col 3 within Nanogeles
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
24h vs. 6mos 0,0524 2 1,383 0,336 No

Comparisons for factor: Col 2 within 24h
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
No nanoG vs. Nanogeles 0,0214 2 0,563 0,693 No

Comparisons for factor: Col 2 within 6mos
Comparison Diff of Means p q P P<0,05
Nanogeles vs. No nanoG 0,173 2 4,574 0,003 Yes

Power of performed test with alpha = 0,0500: for Col 1 : 0,0500

Power of performed test with alpha = 0,0500: for Col 2 : 0,378

Power of performed test with alpha = 0,0500: for Col 3 : 0,972

Power of performed test with alpha = 0,0500: for Col 1 x Col 2 : 0,0553
Power of performed test with alpha = 0,0500: for Col 1 x Col 3 : 0,0500
Power of performed test with alpha = 0,0500: for Col 2 x Col 3 : 0,631
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Least square means for Col 1 :
GroupMean

Control1,361

Anacard 1,342

Std Err of LS Mean = 0,0268

Least square means for Col 2 :
Group Mean

No nanoG 1,314

Nanogeles 1,390

Std Err of LS Mean = 0,0268

Least square means for Col 3 :
GroupMean

24h 1,426

6mos1,277

Std Err of LS Mean = 0,0268

Least square means for Col 1 x Col 2 :
Group Mean

Control x No nanoG1,343

Control x Nanogeles1,379

Anacard x No nanoG1,285

Anacard x Nanogeles1,400

Std Err of LS Mean = 0,0379

Least square means for Col 1 x Col 3 :
Group Mean

Control x 24h 1,447

Control x 6mos1,275

Anacard x 24h 1,406

Anacard x 6mos1,279

Std Err of LS Mean = 0,0379

Least square means for Col 2 x Col 3 :
Group Mean

No nanoG x 24h1,437

No nanoG x 6mos 1,190
Nanogeles x 24h1,416

Nanogeles x 6mos 1,363

Std Err of LS Mean = 0,0379

Least square means for Col 1 x Col2x Col 3 :
Group Mean
Control x No nanoG x 24h 1,469
Control x No nanoG x 6mos 1,216
Control x Nanogeles x 24h 1,426
Control x Nanogeles x 6mos 1,333
Anacard x No nanoG x 24h 1,405
Anacard x No nanoG x 6mos1,164
Anacard x Nanogeles x 24h 1,406
Anacard x Nanogeles x 6mos1,394
Std Err of LS Mean = 0,0536
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9.5. ANEXO VI: DOCUMENTO DE COMISION DE INVESTIGACION Y ETICA

+ CI :l | Vicerrectorado de Investigacion

Universidad
Cardenal Herrera

La COMISION DE INVESTIGACION Y ETICA de la Universidad CEU Cardenal
Herrera, con domicilio en el Edificio Seminario, s/n, 46113 — Moncada (Valencia)

INFORMA

La viabilidad del Proyecto de Investigacion cuyo titulo es “Estudio "in vitro" de
la degradacion de la interfase adhesiva resina-dentina mediante adhesivos con
nanogel aplicados en dentina pre-tratada con acido anacardico”, (Autorizacién n°
CEI16/020) siendo el Investigador Principal el Dr. D. Salvatore Sauro, del

Departamento de Odontologia.

Y para que conste donde convenga y proceda, y a peticion del interesado,

expido la presente, en Moncada a 14 de diciembre de dos mil dieciséis.

Fdo.: Ignacio Pérez Roger
Presidente de la Comision de Investigacién y Etica CEU-UCH.

Av. Seminario, s/n. 46113 Moncada - Valencia

Teléfono: 96 136 90 00, Fax: 96 139 52 72
www.uchceu.es
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