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Resumen

Resumen

El primer paso para llevar a cabo las investigaciones sobre nuevas estrategias
preventivas y terapéuticas dentales es conseguir simular las lesiones cariosas en
laboratorio. Aunque los métodos in vitro tienen limitaciones, el modelo de ciclaje de pH
es capaz de replicar la dindmica de pérdida y ganancia de los minerales de manera similar
a la dentina afectada por caries. Por otro lado, con el progreso de los métodos de
odontologia conservadora, hoy en dia, supone un gran desafio obtener una cantidad
adecuada de dientes humanos en buen estado para el uso en investigaciones in vitro.
Una alternativa utilizada en las investigaciones es el uso del diente bovino como sustituto
del diente humano. No obstante, aun no existen estudios que analicen el
comportamiento de la dentina bovina mediante el método de produccidn artificial de
caries ni se han examinado las posibles diferencias en comparacién con la dentina
humana. Por lo tanto, es importante investigar las propiedades quimicas, estructurales
y la respuesta mecanica de la dentina bovina para evaluar su idoneidad como alternativa

a los dientes humanos en las investigaciones en laboratorio.

Ademas de la importancia de encontrar un sustrato ideal para las investigaciones
odontolégicas in vitro, los estudios actuales siguen buscando un tratamiento que
asegure la longevidad de las restauraciones dentales y el fortalecimiento de la dentina
afectada por caries. Dada la creciente atencidn hacia enfoques mas sostenibles, el uso
de nanohidroxiapatita funcionalizada con proantocianidina se presenta como una
alternativa prometedora para el tratamiento de la dentina, puesto que podria actuar
tanto en la parte orgdnica como inorganica de la dentina debido a su mecanismo de
accion dual como agente remineralizante y como agente reticulante del colageno.
Aunque ya se habia confirmado la estabilidad de este nanomaterial, no se habia

evaluado aun su eficacia especificamente como un tratamiento en la dentina.

Teniendo en cuenta las consideraciones mencionadas anteriormente, la presente

tesis doctoral estd dividida en tres capitulos. En el primer capitulo se compard la
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composicion quimica, microestructural y las propiedades mecanicas de la dentina
humana y bovina sometidas a un proceso de desmineralizaciéon/remineralizacion por el
método de ciclaje de pH. Como los resultados de esta primera parte mostraron que la
dentina humana y bovina son diferentes en términos de microestructura, composicién
quimica, resistencia mecdnica y en su respuesta al proceso de
desmineralizacién/remineralizacion, decidimos utilizar el diente humano como sustrato

para las siguientes fases del trabajo.

En el segundo capitulo de esta tesis doctoral, se sintetizaron y caracterizaron
nanoparticulas de hidroxiapatita (funcionalizadas o no) con proantocianidina y se
evaluaron sus posibles efectos sobre la dentina humana desmineralizada por el método
de ciclaje de pH. Dado que los resultados obtenidos mostraron que la nanohidroxiapatita
funcionalizada con proantocianidina puede promover la remineralizacién al mismo
tiempo que mejora la estabilidad del coldgeno en dentina desmineralizada, decidimos

utilizar esas nanoparticulas en la tercera fase del trabajo.

En el tercer capitulo de esta tesis doctoral, se evalué el efecto de la
nanohidroxiapatita funcionalizada con proantocianidina utilizada como un primer en
diferentes concentraciones sobre la resistencia a la microtensién y la actividad
enzimatica enddgena en dentina humana sometidas a ciclaje de pH tras 24 h y 6 meses
de envejecimiento en laboratorio. Para ello, se utilizd un sistema adhesivo de
autograbado de dos pasos. Los resultados mostraron que el pretratamiento de la dentina
con nanohidroxiapatita funcionalizada con proantocianidina aumenté la fuerza de

adhesién y redujo las actividades de MMP-2 y MMP-9 después de 6 meses.

La presente tesis doctoral finaliza con un apartado de conclusiones donde se

responden los objetivos planteados.
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Abstract

The first step in the development of research for novel preventive and
therapeutic dental strategies is to simulate carious lesions in laboratory. Although in vitro
methods have limitations, the pH-cycling model can mimic the dynamics of mineral loss
and gain similar to caries-affected dentin. On the other hand, with the progress of
conservative dentistry methods, it is a great challenge to obtain an adequate amount of
sound human teeth for use in in vitro research. An alternative is the use of the bovine
tooth as a substitute for the human one. However, the behavior of bovine dentin by the
artificial caries production method has not yet been analyzed, nor have the possible
differences compared to human dentin been examined. Therefore, it is important to
investigate the chemical and structural properties and mechanical response of bovine
dentin to evaluate its suitability as an alternative to human teeth in in vitro

investigations.

In addition to the importance of finding an ideal substrate for in vitro dental
research, current studies are still looking for a treatment that ensures the longevity of
dental restorations and the strengthening of caries-affected dentin. Given the increasing
attention towards more sustainable approaches, the use of proanthocyanidin-
functionalized nanohydroxyapatite is presented as a promising alternative for dentin
treatment, as it could act on both organic and inorganic components of dentin due to its
dual mechanism of action as a remineralizing agent and as a collagen cross-linking agent.
Although the stability of this nanomaterial had already been confirmed, its efficacy as a

dentin treatment had not yet been evaluated.

Based on the aforementioned issues, the present doctoral thesis is divided into 3
chapters. In the first chapter, the chemical composition, microstructural and mechanical
properties of human and bovine dentin subjected to a demineralization/remineralization
process by the pH-cycling method were compared. As the results of this first part showed
that human and bovine dentin are different in terms of microstructure, chemical

composition, mechanical strength and in  their response to the
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demineralization/remineralization process, we have decided to use the human tooth as

a substrate for the following phases of the work.

In the second chapter of this doctoral thesis, hydroxyapatite nanoparticles
functionalized or not with proanthocyanidin were synthesized and characterized and
their possible effects on demineralized human dentin were evaluated by the pH-cycling
method. Since the results obtained showed that proanthocyanidin-functionalized
nanohydroxyapatite can promote remineralization while improving collagen stability in
demineralized dentin, we decided to use these nanoparticles in the third phase of the

work.

In the third chapter of this doctoral thesis, the effect of proanthocyanidin-
functionalized nanohydroxyapatite used as a primer in different concentrations on
microtensile strength and endogenous enzyme activity in human dentin subjected to pH-
cycling after 24 h and 6 months of laboratory aging was evaluated. For this purpose, a
two-step self-etch adhesive system was used. The results showed that pretreatment of
dentin with proanthocyanidin-functionalized nanohydroxyapatite increased the bond

strength and reduced MMP-2 and MMP-9 activities after 6 months.

This doctoral thesis ends with a conclusion section where the objectives are

answered.
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1. Introduccién

1.1 Diente bovino como sustituto del diente humano

La odontologia de minima intervencién (OMI) es una filosofia de tratamiento y
control de la caries cuyo objetivo es preservar los tejidos a través de la deteccién precoz
y de tratamientos no quirdrgicos combinados con procedimientos restauradores
minimamente invasivos [1]. Esta filosofia se basa en el concepto biolégico de que la
alteracidén en el entorno de la lesidn de caries, aislandola, puede impedir su progresién
[2]. Ademas, la OMI no solo se aplica a la cariologia, sino también a otras areas de la
odontologia como la endodoncia, periodoncia, cirugia oral e implantologia [3]. Debido a
estos protocolos actuales mas conservadores y a un mayor acceso de la poblacién a
tratamientos odontolégicos, las tasas de pérdida de dientes se han reducido

notablemente pese al envejecimiento de las poblaciones [4].

Con el desarrollo de los enfoques de OMI, es cada vez mas dificil conseguir
muestras de dientes humanos en cantidad suficiente para las investigaciones in vitro. Por
ese motivo, es muy comun el uso de sustitutos del diente humano en los estudios en
laboratorio. Aunque también se utilizan dientes de otros animales como porcinos,
equinos, caprinos, ovinos, tiburones y camellos, los dientes bovinos son los mas
utilizados como alternativa a los humanos debido a sus caracteristicas [5,6]. A pesar de
gue algunos estudios recomiendan el uso del diente bovino como un sustituto adecuado
al diente humano por su similitud [5-8], otras investigaciones describen diferencias

importantes entre los dos tipos de tejido principalmente en dentina [9-13].

Nakamichi et al. [9] estudiaron el uso de dientes bovinos en pruebas de adhesién
y encontraron que, aungque no habia diferencia significativa en la capa superficial de la
dentina, en profundidad, la fuerza de adhesiéon de la dentina bovina disminuyd

considerablemente en comparacién con la humana. A su vez, Dutra-Correa et al. [10] y
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Lopes et al. [11], demostraron que la dentina bovina posee algunos aspectos
estructurales diferentes a los de la dentina humana, principalmente relacionados al
diametro de los tubulos dentinarios y al espesor de la dentina peritubular a diferentes
profundidades. Por otro lado, Tanaka et al. [12] y Fonseca et al. [13], concluyeron que la
radiodensidad de la dentina coronal bovina es significativamente menor que la

radiodensidad de la dentina coronal humana.

Por tanto, dado que los resultados de las comparaciones entre dentina humana
y bovina son inconsistentes, debe considerarse todas las diferencias en la morfologia,
propiedades mecanicas y composicién quimica para una correcta interpretacién de los
datos obtenidos en estudios que utilizan este sustituto al diente humano. Ademas, en la
actualidad, siguen sin encontrarse estudios que comparen el comportamiento de la

dentina humana y bovina en un proceso de desmineralizacién y remineralizacién.

1.2 Modelos de caries in vitro

La caries dental es una de las enfermedades mas prevalentes a nivel mundial.
Segun la Base de datos de la Carga Mundial de Enfermedades, 3090 millones de personas
presentaban caries no tratadas en dientes permanentes en el aio 2019, una prevalencia
de 46,07% de la poblacién mundial [14]. Esta enfermedad es un problema de salud
publica que ademds de tener un gran impacto econdmico, también genera un
importante impacto psicosocial en los pacientes, ya que afecta a la calidad de vida de las
personas. Por este motivo, se siguen buscando alternativas de prevencidn y tratamiento

para la caries dental.

Con el fin de probar nuevos tratamientos y materiales en laboratorio, es
necesario la creacion in vitro un sustrato que se asemeje lo maximo posible a la caries
natural. No obstante, la caries es una enfermedad compleja y dificil de reproducir porque
depende de muchos factores. La definicion actual de la caries dental es: “una
enfermedad mediada por biopeliculas, modulada por la dieta, multifactorial, no

transmisible y dindmica que provoca una pérdida mineral neta de los tejidos dentales
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duros y estd condicionada por factores bioldgicos, de comportamiento, psicosociales y

ambientales” [1].

En la interfase entre la biopelicula y la superficie del diente ocurren procesos de
desmineralizacién cuando el pH de la biopelicula desciende y de remineralizacion con la
reposicién de minerales a través de la saliva cuando el pH aumenta. La caries se
desarrolla cuando existe un desequilibrio fisioldgico entre el contenido mineral dental y
el fluido de la biopelicula, es decir, en el proceso de desmineralizacion/remineralizacién
(des-re), generando una pérdida neta de los minerales [1,15]. Debido a esta complejidad
de la enfermedad, existen diversos modelos de induccién de caries artificial para

investigaciones in vitro.

Los modelos para produccién de caries artificial in vitro pueden ser divididos en
quimicos y bioldgicos. En los modelos bioldgicos se utilizan biopeliculas microbianas que
inducen la desmineralizacién del sustrato dental y el microorganismo mas utilizado es el
Streptococcus mutans [16]. Por otra parte, en los modelos quimicos la desmineralizacién
es inducida por productos quimicos que pueden ser geles acidos, soluciones acidas o
simulaciones de ciclos de desmineralizacién y remineralizacion sin el uso de bacterias

[16,17].

Una revision reciente ha concluido que la gran mayoria de los ensayos in vitro
publicados utilizan modelos quimicos para la induccidon de caries artificial [16]. Este
resultado se debe a que el método bioldgico es mdas complejo y técnico-sensitivo,
ademas de ser un desafio conseguir estandarizar las muestras y controlar ciertas
condiciones como el pH y el contenido mineral [16,17]. Por el contrario, el método
guimico es mas sencillo de ejecutar y facilmente reproducible [17]. Marquezan et al. [18]
y de Carvalho et al. [19] compararon métodos bioldgicos y métodos quimicos vy
concluyeron que el método quimico por ciclos de pH es el método mas indicado para
simular la capa de dentina afectada por caries mientras que el método bioldgico parece
ser mas indicado para simular la capa de dentina infectada por caries. La Figura 1
muestra la morfologia del sustrato dentinario con caries natural y con métodos

artificiales de produccion de caries: gel acido, ciclaje de pH y microbioldgico.

7
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Figura 1. Aspecto morfoldgico del sustrato dentinario sometido a diferentes métodos artificiales de
produccidn de caries. B) Caries natural con extensa desmineralizacion de la dentina intertubular (flecha),
agotamiento de las fibrillas de coldgeno y apertura de los tubulos dentinarios. D) Grupo dcido en gel con

una desmineralizacion modesta de la dentina intertubular y apertura minima de algunos tubulos
dentinarios (flecha). F) Grupo ciclaje de pH con una desmineralizacion moderada de la dentina
intertubular y abertura extensa de los tubulos dentinarios (flecha). H) Grupo microbioldgico con una
desmineralizacion extensa de la dentina intertubular, agotamiento de las fibrillas de coldgeno y apertura
discreta de los tubulos dentinarios (flecha). Figura tomada de: Marquezan, M. et al. Archives of oral
biology. 2009.

La dentina afectada por caries es un tejido que ha estado expuesto a los acidos
pero que no esta infectado por las bacterias cariogénicas [20]. Los protocolos de
odontologia minimamente invasiva recomiendan preservar esta capa de dentina
afectada porque es un sustrato posible de remineralizacién [21]. Debido a la importancia
de la dentina afectada por caries en el proceso de remineralizacién y al no haber un
consenso sobre un protocolo ideal de induccidn de caries artificial, en la presente tesis
optamos por la utilizacion del modelo quimico de ciclaje de pH durante la fase

experimental.
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1.3 Composites dentales y degradacion de la interfase adhesiva

En los ultimos cuarenta afios, debido a su color metdlico antiestético, sus
potenciales efectos téxicos y su baja adhesividad, la amalgama como material
restaurador dental viene siendo sustituida por las resinas compuestas [22]. La resinas
compuestas son materiales mas estéticos, se adhieren al tejido dental por adhesion
micromecanica y pueden ser utilizadas también en los dientes posteriores, puesto que

poseen suficiente resistencia a las cargas oclusales [23].

A pesar de poseer estas ventajas anteriormente mencionadas, una de las
dificultades que los odontdlogos enfrentan en la clinica es el fallo de las restauraciones
a largo plazo. Se estima que el 58% de las restauraciones colocadas en la clinica son
reemplazo de antiguas [24]. El fallo a largo plazo ocurre debido a la dificultad de
conseguir una completa y duradera adhesidon entre diente y restauracion,
principalmente en dentina [25]. Mientras que la unién micromecdnica del esmalte
previamente grabado es bastante estable y adecuada, la unién a la dentina es mucho

mas compleja de conseguir.

Esta dificultad radica en la naturaleza organica y compleja de la dentina, este
tejido es menos mineralizado que el esmalte y estd compuesto por 45% en volumen o
70% en peso de contenido mineral, 33% en volumen o 20% en peso de matriz organica
(de los cuales el 90% es colageno tipo | y 10% son proteinas no colagenas) y la fraccion
restante es de agua [26]. Las proteinas no coldgenas (proteoglicanos, glucoproteinas,
enzimas, proteinas séricas y factores de crecimiento) se distribuyen entre las fibrillas de
coldgeno y se acumulan a lo largo de las paredes de los tubulos dentinarios,
desempeiiando importantes funciones en el proceso de mineralizacién de la dentina
[27]. Es importante sefalar también que la composicidn y la estructura de la dentina
varian segun las distintas partes del diente. Ademas, debido a su estructura tubular, la

dentina es un tejido altamente permeable [26].

Una serie de procesos de degradacién de la matriz extracelular de la dentina se

produce cuando los adhesivos no son capaces de polimerizarse completamente en la
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dentina y debido al pH acido de los productos utilizados durante el protocolo adhesivo
[28]. Una de las etapas principales en la adhesién dentinaria es la infiltracion de los
mondmeros del adhesivo en la matriz de colageno formando una zona de unidn resina-
dentina denominada capa hibrida [29]. Esta infiltracion de los mondmeros en la dentina
se consigue a través de un condicionamiento acido de la superficie que, al eliminar la
parte mineral, ocasiona espacios que son ocupados por agua y posteriormente
reemplazados por los mondmeros polimerizados. La calidad de la capa hibrida es un
factor fundamental para la longevidad de las restauraciones. Sin embargo, la dificultad
de este proceso se debe a que no todo el agua es realmente sustituido por los
mondmeros, lo que genera una capa hibrida con regiones con agua y sin resina [29].
Ademas, enzimas enddgenas como las metaloproteinasas de la matriz extracelular
(MMP), principalmente MMP-2 y MMP-9, activadas durante el condicionamiento acido,
degradan las fibrillas de colageno y las convierten en solubles, provocando la perdida de
retencidn de la restauracién a la dentina [29]. La Figura 2 muestra un esquema de la

interfase adhesivo-dentina y la representacion de una capa hibrida inestable.

Resina compuesta

Capa adhesiva

ST e ¢
o ° G . LN
LA e |
R e |00 0 g Caa hibrice
e o b %4 Resina o STCRS
R, e T SRS L “
Y -
Red de colageno (WA oS
IS Sl o
expuesta 3% 4 N\ \
» - - .

Dentina mineralizada

Figura 2. Disefio esquemdtico de la capa hibrida inestable. La flecha indica espacios interfibrilares
ocupados por agua. Las fechas dobles indican los mondémeros infiltrados de forma no homogénea en la
red de coldgeno. Figura tomada y modificada de: Betancourt, D.E., Baldion, PA., & Castellanos, J.E.
International Journal of Biomaterials. 2019.

Las MMP son una familia de enzimas dependientes de Zn y Ca que participan del
desarrollo dental y se tornan inméviles y no funcionales cuando son cubiertas por los
cristales de apatita durante el proceso de mineralizacidn [30]. Entre los diversos tipos de

MMP que existen, en la dentina se pueden encontrar colagenasa MMP-8, gelatinasas
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MMP-2 y -9, estromelisina MMP-3 y enamelisina MMP- 20 [30]. Las metaloproteinasas
estan compuestas por un propéptido N-terminal, un dominio catalitico con una zona de
union al Zn rica en cisteinas, una regidn bisagra y un dominio hemopexina C-terminal
[31]. Su activacion se produce cuando ocurre una perturbacion de la interaccion cisteina-
zinc, y, posteriormente, la colagenasa escinde las moléculas de colageno, haciendo que
pierdan la conformacién en triple hélice, dando lugar a fragmentos que seran
hidrolizados por las gelatinasas [31]. Las MMP presentes en la dentina son activadas en
un medio acido como el producido por las bacterias o incluso por el protocolo adhesivo
previo a la restauracién con resina [29]. Es importante tener en cuenta que ese proceso
de activacién de las MMP puede ser generado no solo con el uso de adhesivos de

grabado-lavado sino también con los de auto-grabado [32].

La técnica de grabado-lavado (E&R) y la técnica de auto-grabado (SE) son las dos
estrategias utilizadas en los procedimientos de adhesidn a la dentina. La técnica E&R
utiliza una fase de grabado acido separada que puede tener 3 pasos (acido + primer +
adhesivo) o 2 pasos (acido + primer/adhesivo). La técnica SE utiliza mondmeros acidos
que simultdneamente impriman y graban la dentina y pueden ser de 1 paso (todo en
uno) o 2 pasos (primer acido + adhesivo). Los adhesivos SE pueden ser “fuertes” con un

pH bajo (1), “suaves” con un pH alrededor de 2 o “ultrasuaves” con un pH >2.5 [33].

Con la técnica E&R se elimina la capa de barrillo dentinario desmineralizando
completamente 5-8um de la superficie de la matriz de dentina, lo que permite la total
infiltracién de los mondmeros [28,29]. Sin embargo, se ha observado que éstos no llegan
a infiltrarse hasta las capas mas profundas, generando zonas de coldgeno denudado por
falta de penetracién de los adhesivos en dichas zonas [28]. En la técnica SE la capa de
barrillo dentinario se mantiene como sustrato para la adhesidn, ya que con esta
estrategia se desmineraliza alrededor de 1 um con los adhesivos “ultrasuaves”, entre 1-
2 um con los adhesivos “suaves” y varios micrometros de profundidad con los adhesivos
“fuertes” [28,33]. Esta desmineralizacién parcial de la dentina superficial puede ser un
inconveniente al impedir la penetracién de los mondmeros y generar una adhesién débil

[28]. Sin embrago, también puede ser una forma de mantener el coldgeno protegido y
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los cristales remanentes pueden ser una importante fuente de calcio para la unién con

los monémeros [33].

Conseguir una completa infiltracién y polimerizacién de la resina en la matriz de
colageno y formar una capa hibrida de alta calidad es el principal factor que contribuye
a la longevidad de las restauraciones y sigue suponiendo un desafio [34]. Ademas, la
degradacion de la interfase resina-dentina puede causar hipersensibilidad y facilitar la
formacion de caries secundarias [29]. A pesar de los avances en las practicas de
prevencion de caries y los desarrollos tecnoldgicos en biomateriales, todavia se buscan
tratamientos alternativos que sean capaces de reforzar la unién adhesiva entre diente y
restauracion. Una de las estrategias estudiadas actualmente es la biomodificacién de la
superficie dentinaria con la aplicacion de agentes remineralizantes y agentes de

reticulacién previos al protocolo adhesivo.

La biomodificacién de la dentina es una alternativa utilizada para estabilizar el
coldgeno y mejorar la interaccion entre los materiales y el tejido dentinario. Como es
bien sabido, las fibrillas de coldgeno estdn compuestas de tres cadenas de aminodcidos
gue forman la estructura de triple hélice del coldgeno. El entrecruzamiento de las
fibrillas, que resulta en la estabilizacion del colageno, se forman tanto intra como
intermolecularmente y ocurre mediante procesos enzimaticos y no enzimaticos [35].
Asimismo, el grado de entrecruzamiento del colageno esta directamente relacionado
con la resistencia mecdnica, resistencia enzimatica y estabilidad térmica del tejido [36].
Por ende, tanto el grado de enlaces cruzados del coldgeno como los componentes de la
matriz extracelular son relevantes en el proceso de biomodificacién de la dentina [37].
La Figura 3 explica la estructura y algunos componentes de la matriz extracelular

dentinaria relevantes para la biomodificacién de la dentina.
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Figura 3. Componentes de la matriz dentinaria de interés para la biomodificacion de la dentina. A)
Estructura del diente. B) Proteoglicanos y proteasas enddégenas (MMP y cisteina-catepsinas) en dentina
coronal. C) Proteoglicanos concentrados en dentina peritubular, MMP localizadas en la dentina
intertubular. D) interaccion de las fibrillas de coldgeno con proteinas no coldgenas. E) Enlaces cruzados
del coldgeno estabilizando la matriz. Figura tomada y modificada de: Bedran-Russo, A. K., et al. Dental
materials. 2014.

1.4 Agentes remineralizantes

La remineralizaciéon es definida como “la ganancia neta de mineral en un tejido
previamente desmineralizado sin que ese proceso implique que la lesidn recupere su

II'

contenido mineral original” [1]. Los agentes remineralizantes son productos externos al
diente capaces de generar la deposicion de minerales (calcio y fosfato) en la superficie
dental desmineralizada [38]. Existen dos tipos de estrategias para la remineralizacion de
los tejidos dentales: la via cldsica o cristalizacién, basada en iones, y la via no-clasica o
remineralizacién biomimética [39]. La via cldsica se fundamenta en la deposicidn
epitaxial de iones de calcio y fosfato sobre los cristalitos de hidroxiapatita (HAp)
remanentes [39,40]. Por su parte, la via no-clasica esta mediada por moléculas analogas
biomiméticas de proteinas no colagenas de la matriz que inducen la formacién de

fosfatos de calcio amorfo (ACP) precursores de HAp sin la necesidad de que hayan

cristalitos remanentes [39,40].

El agente remineralizante estandar utilizado en odontologia que posee
suficientes evidencias cientificas acerca de su eficacia es el fluoruro [41]. Este es

ampliamente utilizado como tratamiento y como prevencién debido a su capacidad de
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disminuir la tasa de desmineralizacion y promover la remineralizacion [42]. Esto es
posible porque el fluoruro es capaz de reaccionar con los cristales de hidroxiapatita
formando cristales de fluorapatita que son mas resistentes a los ataques acidos
bacterianos [43]. Sin embargo, como el fluoruro solo es capaz de remineralizar la capa
superficial de las lesiones, se siguen investigando productos que sean capaces de

remineralizar y penetrar en las capas mds profundas de las lesiones de caries [38,44].

Entre los agentes remineralizantes mas investigados en odontologia se
encuentram: los fosfopéptidos de caseina-fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP), los vidrios
bioactivos y las nanohidroxiapatitas [38,45]. La nanohidroxiapatita (nHAp) sintética es
guimicay biolégicamente similar a la hidroxiapatita humana y puede ser producida como
un material cerdmico denso, como polvo, como recubrimiento cerdmico o como
cerdmica porosa, segun la afinidad de su aplicacién [46]. Existen varios métodos de
sintesis de nHAp, los mas comunmente utilizados son sol-gel, co-precipitacion,
precipitaciéon quimica humeda, reaccidn en estado sélido y reaccidon hidrotérmica
[47,48]. La Figura 4 muestra imagenes de nanoparticulas de hidroxiapatita sintetizadas a

través de un método de descomposicion térmica.

Wk

Figura 4. Imdgenes de nanoparticulas de hidroxiapatita obtenidas mediante TEM (barra de escala: 200
nm). Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.

Las nHAp son utilizadas en investigaciones de diversas dreas de la medicina y de
la odontologia debido a sus propiedades en ingenieria tisular como regenerador dseo

[47]. En odontologia, las nHAp se aplican en restauraciones de defectos periodontales y
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O0seos, aumento de crestas, recubrimientos en implantes, recubrimiento pulpares,
rellenos para refuerzo de cementos de ionédmeros de vidrio y de resinas compuestas,
como agente desensibilizante y como agente remineralizante [46,47]. La nHAp ha
demostrado tener un gran potencial para actuar en procesos de remineralizacion en
capas profundas de lesiones de caries, estabilizacion de la matriz de colageno, aumento
de la fuerza de adhesion dentina-resina, aumento de la microdureza dentinaria
superficial y profunda, ademas de disminuir la sensibilidad dental por oclusion de los
tubulos dentinarios y ser un material biocompatible [49-54]. El proceso de
remineralizacién con nHAp ocurre mediante la precipitacion de cristales hasta las capas
mas profundas de la lesion y por facilitar los enlaces entre iones P y Ca* presentes en el

fluido oral y la matriz dentinaria desmineralizada [49,55].

1.5 Agentes reticulantes

Una molécula de colageno consta de dos cadenas al y una cadena a2
entrelazadas en una triple hélice. Estas moléculas de colageno se agregan en paralelo,
con un espacio de 67 nm entre ellas, formando las fibrillas de coldgeno [56]. La
formacion natural de los enlaces cruzados de coldgeno se produce mediante procesos
enzimaticos y no enzimaticos para estabilizar las fibrillas de coldgeno [35]. El primer paso
en la formacién de los enlaces cruzados enzimaticos es la hidroxilacion intracelular de la
lisina (Lys) dentro de la triple hélice, que conduce a la formacidn de hidroxilisina (Hyl)
[57]. En el espacio extracelular, la Lys y la Hyl se convierten en aldehidos Lysald e Hylald
gue sufren una serie de reacciones de condensacién para formar enlaces cruzados
bivalentes inmaduros (dihidroxilisina-norleucina - DHLNL - e hidroxilisina-norleucina -
HLNL -) y enlaces cruzados trivalentes maduros (piridinolina - PYD -, deoxipiridinolina -
DPD -, y pirroles - Pyr -) [58]. Esta estructura de las fibrillas de coldgeno forma un patrén

de bandas regulares muy caracteristico que puede verse en la Figura 5.
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Figura 5. Imagen obtenida mediante TEM que muestra el bandeado tipico de las fibrillas de coldgeno
(Barra de escala: 1um). Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.

Los agentes reticulantes aplicados en la dentina son compuestos capaces de
aumentar el grado de enlaces cruzados del coldgeno, estabilizando la matriz dentinaria
y, como consecuencia, mejorando sus propiedades mecdnicas e inhibiendo su
biodegradaciéon [59]. Estos compuestos pueden ser naturales, como los polifenoles, o
sintéticos, como el glutaraldehido. A pesar de que el glutaraldehido presenta capacidad
para reaccionar quimicamente con el coladgeno y mejorar las propiedades de la dentina,
tiene una alta citotoxicidad, lo que limita su uso [31]. De esta manera, los agentes
naturales parecen ser mds idéneos para el uso en tejidos humanos, puesto que
presentan una mejor biocompatibilidad [59]. Entre los agentes naturales, las

proantocianidinas son uno de los compuestos mas estudiados [37].

La Proantocianidina (PA), también conocida como tanino condensado, es un
polifenol que se encuentra en frutas, verduras, nueces, semillas y flores. Sus compuestos
monomeéricos flavan-3-ol mas abundantes son la catequina (C) y la epicatequina (EC),
pero también se pueden encontrar galocatequina (GC), catequina galato (CG),
epigalocatequina (EG), epicatequina galato (ECG), galocatequina galato (GCG) y galato
de epigalocatequina (EGCG) [37]. La Figura 6 ilustra las diferencias entre estas subclases
conforme la estructura especifica del monémero flavan-3-ol. Su mecanismo de accidn se
basa en que el complejo catequina puede interactuar con el coldgeno de la dentina a

través de enlaces covalentes, idnicos, de hidrégeno o interacciones hidrofdbicas [59].
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Estos enlaces se forman debido a que los grupos hidroxilos de la PA interaccionan con
los grupos hidroxilo, carboxilo, amino y amida del coldgeno [60]. Ademds, cuanto mas
grupos hidroxilos tiene la molécula del tanino, mds enlaces se forman con el coldgeno
[60]. Esta formacion adicional de enlaces de cruzados de coldgeno inter e

intramoleculares resultan en un refuerzo de la matriz colagena [59].
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Figura 6. Estructuras moleculares de a) epigalotequina (EGC), b) epicatequina galato (ECG), c) galato de
epigalocatequina (EGCG), d) catequina (C) y e) epicatequina (EC). Figura tomada y modificada de: Song,
J.M., Lee, K.H., Seong, B.L. Antiviral research. 2005.

Diversos estudios han evidenciado mejoras en las propiedades mecanicas de la
dentina, inhibicidn de MMP y cisteinas catepsinas, remineralizacidén de lesiones de caries
artificial y estimulacién de la formaciéon de hueso in vivo, con el uso de PA [61-67]. Los
mecanismos que explican cémo la PA favorece la remineralizacién e impide Ia
desmineralizacién son: su capacidad de estabilizacién de la matriz organica que sirve
como base para la deposicién de minerales y como barrera contra la pérdida de
minerales y su capacidad de formar complejos PA-calcio [37,59,65]. Adicionalmente, la
PA puede estabilizar la matriz dentinaria y enmascarar los sitios de clivaje de las enzimas

enddgenas en el colageno, actuando como inhibidor de MMP [68,69].
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1.6 Nanotecnologia

La nanotecnologia, definida como la manipulacion de la materia a nivel molecular
y atdmico, tiene aplicaciones en diversos campos tales como la medicina (diagnostico,
administracién de farmacos, ingenieria de tejidos, sensores, robots), la quimica y medio
ambiente (catalisis, filtracidn), la energia (reduccion del consumo de energia, aumento
de la eficiencia de la produccidon de energia, reciclaje de pilas), la informacién vy
comunicacion (ordenadores, pantallas,  dispositivos  semiconductores vy
optoelectrénicos) y en la industria pesada (aeroespacial, refinerias, fabricantes de

vehiculos, bienes de consumo, alimentacion) [70].

Segun la definicion de la UE (2011/696/EU), el término nanomaterial designa un
material natural, accidental o fabricado que contiene particulas, en estado no
aglomerado o como agregado o aglomerado y en el que, para el 50% o mas de las
particulas de la distribucién de tamafio numérico, una o mas dimensiones externas se

encuentra en el intervalo de tamafio 1 nm-100 nm.

En los ultimos 20 afios, las investigaciones se han centrado en el desarrollo de
nanoparticulas (NPs), aumentando el interés por la nanotecnologia y por la calidad de
los materiales a estas escalas [71]. La gran ventaja de las NPs es su capacidad de
interaccién a nivel molecular, lo que aumenta la eficacia en comparacidon con los
materiales a mayor escala [72]. Ademas, las NPs pueden disponerse en una serie de
configuraciones debido a su elevada relacién superficie/volumen, lo que facilita su
manipulacién y utilizacién en diversas aplicaciones [72]. No obstante, esta elevada
relacion superficie/volumen puede ser un inconveniente, puesto que puede penetrar
mas facilmente en los tejidos bioldgicos y liberar mas cantidad de sustancias téxicas. En
cualquier caso, los conocimientos sobre las interacciones entre las NPs y los tejidos
bioldgicos siguen siendo en gran medida incompletos, ya que los resultados de los
estudios in vivo e in vitro siguen siendo muy limitados, principalmente en odontologia
[71]. A su vez, los efectos bioldgicos de las NPs dependen de muchos factores como el
tamaiio de la superficie expuesta, la naturaleza y cantidad de sustancias liberadas y las

condiciones fisicas y quimicas tanto de la superficie bioldgica como de las NPs.
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Actualmente, la nanotecnologia forma parte de mdultiples areas de la
odontologia, proporcionando diferentes alternativas a los tratamientos convencionales.
Debido a su pequeifio tamafio y a su elevada relacidon superficie-volumen, las
nanoparticulas presentan propiedades fisico-quimicas y bioldgicas superiores a las de
otros materiales utilizados en las terapias dentales convencionales [73]. En odontologia,
las NPs son utilizadas principalmente como rellenos de composites aunque también son
aplicadas como materiales antimicrobianos, nanoadhesivos, en nanomineralizacion,
nanorecubrimientos, materiales nanotransportadores de farmacos, ceramicas
nanocristalinas, nanomateriales para implantologia, nanomateriales basados en

grafeno, soluciones nanoesterilizantes, etc [70,71].

Existen varias formas de sintetizar NPs: por rayos gamma, irradiacion UV,
calentamiento y por reduccién quimica o electroquimica [74]. Sin embargo, existe una
preocupacion por parte de la comunidad cientifica acerca del uso de estos métodos
porgue se utilizan productos quimicos téxicos en la superficie de las NPs y disolventes
no polares que limitan sus aplicaciones en la clinica [75]. Este problema incentivé el
desarrollo de la nanotecnologia verde, cuyo principal objetivo es la aplicacién de los
principios de la quimica verde en el disefio de productos a nanoescala. De esta manera,
se han desarrollado métodos de produccidon de nanomateriales con menor generacién

de residuos peligrosos y aplicaciones mas seguras [71].

La sintesis verde de NPs implica tres pasos principales basados en las perspectivas
de la quimica verde [75]:
1: la seleccidon de un medio disolvente biocompatible y no téxico,
2: la seleccién de agentes reductores benignos para el medio ambiente,

3: la seleccién de sustancias no téxicas para la estabilizacién de las NPs.

El método biosintético que utiliza extractos vegetales es una alternativa viable
para disminuir los efectos adversos del uso de productos quimicos. La biosintesis vegetal
conlleva un bajo uso de energia, menor impacto ambiental, menor coste y un amplio

margen de seguridad con respecto a los métodos convencionales de sintesis quimica
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[76]. Ademas, la alta especificidad de las biomoléculas vegetales implicadas en el
proceso de biosintesis puede permitir un control eficaz del tamafio y de la forma de las
NPs [77]. Por su parte, las plantas medicinales presentan interesantes caracteristicas
médicas y fisicoquimicas. El uso de plantas y agentes naturales en la producciéon de NPs
mejoran la biocompatibilidad de estos materiales, principalmente de las nanoparticulas

metalicas [78,79].
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2. Hipdtesis

La hipdtesis de la presente tesis doctoral es que existen diferencias entre la
dentina humana y bovina sometidas a un proceso de caries artificial y que el tratamiento
de ese sustrato con nanohidroxiapatita funcionalizada con proantocianidina es capaz de

mejorar las propriedades mecdnicas de la dentina e inhibir la actividad de las MMP.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Comparar la dentina humana y bovina sometidas a un proceso de caries artificial
y evaluar el tratamiento de ese sustrato con nanohidroxiapatita funcionalizada con

proantocianidina.
3.2 Objetivos Especificos

1. Ejecutar un proceso de desmineralizacién/remineralizacion en dentina humana
y bovina utilizando el método de ciclaje de pH con diferentes tiempos de
exposicion y comparar sus propiedades generales mediante diversas pruebas

fisicoquimicas.

2. Evaluar el efecto del tratamiento con nanohidroxiapatita, ya sea combinada o no
con proantocianidina, en las propiedades fisicoquimicas y mecdnicas de la

dentina desmineralizada.

3. Evaluar el efecto de la nHAp_PA, utilizada en diferentes concentraciones, como
un primer, en la resistencia a la microtensién y en la actividad enzimatica

endogena después de 24 horas y 6 meses de almacenamiento en laboratorio.
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4. Metodologfa

Las técnicas utilizadas en la presente tesis doctoral para el analisis y la

caracterizacion de las muestras son descritas en los siguientes apartados.
4.1 Pruebas mecdnicas

El estudio de las propiedades mecdnicas de la dentina es esencial para
comprender los efectos de los materiales utilizados en la clinica, los tipos de
tratamientos que se realizan sobre este sustrato y los cambios microestructurales que
afectan a las caracteristicas de este tejido. En las investigaciones in vitro de odontologia
es muy comun el uso de pruebas mecanicas como la resistencia a la microtension,
resistencia a la compresion, resistencia a la fatiga, resistencia a la flexién y pruebas de
dureza [80]. Puesto que cada tipo de ensayo tiene sus caracteristicas especificas, su

eleccidn se basa en el tipo de respuesta que se desea evaluar.
4.1.1 Ensayo de flexién en tres puntos

La resistencia a la flexion mide la capacidad que el material tiene para flexionarse
antes de romperse. Este tipo de ensayo es muy utilizado debido a que las fuerzas
generadas en situaciones clinicas, como la tensidon masticatoria, generan fuerzas de
flexién [80]. El ensayo de flexidn en tres puntos es uno de los métodos mas utilizados
para la caracterizacién mecdnica de los materiales dentales. En esta prueba, se suelen
utilizar muestras rectangulares que se apoyan en dos puntos y la fuerza se aplica en el

centro.

En la presente tesis doctoral, |a resistencia a la flexion se determind mediante un
ensayo mecdnico con una Instron 3345 (Instron Co., Canton, Massachusetts, EE. UU.)

utilizando una célula de carga de 500 N sobre un soporte de dos puntos con una longitud
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de 4,0 mm entre puntos (Figura 7). Las dimensiones de las barritas de dentina utilizadas
son 6 x 1 x 1 mm3. Los ensayos se realizaron a una velocidad de carga de 1 mm/min hasta
gue las muestras se fracturaron. Para caracterizar las propiedades mecanicas de las
muestras, se determind la resistencia a la flexion (MPa) mediante la formula o = 3PL /
2wt2, donde o es la resistencia a la flexién, P es la carga a la fractura, L es la distancia

entre apoyos, w es la anchura y t es el grosor de la muestra [81].

Figura 7. Ensayo de flexion en tres puntos. Instron 3345 disponible en el laboratorio de Investigacion de
la Facultad de Odontologia de la Universidad de Granada.

4.1.2 Resistencia de adhesion a la microtension (UTBS)

La resistencia a la tensidn se mide sometiendo un material a fuerzas axiales en
linea recta y en sentidos opuestos [80]. El ensayo de resistencia de adhesién a la
microtension (UTBS) es la prueba estandar para evaluar la retencion de la restauracién

de composite dental [82].

En la presente tesis doctoral, para el ensayo de resistencia a la microtension, los
dientes se seccionaron en las direcciones "x" e "y" perpendiculares a la interfase de
adhesién para obtener barritas con un drea de seccidn transversal de aproximadamente
1 mm? utilizando un disco de corte de diamante (MOD 13, Struers, Ballerup, Dinamarca)

en una maquina de corte Accutom 50 (Struers, Ballerup, Dinamarca) con refrigeracién
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por agua (Figura 8). El area transversal de la interfase de adhesién de cada barrita se
midié con un micrémetro digital (IP67, Mahr GmbH, Gottingen, Alemania) y las barritas
se fijaron en una probeta especifica para test de microtension utilizando cianoacrilato
(Cofan Cyanoacrylate, Cofan la Mancha, Ciudad Real, Espafia). La resistencia a la
microtension se determind con una maquina Instron 3345 (Instron Co., Massachusetts,
EE. UU.) con una célula de carga de 500 N a una velocidad de 1 mm/min hasta la fractura

(Figura 9). La uTBS se expresé en MPa.

Figura 8. Corte del diente en barritas de 1Imm? (a la izquierda) por una Accuton 50 (a la derecha)
disponible en el laboratorio de investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Granada.

Figura 9. Barritas fijadas en un soporte (a la izquierda) para el esnayo de microtension (a la derecha).

4.2 Analisis quimicos

4.2.1 Andlisis por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia

total atenuada (ATR-FTIR)

La espectroscopia infrarroja es una técnica de espectroscopia vibracional muy

utilizada para el andlisis de tejidos bioldgicos. En esta técnica, las moléculas de
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componentes inorgdnicos y organicos absorben la radiacion infrarroja (energia)
generando un estado de excitacién [83]. Esta excitacién produce vibraciones de los
enlaces moleculares en distintas frecuencias de onda. Es decir, la frecuencia de onda de
cada pico de absorbancia del espectro infrarrojo viene determinado por las propiedades
fisicoquimicas intrinsecas de la molécula correspondiente [83]. Asi, los espectros
proporcionan informacién sobre la estructura, la dindmica y el entorno molecular de la

muestra [84].

En la presente tesis doctoral, las muestras se analizaron utilizando un
espectrometro FTIR JASCO 6600 equipado con un accesorio ATR de punta de diamante
(ATR Pro ONE, JASCO Inc, Maryland, EE. UU.). Los espectros se registraron a una
resolucién de 2 cm™ con 32 acumulaciones utilizando un rango espectral de 400-4000
cm™ en modo de absorcién. Las cantidades relativas a grupos moleculares de proteinas
(principalmente coldgeno), fosfatos y carbonatos en las muestras de dentina se
determinaron a partir del drea de pico de las bandas de absorcién asociadas a cada
componente quimico (Figura 10) [83,85,86]. Se resolvid el solapamiento de los picos y
se midieron sus areas integradas utilizando un software de ajuste de curvas (Peakfit
v4.12, Systat Software, San Jose, California, EE. UU.). Se utiliz6 el método de la segunda
derivada para resolver los calculos de los picos dentro de la regidn del espectro. Se
permitid una variacién de la amplitud y posicion méaximas del 5% y + 2 cm’,
respectivamente. El grado de suavizado se ajusté al 10% (algoritmo Savitzky-Golay) y se
utilizé una funcidn mixta Gaussiana-Lorentziana para adaptar los contornos de las
bandas dentro de la regidn. El ajuste de la curva se acepté cuando r? alcanzé valores

superiores a 0,995.

A partir de las mediciones del area de los picos, se determinaron los siguientes
pardmetros de composicién para definir las propiedades quimicas de la dentina: la
cantidad relativa de mineral respecto a la matriz organica (POs/Amidal) determinada
como la relacion entre el fosfato principal (v, vz POs; 900-1200 cm™) y la relacion del
drea de la banda de la Amida | (1590-1710 cm™). El carbonato sustituido en el contenido
mineral (CO3/P0O4) determinado como la relacién entre el carbonato sustituido (v3 COs;

1390-1440 cm?, sustitucion de tipo B) y el drea de la banda del fosfato principal (900-
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1200 cm?). La cantidad de carbonato (v3 COs3) respecto a la matriz organica (COs/Amidal).
El indice de Cristalinidad Mineral (IC) determinado como la relacién entre las areas de
las sub-bandas de fosfato a 1030 cm™ (fosfatos de apatita altamente cristalinos) y a 1020
cm?! (fosfatos de apatita pobremente cristalinos) [83,87]. La cantidad de enlaces
cruzados de colageno (LKN) se determind como la relacion entre las areas de las sub-

bandas de amida | en 1660 y a 1690 cm™ [57].
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Figura 10. Equipo ATR-FTIR y un espectro tipico de dentina resultante del andlisis con ATR-FTIR en el cual
se pueden ver los picos caracteristicos de cada grupo molecular. ATR-FTIR JASCO 6600 disponible en el
Departamento de Mineralogia y Petrologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Granada.

4.2.2 Termogravimetria (TGA)

La termogravimetria es una técnica en la que la masa de la muestra se mide de
forma continua mientras la temperatura aumenta o disminuye. De esta forma, se
pueden determinar los componentes de la muestra en funciéon de la descomposicidon

térmica. En la presente tesis doctoral, el contenido de agua, materia organica y minerales
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de la dentina se determind calentando las muestras de dentina a diferentes
temperaturas utilizando un horno Carbolite (CWF 1100) (Capitulo | de la tesis) y un
equipo TGA/DSC1 Mettler-Toledo (Capitulo Il de la tesis).

Con el Carbolite las pérdidas de peso se midieron a diferentes rangos de
temperatura: 25-200°C para el contenido de agua; 200-600°C para el contenido de
materia organica (MO); y hasta 600°C para el contenido mineral (%Mineral) (Figura 11)
[88-90]. Con el TGA/DSC (Figura 12) el calentamiento se realizé desde una temperatura
ambiente hasta 950 °C en flujo de aire (50 ml/min), utilizando un portamuestras de
alimina, con una velocidad de calentamiento de 20 °C/min. Para cada portamuestra se
utilizaron aproximadamente 20 mg de muestra. Los porcentajes de pérdida de peso se
midieron a diferentes rangos de temperatura: 25-200 °C para el contenido de agua; 200-
600 °C para el contenido de materia organica (MO); y de 600-950 °C para determinar la
cantidad de carbonato en el mineral (%CO3). El peso restante corresponde a la cantidad

de fosfato en el mineral (%P0Q4) [90].
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Figura 11. Grdfico representativo de la curva termogravimétrica. 25-200°C pérdida de agua, 200-600°C
pérdida de materia orgdnica, 600-900°C pérdida de carbonatos, >900°C pérdida de fosfatos.
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Thermal Analysis

Figura 12. Equipo TGA/DSC Mettler-Toledo disponible en el Departamento de Mineralogia y Petrologia de
la Facultad de Ciencias.

4.3 Analisis microestructurales

4.3.1 Difraccidén de rayos X (DRX)

La difracciéon de rayos X (DRX) es una técnica analitica que define la composicidon
y la estructura de las muestras cristalinas. La DRX se produce cuando un haz de ondas
electromagnéticas generados por fuentes de rayos X interactia con las moléculas de un
cristal [91]. Las posiciones de los haces difractados se rigen por las posiciones de los
atomos del cristal [91]. De esta manera, cada muestra genera un patrén de difracciéon

caracteristico. Ademas de la composicidn, la DRX puede determinar el tamafio y la forma

de las particulas.

En la presente tesis doctoral, el patrén de difraccién de rayos X de las muestras
en polvo se obtuvo con un difractémetro X'Pert Pro (PANalytical, Almelo, Paises Bajos)
utilizando radiaciéon CuKa producida a 40 mA y 45 kV. Los barridos se adquirieron entre
20° y 75° (valores 28) con un paso de 0,0042° y un tiempo/paso de conteo de 5,08 s. El
tamafio medio de cristalito (D) de los cristales de apatito se calculé utilizando el software
XPowderX (Martin-Ramos, 2004) con la ecuacién de Scherrer (Schreiner y Jenkins, 1983):

D (002) =K A/ (B cos 0); donde K es una constante que varia con el habito cristalino y se
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elige como 0,9 para cristales alargados de apatito (Klug y Alexander, 1959), A es la
longitud de onda de la radiacién CuKa (A = 1,5406 A), B es la anchura a media altura
(FWHM) del pico de difraccion 002 del apatito, y 6 es el angulo de difraccion
correspondiente para esta reflexion. La anchura de una linea de DRX representa una
medida del tamafio medio del cristalito a lo largo de una direccién cristalina especifica
(es decir, el eje ¢ del apatito) y también puede utilizarse como indice de cristalinidad de
los materiales [83,87,92,93]. La Figura 13 ilustra un espectro de DRX caracteristico de

hidroxiapatita.
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Figura 13. Espectro caracteristico de hidroxiapatita medido con DRX.

Para definir el contenido mineral a partir de la intensidad total de las reflexiones
de la apatita, las muestras (barritas de 1x1 mm de seccion transversal) se analizaron con
un difractémetro de cristal unico (D8 Venture, Bruker, Alemania) equipado con un
detector de drea PHOTON 100-SC utilizando radiacién Mo (A = 0,71073 A) en modo de
transmisién y 20 segundos para la adquisicion del patrén 2D-DRX. La cantidad de mineral
se determind con el area integrada de los picos de difraccién mostrados en los barridos
2Theta calculados integrando radialmente las intensidades de los patrones 2D-DRX

utilizando el software DRX2DScan versién 7.0 (PANalytical, Paises Bajos).

4.4 Analisis de la actividad enzimatica - Zimografia

Una de las maneras de evaluar la actividad enzimdtica en muestras bioldgicas es

realizando una técnica de zimografia. En odontologia, esta es una valiosa herramienta
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para estudiar la actividad de las MMP. Existen diversos tipos de la técnica, la zimografia
en gel se centra en la separacién de las bandas de actividad enzimatica mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) [94]. La
zimografia in situ se realiza directamente en el tejido bioldgico, permitiendo Ia
visualizacién de la actividad enzimatica en su localidad exacta y en su contexto fisioldgico
natural [94]. Aunque pueden ser técnicas complementarias, la zimografia en gel es el

tipo de zimografia mas utilizado en las investigaciones en odontologia.

4.4.1 Zimografia en gel

En la presente tesis doctoral, la zimografia en gel se realiz6 segin el método
empleado por Mazzoni et. al., 2013 [30]. Se elimind el esmalte, el cemento y el tejido
pulpar de 10 dientes humanos sanos extraidos por razones ortoddncicas. Los dientes se
pulverizaron con un molino Retsch (Modelo MM400, Retsch GmbH, Haan, Alemania) en
cantidades suficientes para los cinco grupos (Capitulo lll de la tesis). Los tratamientos
con soluciones que contenian nHAp_PA se realizaron durante 30 min a 4 °C protegidos
de la luz. Tras lavar y sonicar, los polvos de dentina se suspendieron en un tampén de
extraccion durante toda la noche a 4 °C. A continuacién, las muestras se sonicaron
durante 10 min y se centrifugaron durante 20 min. Los sobrenadantes se recogieron y se
concentraron utilizando un concentrador centrifugo Vivaspin (10.000 kDa de corte;
Vivaspin Sartorius Stedim Biotech, Goettingen, Alemania) y la concentracién total de
proteinas en la dentina se determind mediante el ensayo de Bradford. Las alicuotas de
proteina de la dentina se diluyeron con tampdn de muestra Laemmli. La electroforesis
se realizd en condiciones no reductoras utilizando un gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sédico al 10% (SDS-PAGE) que contenia 1 mg/mL de gelatina marcada con
fluorescencia (Figura 14). Tras la electroforesis, los geles se lavaron y se incubaron en un
tampdn de activacion zimografica durante 48 h a 37 °C. La actividad proteolitica se
evalud y se registré con un escaner de luz ultravioleta de onda larga (Chemi-Doc

Universal Hood, Bio-Rad) (Figura 14).
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Figura 14. Electroforesis con gel y escaner de luz ultravioleta de onda larga Chemi-Doc Universal Hood
disponible en la Universidad de Bologna.

4.4.2 Zimografia in situ

En la presente tesis doctoral, la zimografia in situ en las interfases resina-dentina se
realizé de acuerdo con el protocolo descrito por Mazzoni et. al., 2012, utilizando gelatina
conjugada con fluoresceina como sustrato de las MMP. Los especimenes se pegaron a
un portaobjetos de microscopio, se pulieron progresivamente con papel de carburo de
silicio humedo (tamafios de grano: 600, 1200, 4000) hasta un grosor de ~50 um, se
recubrieron con una mezcla de gelatina fluorescente (E-12055; Molecular Probes,
Eugene, OR, USA) y se cubrieron con un cubreobjetos. Las muestras se colocaron en una
camara humeda y se mantuvieron toda la noche en la oscuridad a 37 °C. Tras la
incubacidn, se examinaron los portaobjetos con un microscopio confocal laser de barrido
(Leica SP8, Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Alemania; longitud de onda de
excitacion/emision: 488/530 nm). Un investigador ajeno realizé dos imagenes para cada

muestra. La cuantificacién de la densidad integrada de la sefial de fluorescencia se realizé
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al mismo nivel para cada imagen mediante un software de anadlisis de imagenes (ImageJ;
National Institutes of Health, Maryland, EE. UU.). En todas las imagenes se utilizé un area
seleccionada rectangular normalizada. Se analizaron estadisticamente las diferencias en
el nivel de fluorescencia entre los grupos analizados, expresadas como densidad

integrada (pixeles/um3).
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Capitulo |

Influencia del proceso de desmineralizacion / remineralizacion
en las propiedades quimicas, microestructurales y mecanicas

de la dentina humana y bovina

Este trabajo se encuentra publicado y se puede encontrar con la siguiente
referencia: Enrich-Essvein, Tattiana; Benavides-Reyes, Cristina; Alvarez-Lloret, Pedro;
Victoria Bolafios-Carmona, Maria; Rodriguez-Navarro, Alejandro B.; Gonzalez-Lépez,
Santiago. Influence of de-remineralization process on chemical, microstructural, and

mechanical properties of human and bovine dentin. Clinical Oral Investigations. 2021.

1.1 INTRODUCCION

El diente humano es el sustrato ideal para los estudios in vitro en investigacién
odontoldgica [5,7]. Sin embargo, debido al avance de los enfoques minimamente
invasivos en odontologia conservadora, cada vez es mas dificil obtener un nimero
suficiente de dientes humanos sanos. Ademas de la dificultad de obtener grandes
cantidades de muestras dentales humanas, existen cuestiones éticas que impiden su uso
con fines experimentales [5,9,12,95]. Debido a todas estas cuestiones, se han propuesto

y utilizado sustratos alternativos en la investigacion dental.

El sustrato mas utilizado como sustituto del diente humano es el diente bovino y
su empleo ha aumentado considerablemente en los ultimos afios [5]. Las principales
razones que motivan su utilizacién son la facilidad para obtener un gran nimero de
muestras de calidad adecuada y la posibilidad de estandarizar la edad, la dieta y otras
condiciones ambientales imposibles de controlar en los dientes humanos [5,7]. No
obstante, a pesar de estas ventajas, la composicion quimica y las caracteristicas
estructurales y morfolégicas de los dientes bovinos no son totalmente comparables a las

de los dientes humanos [9-13].

Las evidencias cientificas relacionadas al uso de dientes bovinos en pruebas de

adhesidon no son contundentes, varios estudios muestran conclusiones diferentes
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1.1 INTRODUCCION

[5,7,9]. Los resultados de uno de estos estudios muestran una fuerza de adhesién
considerablemente menor en comparacién con los dientes humanos, particularmente
en la dentina profunda [9]. Esta diferencia en el comportamiento mecdanico entre la
dentina bovina y la humana se debe probablemente a propiedades estructurales
relacionadas con la densidad y el didmetro de los tubulos dentinarios a diferentes
profundidades [10,11]. Ademas, la radiodensidad de la dentina coronal bovina es
significativamente menor en comparacion con la dentina coronal humana [12,13] debido
a la diferencia en la composicién mineral de ambos sustratos. Por lo tanto, deben
considerarse todas estas caracteristicas entre ambos tipos de tejidos para poder

interpretar correctamente los resultados en los experimentos.

La induccion artificial de lesiones de caries en dentina humana es un
procedimiento clave en la investigacidn para el desarrollo de estrategias preventivas y
terapéuticas. Aunque se han desarrollado diferentes metodologias para simular lesiones
cariosas, los protocolos in vitro tienen importantes limitaciones, puesto que no pueden
reproducir completamente las complejas condiciones intraorales implicadas en el
proceso natural como las biopeliculas bacterianas, la saliva y la degradacién del coldgeno
[18,96,97]. No obstante, el modelo de ciclaje de pH es capaz de simular la dindmica de
pérdida y ganancia de minerales presentando valores de dureza similares a los de la capa
de dentina afectada por caries, a diferencia del método microbiolégico que presenta
valores de dureza inferiores a los de las lesiones naturales [18,97]. De todas formas, en
la actualidad, siguen sin encontrarse estudios que comparen el comportamiento de la
dentina coronal bovina utilizando el método de ciclaje de pH vy sus posibles diferencias
en comparacién con la dentina humana. Por lo tanto, es necesario investigar sus
propiedades quimicas y estructurales, asi como su respuesta mecdnica, para extrapolar

los resultados a los dientes humanos y determinar su idoneidad como alternativa.

El objetivo de la primera parte de la presente tesis doctoral fue inducir un proceso
de desmineralizacién/remineralizacion (des-re) en dentina humana y bovina mediante
el método de ciclaje de pH con diferentes tiempos de exposicion y comparar sus
propiedades generales con diferentes medidas fisicoquimicas. Para ello, las muestras de

dentina se caracterizaron mediante andlisis quimicos (ATR-FTIR y termogravimétrico),
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microestructurales (DRX) y mecdanicos (ensayo de flexién en tres puntos). La hipdtesis
nula propuesta fue que no existen diferencias (propiedades mecanicas,
microestructurales y/o quimicas) entre la dentina humana y la bovina y que el tiempo

de ciclaje de pH no influye en estas diferencias.

.2 MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las muestras

La presente investigacion fue aprobada por el Comité de Etica de la Universidad
de Granada, Espafa (#1006-2019). Diez incisivos superiores humanos sanos (de
pacientes adultos entre 50-70 aiios), extraidos por razones periodontales, y ocho
incisivos inferiores bovinos sanos, extraidos inmediatamente después del sacrificio de
los animales (a los 1-2 afios) en un matadero local, fueron limpiados y almacenados en

solucién de timol al 0,1% hasta la preparacion de las muestras.

Los incisivos se fijaron con cera natural en moldes de resina acrilica para
seccionarlos a 2 mm por debajo de la unién amelocementaria cortando la raiz con un
microtomo de precision de baja velocidad IsoMet 11/1180 (Buehler, Coventry, Reino
Unido) y un disco de diamante XL 12205 (Benetec Limited, Londres, Reino Unido). El
esmalte y la dentina superficial se eliminaron con una fresa cilindrica de diamante
(Komet #6881-314-016, Komet-Brasseler, Lemgo, Alemania) en una pieza de mano de
alta velocidad (Kavo Supertorque Lux 660B. Kaltenbach & Voigt GmbH, Biberach,
Alemania) bajo irrigacién constante de agua. Las fresas de diamante se sustituyeron cada
cinco usos. La eliminacién completa del esmalte y la presencia de dentina en toda la
superficie se comprobaron con un estereomicroscopio SZ-TP (Olympus, Tokio, Japdn).
Posteriormente, la dentina coronal media de las muestras se secciond con un disco de
diamante en una maquina de corte Accutom 50 (Struers A/S, Ballerup, Alemania), bajo
irrigacion constante, para obtener barritas de dentina de 6 x 1 x 1 mm3. Se obtuvieron
sesenta barritas de dentina humana y bovina. Las muestras se asignaron aleatoriamente
a dos grupos experimentales segun el tipo de sustrato (dentina humana o bovina) y a
cuatro subgrupos (n = 15) segun el tiempo de tratamiento con ciclos de pH: #0= control;

#1= ciclaje de pH durante 3 dias; #2= ciclaje de pH durante 7 dias; y #3= ciclaje de pH
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durante 14 dias (Figura 15). El grupo control se almacend en agua destilada hasta su
evaluacion y el resto de los especimenes fueron sometidos al proceso de des-re por

ciclos de pH.

B.0 = Control
(n=15)

60 barritas dentina
bovina
(6x1x1mm)

B.1= pH-cycling 3 dias
(n=15)

B.2 = pH-cycling 7 dias
(n=15)

B.3 = pH-cycling 14 dias
(n=15)

8 incisivos
bovinos

—

H.0 = Control
(n=15)

10indisi H.1=pH-cycling 3 dias
incisivos (n=15)

humanos

H.2 = pH-cycling 7 dias
(n=15)

60 barritas dentina
humana
(6x1x1mm)

Accutom 50 (Struers A/S, Ballerup, Alemania)

H.3 = pH-cycling 14 dias
(n=15)

Figura 15. Diagrama de la metodologia empleada en la parte | de la tesis doctoral. Accutom 50
disponible en el laboratorio de Investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad de
Granada.

Ciclaje de pH

El proceso de des-re se realizé mediante un método de ciclaje de pH modificado
por Marquezan et al. [18]. Las muestras se sumergieron en 1 ml de una solucién
desmineralizante que contenia 2,2 mM CaCl,, 2 mM NaH;PO4 y 50 mM de acido acético
ajustado a un pH de 4,8 durante 8 horas. Posteriormente, las muestras se sumergieron
en una solucion remineralizante de 1 ml formulada a base de 1,5 mM CaCl;, 0,9 mM
NaH;P0a, y 0,15 M KCl ajustada a un pH de 7,0 durante 16 horas. Este procedimiento se
realizé durante 3, 7 y 14 dias, dependiendo del grupo, renovando las soluciones

diariamente, sin agitacion y a temperatura ambiente (Figura 16).
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Figura 16. Proceso de desmineralizacion/remineralizaciéon por ciclaje de pH.

Andlisis de las muestras

Ensayo de flexidn en tres puntos: Las muestras se inspeccionaron al microscopio para

confirmar la ausencia de microfisuras o fracturas y sus dimensiones fueron medidas
(longitud, anchura y espesor). Posteriormente, se determind la resistencia a la flexién
mediante un ensayo mecdnico (como se describe en la secciéon 4.1.1 de Metodologia,
pagina 25). Para caracterizar las propiedades mecanicas de las muestras de dentina, se

determinaron la resistencia a la flexién (MPa) y la extensidon por compresién (mm).

Anadlisis por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier con reflectancia total

atenuada (ATR-FTIR): Las muestras se analizaron utilizando un espectrémetro ATR-FTIR

(como se describe en la seccion 4.2.1 de la Metodologia, pagina 27) y se determinaron
los siguientes parametros: la cantidad relativa de mineral respecto a la matriz organica
(POs/Amidal), el carbonato sustituido en el contenido mineral (CO3/PQa), la cantidad de
carbonato (v3 COs) respecto a la matriz organica (CO3/Amidal), el indice de Cristalinidad

Mineral (IC) y la cantidad de enlaces cruzados de colageno.

Andlisis termogravimétrico (TGA): El contenido de agua, materia orgdnica y minerales de

la dentina se determind calentando las muestras de dentina a diferentes temperaturas
utilizando un horno Carbolite (como se describe en la seccidn 4.2.2 de la Metodologia,
pagina 29).
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Analisis por difraccién de rayos X (DRX): El patrén de difraccion de rayos X de las muestras

en polvo se obtuvo con un difractémetro X'Pert Pro (como se describe en la seccién 4.3.1
de la Metodologia, pagina 31). Se calculé el tamaiio medio de cristalito (D) de los cristales
de apatito, lo cual también puede utilizarse como indice de cristalinidad de los

materiales.

Analisis estadistico: Se calcularon las medias y las desviaciones estandar de cada uno de

los parametros analizados. La distribucidn normal de los datos para todas las variables
se verificé mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Para las pruebas en las que los datos no
se ajustaban a una distribucidn normal se realizaron comparaciones por pares mediante
la prueba U de Mann Whitney. Cuando los datos seguian una distribucion normal, la
comparacién entre grupos dentro de un mismo tipo de diente se realiz6 mediante la
prueba ANOVA unidireccional y la comparacion entre los dos tipos de dientes mediante
la prueba T-Student. Se utilizé el analisis de correlacion de Spearman para estudiar las
relaciones entre las distintas propiedades quimicas y mecanicas de la dentina. Todos los
anadlisis estadisticos se realizaron con el programa informatico SPSS 24.0 (SPSS Inc.,
Chicago, EE. UU.) y OriginPro (OriginLab Corporation, Massachusetts, EE. UU.). Se

establecié un nivel de significacién de p<0,05.

[.3 RESULTADOS

Ensayo de flexion en tres puntos

La resistencia a la flexiéon (MPa) no mostré diferencias significativas entre los
grupos de tratamiento (control y ciclaje de pH) ni en los tipos de dentina (Figura 17A). La
medida de extensidon por compresion (mm) aumentd con el tiempo de exposicion al
ciclaje de pH en ambos sustratos (Figura 17B) mostrando diferencias estadisticamente
significativas entre la dentina humana y bovina en todos los tratamientos (p<0,001 en

todos los casos) con la dentina bovina obteniendo los valores mas altos.
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Figura 17. Ensayos mecdnicos de flexion en tres puntos. Letras mayusculas diferentes indican diferencias
significativas entre los grupos de dentina humana. Letras mindsculas distintas indican diferencias
significativas entre los grupos de dentina bovina. * indican diferencias significativas entre los tipos de
dentina (humana y bovina) en cada tiempo de ciclaje de pH (significacion p<0,001).

Andlisis ATR-FTIR

La Figura 18 muestra la comparacidon de los espectros de ATR-FTIR entre la
dentina humana y bovina del grupo de control y a los 14 dias de ciclaje de pH. En los
resultados obtenidos con los cdlculos del drea de los picos para ambos tipos de dentina,
el contenido de fosfato asociado a la matriz organica (POs/Amidal) (Figura 19A) y el
contenido de carbonatos sustituidos (tipo B) asociado a la matriz organica (COs3/Amidal)
(Figura 19B) disminuyeron significativamente desde el grupo control hasta el grupo de
14 dias de ciclaje de pH (p<0,001 para ambos casos). La dentina humana mostré un
mayor contenido de POs/Amidal a los 7 dias (p=0,007) y de COs/Amidal en el grupo
control (p=0,026) y a los 7 dias (p=0,001) en comparacién con la dentina bovina. La Figura
19C muestra que el carbonato sustituido (sustitucion de tipo B) en el mineral (CO3/POa4)
aumentd al final del ciclo de pH en ambos tipos de dentina y bovina obtuvo valores
inferiores y estadisticamente significativos que la humana en el grupo control (p= 0,002).
El indice de Cristalinidad (IC) (Figura 19D) aumenté del grupo control al grupo de 14 dias,
tanto en la dentina humana como en la bovina (p=0.001 humana, p<0.001 bovina). Se
observé un mayor IC en la dentina humana que en la bovina a los 7 dias del ciclaje de pH
con diferencias significativas (p=0,024). Los enlaces cruzados de colageno (Figura 19E)

disminuyeron desde el grupo control hasta el grupo de 14 dias sin diferencias
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significativas. Se observé un mayor grado de enlaces cruzados del colageno en la dentina

humana que en la bovina en el grupo control (p=0,002).

PO4v1v3

Amida 1 COsv3

Control

H
pHc_14d =

Figura 18. Comparacion de espectros de ATR-FTIR entre la dentina humana y bovina del grupo control y a
los 14 dias del ciclaje de pH. Linea roja = dentina humana (H), linea negra = dentina bovina (B).
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Figura 19. Resultados de composicion quimica obtenidos mediante andlisis ATR-FTIR. Letras mayusculas
distintas indican diferencias significativas entre los grupos de dentina humana. Letras minusculas
distintas indican diferencias significativas entre los grupos de dentina bovina. * indican diferencias

significativas entre los tipos de dentina (humana y bovina) en cada tiempo de ciclaje de pH (significacion

p<0,001).
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Andlisis termogravimétricos

Las mediciones termogravimétricas (Tabla 1) muestran que no hubo diferencias
entre los grupos ni entre los tipos de dentina en cuanto al contenido de agua. En ambos
tipos de dentina el porcentaje de materia organica (MO) fue aumentando entre el
control y los 14 dias de ciclado (humana p=0,001, bovina p<0,001) y la dentina humana
presentd valores superiores a la bovina a los 3 dias (p=0,010). Ademas, la dentina
humana no mostré diferencias entre los grupos con respecto al contenido mineral,
mientras que la dentina bovina presentd un porcentaje menor (p<0,001) a los 14 dias de
ciclaje de pH que el grupo control. Ademas, hubo diferencias en el contenido mineral

entre la dentina humana y la bovina a los 14 dias (p=0,039).

Tabla 1. Medias y desviaciones estdndar de las variables composicionales obtenidas en el andlisis
TGA de dentina humana y bovina en los grupos control y ciclaje de pH durante 3, 7 y 14 dias.
Letras distintas indican diferencias significativas entre los mismos grupos de tipos de dentina en
la fila. * indican diferencias significativas entre los tipos de dentina (H = humana y B = bovina) de
cada variable en las columnas (significacion p < 0,001).

Control pHc_3dias pHc_7dias pHc_14dias

H 11.59+4.07° 10.15+0.74°® 9.57+1.26° 10.45+0.54°2

Agua (%)
10.92+1.92° 11.13+1.08° 11.67 £2.30° 13.09+1.47°
MO (%) H 18.94+1.18° 20.52 +0.80 " 20.34£2.38% 21.99+1.34°
B 18.14+1.90° 18.98 +1.88 " 20.58 £1.57 % 23.12+3.10°
Mineral (%) H 69.47 +3.35° 69.33+1.09° 70.09+3.63° 67.57+1.49%"
B 70.94 +3.55° 69.89 +2.60 2 67.75+3.12% 63.79 +3.58 "

Correlaciones entre variables quimicas y mecdnicas

La Tabla 2 muestra las correlaciones entre algunas variables

propiedades mecanicas de la dentina humana y bovina.

47

guimicas y las




1.3 DISCUSION

Tabla 2. Andlisis de correlacion de Spearman entre las propiedades mecdnicas (extension por
compresion) y quimicas de la dentina humana y bovina.

Extension por

DENTINA HUMANA DENTINA BOVINA
compresion (mm)
P (Spearman) P P (Spearman) P
POs4/ Amidal -0.533 <0.001 -0.493 <0.001
IC 0.694 <0.001 0.520 <0.001
%Mineral -0.448 0.005 -0.332 0.044

Andlisis DRX

En la Tabla 3 se resumen las medidas del tamafio de los cristalitos (obtenidos a
partir del pico de difraccidon (002)) de los cristales de apatita. Aunque se observd una
tendencia al aumento de la cristalinidad mineral a lo largo del tratamiento de ciclaje de
pH, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para cada tipo
de dentina. La dentina humana mostré un mayor tamafio de cristalitos de apatita que la
bovina a los 7 (p=0,003) y 14 dias (p=0,009) de ciclaje de pH. No se observaron
correlaciones entre el tamafio de los cristalitos y la composicion quimica o las variables

mecanicas.

Tabla 3. Medias y desviaciones estandar del tamafio de los cristalitos medidos por andlisis DRX
de dentina humana y bovina en los grupos control y ciclaje de pH durante 3, 7 y 14 dias. No hubo
diferencias significativas entre los grupos en las filas. * indican diferencias significativas entre los
tipos de dentina (H = Humana y B = Bovina) de cada variable en las columnas (significacion p <
0,001). Los valores se expresan en nm.

Control pHc_3dias pHc_7dias pHc_14dias
H 14.60 + 1.66 15.31+0.44 16.73+0.74 " 16.93+0.95"
B 12.48 +0.78 13.97 +1.02 13.04+0.49° 13.64+0.73 "
1.3 DISCUSION

Las caracteristicas de los tejidos mineralizados de los dientes determinan Ia
respuesta a tratamientos especificos utilizados en la clinica dental. Ademais, la
composicidon quimica y las propiedades microestructurales y mecanicas de estos tejidos

pueden variar de una especie a otra. El estudio comparativo de las propiedades de los
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dientes de distintas especies es fundamental para la investigacion dental in vitro y la
extrapolacidon de sus resultados a los dientes humanos. Nuestra investigacion se centré
en analizar las diferencias entre la dentina humana y la bovina en un proceso de
desmineralizacidn-remineralizacidn (des-re) mediante ciclaje de pH en distintos tiempos

de exposicion.

En el presente trabajo, la composicion quimica a nivel molecular del grupo
control de dentina bovina mostré valores significativamente inferiores a los humanos
con respecto a los componentes minerales (fosfatos y carbonatos) y enlaces cruzados de
coldgeno (Figura 18 y Figura 19). Durante los experimentos de ciclaje de pH, el contenido
mineral de la dentina (medido como las relaciones POs/Amidal y CO3/Amidal) disminuyd,
mientras que su indice de cristalinidad mineral (IC) aumenté (Figura 19). Al final del
ciclaje de pH (14 dias), el % de contenido mineral (TGA, Tabla 1; para dentina bovina)
también fue significativamente menor en comparacidn con el grupo control. Por otra
parte, las propiedades mecdnicas de la dentina, determinadas mediante ensayos de
flexién en tres puntos, mostraron notables diferencias entre la dentina humana y la
bovina en las medidas de extensién por compresion Figura 17. Durante el ciclaje de pH,
estos valores de la dentina bovina permanecen casi constantes, mientras que los de la
dentina humana aumentan gradualmente (Figura 17B). También hemos observado
algunas correlaciones entre las propiedades mecanicas (medidas de extensién por
compresion) y parametros composicionales de la dentina (POs/Amida I, IC y %Mineral),
corroborando que los cambios en la composicidon quimica de la dentina afectan a sus

propiedades mecanicas (Tabla 2).

Investigaciones anteriores han demostrado que la dentina humana esta mas
mineralizada que la de otras especies animales [98,99]. Sin embargo, algunos estudios
gue compararon distintos tipos de dentina animal no encontraron diferencias
significativas en su composicién quimica (Ca (%) y P (%) o relacién Ca/P) [100,101]. En el
presente estudio, la dentina bovina mostré un menor contenido mineral asociado a
grupos moleculares (carbonatos y fosfatos) que la dentina humana (Figura 19B-C). Un
estudio previo utilizando el analisis FT-Raman también mostré diferencias significativas

entre la dentina humana y bovina con respecto a la cantidad de componentes
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inorganicos y organicos [102]. Asimismo, Soares et al. observaron que las muestras de
dentina humana no tratadas mostraban un mayor contenido de v4 POg, v; CO3, amidallll,

CH2 y amida | que las bovinas [26].

En nuestro estudio, al final del proceso de des-re (es decir, 14 dias de ciclaje de
pH), el grado de mineralizacién medido como la relacién POs/Amidal (en ATR-FTIR) y el
% de mineral (en TGA) fueron significativamente menores en comparacion con el grupo
control (Figura 19A y Tabla 1). Ademads, hay un aumento progresivo de la sustitucion de
carbonatos a fosfatos (COs/POs; Figura 19C) con el ciclaje de pH. Se sabe que la
solubilidad de los grupos fosfato aumenta en un ambiente mas acido [103], mientras que
los carbonatos, preferiblemente en posiciones cristalinas tipo B, disminuyen su
solubilidad a un pH mas bajo [104]. Adema3s, los iones carbonato estdn reemplazando
(sustitucidn tipo B) los iones fosfato en la estructura cristalina de la apatita en el proceso
de desmineralizacidn [105,106]. En consecuencia, la proporcién de carbonato sustituido
en el mineral parece aumentar a medida que el mineral madura [107,108]. Estos
cambios de composicién podrian estar relacionados con el aumento observado en la

cristalinidad del mineral de la dentina.

Estos resultados previos explican como el proceso de desmineralizacién afectd
principalmente al componente inorganico de los tejidos dentinarios. Con respecto al
contenido de la matriz orgdnica, la cantidad relativa de Amida | (Figura 18) y MO (Tabla
1) aumenta durante el proceso de des-re [109,110]. Por otro lado, no se encontraron
diferencias entre los dos tipos de dentina con respecto a los enlaces cruzados del
coldgeno con el proceso de ciclaje de pH (Figura 19E). Estos resultados confirman cémo
el proceso afecta principalmente a la composicion mineral del tejido sin alterar las
propiedades relacionadas con la materia organica, principalmente coldgeno, en la

dentina.

Debemos tener en cuenta que las técnicas DRX y FTIR caracterizan diferentes
propiedades asociadas a la cristalinidad mineral. Los analisis con DRX estan relacionados
con la orientacidén de la estructura cristalina de la apatita (es decir, dominios cristalinos

en la direccién del eje c) y los analisis con FTIR estan relacionados con los grupos
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moleculares de fosfato correspondientes a entornos cristalinos altos y bajos [83,92]. Una
comparacién entre diferentes especies (humana, bovina, porcina y ovina) concluyé que
la dentina humana estd compuesta de apatita con tamafos de cristalitos mas grandes
[105]. En nuestros resultados, la cristalinidad mineral medida por ATR-FTIR y DRX (IC y
Tamafio de Cristalito, respectivamente) aumentd durante el tiempo de exposiciéon al
ciclaje de pH (Figura 19D y Tabla 3) aunque esta tendencia no es estadisticamente
significativa para los analisis de DRX. Estas diferencias pueden explicarse por las mayores
tasas de solubilidad de los fosfatos de menor cristalinidad durante el proceso de des-re

[111,112].

Hasta el momento, ningun estudio ha evaluado la resistencia a la flexién de la
dentina coronal bovina y la ha comparado con la dentina coronal humana en el proceso
des-re. En nuestro estudio, la dentina bovina y la dentina humana mostraron diferencias
en sus propiedades mecanicas (medidas de extension por compresion) y la dentina
bovina presentd valores mas altos que la humana (Figura 17). Esto podria explicarse por
el mayor contenido mineral de la dentina humana que resulta en una menor flexibilidad.
Ademas, el ciclaje de pH afecté a estas propiedades de forma diferente para cada tipo
de dentina, con variaciones mas notables en la dentina humana (Figura 17B).
Corroborando que las propiedades mecdnicas de la dentina son fuertemente
influenciadas por sus caracteristicas quimicas y microestructurales [113], observamos
una fuerte correlacion entre la extensidon por compresién y varios parametros
composicionales (Tabla 2). Como era de esperar, a medida que disminuye el grado de
mineralizacién (medido como POs/Amidal y %Mineral) debido a la pérdida de minerales,
la flexibilidad de la dentina aumenta (medida como extensién por compresion). También
observamos que la extensidon por compresion y la cristalinidad mineral (medida como IC
por ATR-FTIR) covarian (p< 0,001, para dentina humana y bovina). Durante el ciclaje de
pH, se produce una eliminacidn preferencial de minerales de fosfato menos cristalinos,
de modo que el mineral restante tiene una mayor cristalinidad (Figura 19D) [112]. Por
otra parte, existen diferencias morfoldgicas y microestructurales entre la dentina bovina
y la humana, expresadas en la disimilitud del nimero y tamafio de los tubulos

dentinarios y de la dentina intertubular [10,13,114,115], que pueden influir en el
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comportamiento quimico durante el proceso de des-re y, al mismo tiempo, explicar las

diferencias observadas en las propiedades mecanicas entre estos tipos de dentina.

Algunos metaanalisis, revisiones sistematicas y revisiones bibliograficas [5,7,8]
concluyen que la dentina bovina puede ser una alternativa adecuada para sustituir los
dientes humanos en las investigaciones odontolégicas. Sin embargo, para la correcta
interpretacién de los datos obtenidos en los estudios que utilizan dientes bovinos como
modelo de materiales dentales humanos, deben considerarse también las
investigaciones sobre la morfologia, la composicion quimica y las caracteristicas
estructurales, asi como las posibles diferencias en las propiedades fisicas (respuesta

mecanica) ademas de tener en cuenta la edad de los pacientes y de los animales.

Por lo tanto, con nuestros resultados, la hipdtesis nula se debe rechazar en parte,
teniendo en cuenta que hemos observado algunas diferencias en las propiedades
mecdnicas, microestructurales y de composicidon quimica entre la dentina humana y la
bovina. Ademas, el proceso de ciclaje de pH influye en la composicién quimica a nivel
molecular, cristalinidad mineral y propiedades mecanicas de forma bastante diferente

en estos dos tipos de dentina.

[.4 CONCLUSIONES

Encontramos algunas diferencias relevantes entre la dentina humana y bovina
relacionadas con la composicién quimica y las caracteristicas estructurales, las cuales
determinan su  diferente  respuesta mecdnica frente al proceso de
desmineralizacion/remineralizacion mediante ciclos de pH a los 3, 7 y 14 dias. Estas
discrepancias pueden ser una posible limitacién a la hora de sustituir dientes humanos

por bovinos en estudios in vitro.
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Capitulo Il

El uso de nanohidroxiapatita funcionalizada con proantocianidina

como un biomodificador de la dentina

Este trabajo se encuentra publicado y se puede encontrar con la siguiente
referencia: Enrich-Essvein, Tattiana; Rodriguez-Navarro, Alejandro B.; Alvarez-Lloret,
Pedro; Cifuentes-Jiménez, Carolina; Bolafos-Carmona, Maria, V; Gonzdlez-Lépez,
Santiago. Proanthocyanidin-functionalized hydroxyapatite nanoparticles as dentin

biomodifier. Dental Materials. 2021.

1.1 INTRODUCCION

Las enfermedades bucodentales constituyen un importante problema de salud
publica mundial y, entre ellas, la caries dental es la mas prevalente [116]. Para tratar
eficazmente esta enfermedad aln son necesarias investigaciones de terapias centradas
en la prevencion y reduccién de la progresion de la caries. El desarrollo de
nanomateriales biocompatibles constituye una tecnologia innovadora en odontologia
[71] que se estd expandiendo especialmente en el campo de la prevencién de la caries,
la reparacién biomimética y la adhesién dental de restauraciones de composite [117]. La
biomodificacion de materiales es una estrategia que emplea principios nanotecnolégicos
para simular y modificar la composicidon/estructura quimica de la dentina humana a
través de mediadores bioactivos [37]. Los biomodificadores de la dentina interactian
con varios componentes de la matriz extracelular promoviendo la mineralizacién, la
bioestabilidad y mejorando las propiedades mecdanicas de la estructura dentinaria
[65,118,119]. Teniendo en cuenta que el coldgeno fibrilar de tipo | representa
aproximadamente el 90% de la matriz organica de la dentina y actia como soporte para
la biomineralizacion de la apatita, la biomodificacion de la dentina mediante compuestos

orgdnicos es un enfoque prometedor para terapias preventivas y restauradoras dentales.

La aplicacion de compuestos reticuladores de coldgeno como la proantocianidina
sobre la materia orgdnica de la dentina, es una de las principales estrategias utilizadas

para la biomodificacion composicional. La proantocianidina (PA), un agente rico en
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polifenoles bioflavonoides presentes en frutas, verduras, frutos secos, semillas y flores,
estd mostrando una bioactividad prometedora en la dentina [59,68]. El extracto de
semilla de uva fue identificado como uno de los agentes ricos en PA mas eficientes
porque contiene fracciones galloil, un componente bioactivo que ofrece mas grupos
hidroxilo para la reticulacidn del colageno [120,121]. Se sugiere que la PA interactda con
el coldgeno dentinario mediante la induccién de enlaces cruzados moleculares inter e
intracolageno [37,120] promoviendo resistencia a la degradacidon y mejorando tanto las
propiedades mecanicas [121,122] como la bioestabilidad quimica [123,124] con
tratamientos clinicos de hasta 1 minuto. Ademads, investigaciones previas han
demostrado la eficacia de la PA en la inhibicidn de metaloproteinasas y catepsinas
[125,126], asi como en la promocion de la formacidon ésea in vivo [67,127] y en la
remineralizacion de lesiones de caries artificiales [65,66,128,129]. Asimismo, como es
un producto natural, presenta una ventaja considerable debido a su baja toxicidad y altas

tasas de absorcién [130-132].

Los materiales inorganicos bioactivos como la nanohidroxiapatita sintética
(nHAp) se utilizan ampliamente en nanotecnologia debido a su similitud quimica y
microestructural con la hidroxiapatita humana (HAp), el principal componente mineral
dental [45,117,118,133]. Por lo tanto, la nanohidroxiapatita (nHAp) constituye el
sustituto mineral biocompatible y bioactivo ideal para su uso en tejidos dentales
desmineralizados. De esta forma, se espera que la combinacién inorganico-organica de
nHAp y PA podria dar lugar a una estrategia eficaz para reforzar la matriz de colageno,
puesto que las nanoparticulas de hidroxiapatita funcionalizadas con proantocianidina
(nHAp_PA) tendrian un efecto sinérgico que promoveria la remineralizacién y al mismo
tiempo mejoraria la estabilidad del coldgeno en la dentina. Aunque se haya confirmado
la estabilidad del nanomaterial nHAp_PA [134], en la actualidad, no se ha evaluado su
efectividad en la estructura dentinaria. Teniendo en cuenta el interés actual por
enfoques mads sostenibles con el uso de materiales mas naturales y biolégicamente
compatibles en odontologia [71], el uso de nHAp PA puede ser una alternativa

prometedora para tratamiento en la dentina.
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De esta manera, el presente capitulo de la tesis doctoral tuvo como objetivo
evaluar el efecto del tratamiento con nanohidroxiapatita combinada o no con
proantocianidina en las propiedades fisicoquimicas y mecanicas de la dentina
desmineralizada. Para evaluar la eficacia de este tratamiento, las muestras se analizaron
mediante técnicas complementarias para determinar su composicion quimica
(espectroscopia infrarroja - ATR-FTIR y termogravimetria - TGA), sus caracteristicas
mineraldgicas (difraccion de rayos X - DRX) y su respuesta mecanica (ensayo de flexion
de tres puntos). La hipdtesis nula propuesta fue que no existen diferencias entre los
tratamientos con nHAp, PA, ni nHAp PA en las propiedades de la dentina

desmineralizada.

1.2 MATERIALES Y METODOS

Preparacion de las soluciones

Proantocianidina (PA): El extracto de semilla de uva producido a partir de Vitis vinifera L.

(95% proantocianidina) fue proporcionado por Infisa - Instituto Fitoldgico s.l. (Barcelona,
Espaifa, lote n? 200938). La solucién de tratamiento con PA se prepard al 6,5% p/v
disolviendo el extracto en una solucion de agua destilada al 95% y etanol al 5% [135,136].

El pH final de la solucidn fue de 4,85.

Nanohidroxiapatita (nHAp): La nHAp se sintetizdé mediante un método de

descomposicion térmica por etapas [137]. La solucidn de tratamiento se prepard con la
nHAp resultante al 15% p/v diluida en una solucién 50:50 de agua destilada y acetona

[133]. El pH final de la solucion fue de 8,35.

Nanohidroxiapatita funcionalizada con proantocianidina (nHAp PA): La nHAp_PA se

sintetizd segln Zhou et al. [134] mediante el método de precipitacion quimica. Una
solucién acuosa de cloruro de calcio anhidro [CaCl;] disuelto en agua desionizada (0,1
mol/L, 100 ml) se vertié en la solucion de extracto de semilla de uva (0,5%, m/m, disuelto
en 340 ml de agua desionizada) a temperatura ambiente bajo agitaciéon durante 30
minutos. Una solucién acuosa de hidrogenofosfato disdédico dodecahidratado

[NazHPO4-12H,0] disuelto en agua desionizada (0,1 mol/L, 60 ml) se afiadié gota a gota
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(1 ml/min) a la solucién del complejo de quelato formado por los iones de calcio y la
solucion de semilla de uva. El pH de las soluciones se mantuvo en 9 mediante la adicién
de amoniaco [NHs3-H20]. A continuacién, la suspensién se agité durante 2 h a 60 °C.
Posteriormente, la suspensidn resultante se envejecié a 37 °C durante 72 h. Tras el
envejecimiento, la suspension se centrifugd y se lavd cinco veces con agua desionizada.
Posteriormente, las NPs se secaron a 37 °C por 24h (Figura 20). La cantidad de productos
qguimicos se calculé para preparar aproximadamente 1 g de nHAp. La soluciéon de
tratamiento se prepard al 15% p/v disolviéndola en agua destilada (resultando un 5%

p/v de nHAp). El pH final de la solucién fue de 8,80.

Figura 20. nHAp_PA sintetizadas.

Ciclaje de pH: El proceso de desmineralizacidn se realizd mediante el método de ciclaje
de pH modificado por Marquezan et al. [18] de manera similar a la empleada en la Parte
| (Figura 16) de esta tesis doctoral. Los especimenes se sumergieron en 1 ml de una
solucion desmineralizante (2,2 mM CaCl,, 2 mM NaH;POa4, y 50 mM de 4cido acético
ajustado a un pH de 4,8) durante 8 horas y, posteriormente, en 1 ml de una solucién
remineralizante (1,5 mM CaCl;, 0,9 mM NaH;PO4, y 0,15 M KCl y ajustada a un pH de 7,0)
durante 16 horas. Este procedimiento se llevé a cabo durante 14 dias renovando las

soluciones diariamente, sin agitacién, y a temperatura ambiente.

Todos los reactivos para la preparacion de las soluciones fueron suministrados

por Sigma-Aldrich (>99,0% de pureza) y se utilizé agua ultrapura (MilliQ, Millipore). Las

soluciones de tratamiento se realizaron a temperatura ambiente (23 °C).
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Preparacion de las muestras de dentina y disefio experimental

La presente investigacion fue aprobada por el Comité de Etica de la Universidad
de Granada (n2 1896-2020). Se limpiaron veinticinco dientes anteriores sanos extraidos
por razones periodontales y se almacenaron en solucidon de timol al 0,1% hasta la
preparacion de las muestras. Se obtuvieron setenta y cinco especimenes en forma de
barritas de dentina (6 x 1 x 1 mm?3) de la dentina coronal media utilizando un disco de
diamante en una maquina de corte Accutom 50 (Struers A/S, Ballerup, Alemania) bajo
refrigeracién por agua. La eliminacién completa del esmalte, la presencia de dentina en
toda la superficie y la ausencia de microfisuras se comprobaron con un
estereomicroscopio SZ-TP (Olympus, Tokio, Japdn) a un aumento de 20 X. Las muestras
se distribuyeron aleatoriamente en cinco grupos experimentales (n = 15) segun el tipo
de tratamiento: Sano (sin tratamiento), Control (ciclaje de pH), nHAp, nHAp_PAy PA. Los
especimenes correspondientes al grupo sano (control negativo) se sumergieron en agua
destilada durante todo el periodo experimental. Los grupos restantes fueron sometidos
al proceso de ciclaje de pH durante 14 dias. Tras el proceso de des-re, los especimenes
correspondientes al grupo control (control positivo) se sumergieron en agua destilada.
Cada barrita de los grupos restantes se sumergié en 1 ml de la solucién de tratamiento
respectiva (es decir, solucién nHAp, solucion nHAp_PA o solucion PA) en un tubo de

plastico (Eppendorf®) durante 1 minuto bajo agitacion continua.

En el presente estudio se siguieron las especificaciones ISO 11405 para el
almacenamiento y la manipulaciéon de las muestras. Tras 1 minuto de inmersién en la
solucién, los especimenes se lavaron con agua ultrapura durante 1 minuto y se
sometieron inmediatamente al ensayo de flexidén en tres puntos, asi como los de los
grupos sano y control. Tras el ensayo, cada espécimen se almacend en un tubo de
plastico con agua ultrapura hasta su andlisis mediante ATR-FTIR y DRX. Para los analisis
termogravimétricos, los especimenes se secaron y pulverizaron utilizando un mortero de
agata. Todos los experimentos se llevaron a cabo a temperatura ambiente (23 °C). El

disefio experimental completo se ilustra en la Figura 21.
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Preparacion de los especimenes
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Figura 21. Diagrama de la metodologia empleada en la parte Il de la tesis doctoral.

Prueba mecdnica
Para evaluar las propiedades mecanicas de las quince barritas incluidas en cada
grupo, se determiné la resistencia a la flexion (MPa) mediante ensayo de flexion en tres

puntos (como se describe en la seccion 4.1.1 de la Metodologia, pagina 25).

Reflectancia total atenuada - Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(ATR-FTIR)

Tras el ensayo mecdnico, todas las muestras de dentina se analizaron utilizando
un espectrémetro ATR-FTIR (como se describe en la seccidn 4.2.1 de la Metodologia,
pagina 2727). A partir de las mediciones del area de los picos, se determinaron los
siguientes parametros: la cantidad relativa de mineral respecto a la matriz organica
(PO4/Amidal), la cantidad de carbonato en el mineral (CO3/P0Qa), el indice de cristalinidad

(IC) y la cantidad de enlaces cruzados del colageno (LKN).

Difraccion de rayos X (DRX)

Tras evaluar la composiciéon quimica mediante ATR-FTIR, dos muestras (barritas
de 1x1 mm de seccién transversal) de cada grupo se analizaron mediante DRX para
definir el contenido mineral a partir de la intensidad total de las reflexiones de la apatita

con un difractdmetro de cristal Unico equipado con un detector de area PHOTON 100-
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SC. La mineralogia y el tamafio de los cristalitos de las nanoparticulas nHAp y nHAp_PA
se caracterizaron utilizando un difractdmetro de rayos X X'Pert Pro. Ambas técnicas se

describen en la seccidn 4.3.1 de la Metodologia, pagina 31.

Termogravimetria (TGA)

Finalmente, para determinar cuantitativamente la cantidad de componentes
minerales de la dentina, dos especimenes de cada grupo se analizaron por
Termogravimetria utilizando un equipo TGA/DSC1 Mettler-Toledo (como se describe en

la seccién 4.2.2 de la Metodologia, pagina 29).

Andlisis estadisticos

Se calcularon la media y la desviacion estandar para la prueba de flexién en tres
puntos y los datos del ATR-FTIR. La homogeneidad de las varianzas y la normalidad de la
distribucién se comprobaron mediante las pruebas de Levene y Shapiro-Wilk,
respectivamente. Como los resultados mecdanicos no presentaron homogeneidad y los
datos ATR-FTIR no se ajustaron a una distribucion normal, las comparaciones entre los
grupos se realizaron mediante las pruebas de Kruskal-Wallis y U de Mann Whitney. Todos
los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS 24.0 (SPSS Inc., Chicago, EE.

UU.). Se establecid un nivel de significacion de p<0,05.

[1.3 RESULTADOS

Andlisis mediante ATR-FTIR

La Figura 22 muestra espectros de ATR-FTIR representativos de muestras de la
dentina de todos los grupos experimentales y demuestra que los grupos sometidos a
ciclaje de pH perdieron una cantidad notable de mineral. Las muestras tratadas
mostraron un aumento en los componentes organicos (amidas) y una disminucién en los
componentes minerales (carbonatos y fosfatos) asi como un desplazamiento de la banda
principal de fosfato vs PO4. Ademds, observamos una mayor sefial v4 POs en la dentina
tratada con nHAp y nHAp_PA. Los tratamientos con proantocianidina (grupos nHAp_PA
y PA) mostraron la aparicion de un hombro en torno a ~1100 cm™, un aumento de los

picos en 1284 cm™/1205 cm™ y en la banda CHa.
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Figura 22. Espectros ATR-FTIR de las muestras de dentina: Control (linea azul), tratadas con nHAp (linea
roja), nHAp_PA (linea amarilla), PA (linea verde) y Sanos (linea rosa).

Los parametros relacionados a la composicién quimica obtenidos mediante
espectroscopia infrarroja (Tabla 4) mostraron una notable reduccion en el grado de
mineralizacidon (POs/Amidal) en los grupos de tratamiento. Ademds, también hubo una
reduccion en el contenido de carbonato con respecto al fosfato (CO3/PO4) indicando que
el carbonato fue preferentemente perdido del mineral durante este proceso. También
se observé que los valores de IC fueron mayores en los grupos tratados en comparacion
con el grupo sano, lo que indica que el mineral que queda después del tratamiento tiene
una mayor cristalinidad. Por ultimo, se observé un mayor grado de entrecruzamiento del

coldgeno (LKN) en los grupos PA'y nHAp_PA.

Tabla 4. Composicion quimica de la dentina determinados por ATR-FTIR. Los valores se expresan
como media (DE). Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos
(significacion p < 0,05).

Sano Control nHAp nHAp_PA PA

POs/Amidal ~ 4.383 (0.94)% 1.307 (0.43)"  1.520(0.36)" 1.120(0.37) © 0.785 (0.29) ¢

C0s/PO;  0.738(0.019)® 0.008 (0.010)® 0.010 (0.012)® 0.004 (0.010) > 0.000 (0.000) ©

Ic 0.538 (0.05)®  1.046(0.30)® 0.910(0.18)° 0.953(0.19)®  1.384(0.44)°

LKN 5.846 (1.79) ¢  5.061(0.74)® 5.026 (0.49)*  5.604 (0.75)® = 6.706(1.13)¢
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Andlisis mediante TGA

Las mediciones termogravimétricas de las muestras de dentina (Tabla 5) también
confirmaron una pérdida significativa de minerales observada por la disminucion de las
cantidades de carbonato (CO3%) y fosfato (PO4%), asi como un aumento del porcentaje
de materia orgdnica (MO%) en todos los grupos experimentales en comparacion con las
muestras sanas no tratadas. Esta materia organica disminuye segun la secuencia PA >

nHAp_PA > nHAp > control > sano.

Tabla 5. Pérdidas de peso (%) de agua, materia orgdnica (MO), COs y PO, obtenidas a partir del
andlisis TGA.

Sano Control nHAp nHAp_PA PA
Agua (%) 8.84 8.54 8.34 9.21 8.62
MO (%) 20.10 22.64 22.90 24.74 24.95
COs (%) 2.16 1.82 1.95 1.85 1.79
PO4 (%) 68.91 67.00 66.80 64.19 64.64
POs/ MO 3.42 2.95 291 2.62 2.59
COs3/ PO4 0.031 0.027 0.029 0.028 0.027

Andlisis mediante DRX

Los espectros obtenidos con los andlisis de difraccion de rayos X de las muestras
en polvo muestran que las particulas de nHAp y nHAp_PA son apatito nanocristalino y
presentan un ensanchamiento de pico anisdtropo significativo debido a su forma
alargada a lo largo del eje c (Figura 23). El tamafio de los cristalitos calculados fueron 22
x 9 nm (nHAp) y 17 x 8 nm (nHAp_PA). El andlisis de las barritas de dentina mediante
difraccion de rayos X 2D (Figura 24) mostré una marcada reduccidn en la intensidad total
de las reflexiones de apatita del grupo control, confirmando una reduccién del contenido
mineral en las muestras de dentina sometidas a ciclaje de pH. Sin embargo, la dentina
tratada con particulas nHAp_PA mostrd valores de intensidad total comparables a las
muestras sanas (no tratadas), lo que indica una remineralizacién potencial de la dentina
por nanoparticulas de apatita funcionalizadas. Ademas, la dentina tratada con PA

también mostré un valor de intensidad elevado.

63



I1.3 RESULTADOS

......

Cownty
»
= 211
e B nHAp
me 1

nHAp_PA
256
1 1 002
o 3

a

1w f\
m 1 % 310

\

g N /\.
- b ~ 4N % s e PR . T

26"

Figura 23. Espectros de DRX de las nanoparticulas de nHAp (linea roja) y nHAp_PA (linea amarilla).
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Figura 24. Contenido mineral estimado a partir de la intensidad total de las reflexiones de la apatita
(DRX) de las muestras de dentina sometidas a diferentes tratamientos.

Propiedades mecdnicas - Ensayo de flexion en tres puntos

Los ensayos de flexidn en tres puntos mostraron diferencias significativas en las
propiedades mecdnicas de las distintas muestras de dentina (Figura 25). En concreto, la
dentina tratada con nanoparticulas nHAp y nHAp_PA presentaron los mayores indices

de resistencia a la flexion.
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Figura 25. Resistencia a la flexion de las muestras de dentina determinada mediante ensayo mecdnico de
flexion en tres puntos. Letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos (significacion p <
0,05).

1.4 DISCUSION

Nuestros resultados muestran como el tratamiento con nHAp_PA invirtié los
efectos producidos por el ciclaje de pH en la dentina, aumentando la cantidad mineral
observada mediante los andlisis quimicos. En concreto, este tratamiento incrementé el
contenido mineral y el porcentaje de fosfato como se puede observar mediante los
resultados de DRX y ATR-FTIR en las muestras. Ademas, el tratamiento promovid la
induccion de enlaces cruzados de coldgeno (ATR-FTIR), asi como una mayor cantidad de
sustancias organicas (TGA), indicando asi la incorporacién de minerales y la estabilizacion
de la matriz dentinaria. Asimismo, estos efectos del tratamiento con nHAp_PA en la
composicidon quimica y mineral de la dentina previamente desmineralizada, mejoraron
las propiedades mecanicas de la dentina. En consecuencia, los principales hallazgos de
la presente investigacion sugieren que la combinacion de nHAp y PA resulta en una
estrategia alternativa y eficaz para fortalecer la dentina desmineralizada debido a su
capacidad para promover la remineralizacion al mismo tiempo que mejora la estabilidad

del coldgeno en un tiempo muy corto (1 minuto) de tratamiento.

El modelo de ciclaje de pH se utiliza para simular in vitro los cambios dindmicos
en los niveles de pH y en el contenido mineral asociados al proceso natural de la caries

[18,96]. Cabe destacar que el ciclaje de pH se realizé a temperatura ambiente, se podrian
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esperar resultados mas significativos a 37 °C. Asimismo, nuestros resultados mostraron
que los valores de POs/Amidel y CO3/PO4 (ATR-FTIR; Tabla 4), de contenido mineral (DRX;
Figura 24) y contenido de %CO3 y %P0O4 (TGA; Tabla 5) disminuyen desde el grupo sano
al grupo control, evidenciando la desmineralizacién que ocurre durante el proceso de
ciclaje de pH [112,138]. También observamos que los componentes minerales
pobremente cristalinos, carbonato y fosfatos de apatito (dreas de sub-bandas de 1020
cml) son preferentemente perdidos durante la desmineralizacion [111,112]. Esto explica
el aumento observado en el valor del indice de Cristalinidad determinado por la relacién
entre fosfatos de apatito de alta y baja cristalinidad (Tabla 4) y el desplazamiento de la
banda vs PO4 (ATR-FTIR; Figura 22). Por otro lado, el crecimiento epitaxial sobre los
cristales de HAp remanentes durante la fase de remineralizacién también puede

producir un aumento en la cristalinidad [39].

Los métodos empleados para la sintesis de apatita (nHAp y nHAp_PA) producen
nanoparticulas de tamafio de aproximadamente 20 nm [134,137], tamafio que parece
ser adecuado para la infiltracién en dentina [53]. Cabe destacar que el grado de
infiltracion en la dentina depende del tamafio de la particula, las particulas mas
pequefias presentan una mayor capacidad de infiltracién [53,55,133]. Durante la etapa
de remineralizacion en el ciclaje de pH, la precipitacién de HAp puede producirse a través
de una transicion cristalina metaestable (formacién de fosfatos cdlcicos amorfos) o por
mecanismos de control cristalografico (crecimiento epitaxial). No obstante, la
transformacién cristalina observada tras los tratamientos con nanoparticulas puede
haberse producido por una combinacién de mecanismos de remineralizacién vy
recristalizaciéon en los que pueden intervenir varios factores fisicoquimicos. Estos
procesos de cristalizacion serian posibles gracias a la capacidad de la matriz dentinaria
de actuar como una base/modelo y de crear un entorno de recristalizaciéon adecuado
[39,133]. El analisis mineralégico obtenido por difraccion de rayos X confirmdé que el
grupo nHAp_PA presenta una mayor intensidad total de reflexiones de apatita (Figura
24). Ademas, los grupos nHAp y nHAp_PA también presentaron una mayor cantidad de
contenido mineral v4 POs medido por ATR-FTIR (Figura 22). La cantidad de mineral en la
solucion de nHAp fue de 15% p/v, mientras que en la solucién de nHAp_PA fue de

aproximadamente 5% p/v (es decir, aproximadamente un 5% de nanohidroxiapatita y un
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10% de proantocianidina). En el grupo PA, la concentracién de PA fue del 6,5% p/v. La
DRX mide la contribucién de difraccién de las fases cristalinas, mientras que el ATR-FTIR
mide la absorcion molecular de compuestos quimicos especificos en la superficie de la
muestra. Aunque en los resultados del ATR-FTIR no encontramos diferencias
significativas entre los grupos experimentales, la DRX mostrd diferencias en la cantidad
de mineral. En el analisis termogravimétrico, que considera la masa total de la muestra,
observamos que hay mds contenido de CO3 y CO3/POs en los grupos nHAp y nHAp_PA,
lo que coincide con la composicidn de las soluciones. Asimismo, observamos un mayor
contenido orgdnico (MO%) en los grupos PA y nHAp_PA, lo que confirma la correcta

incorporacién de PA.

Los factores que afectan a la solubilidad del apatito mineral son complejos e
incluyen el método de preparacidn, las propiedades de cristalinidad y el grado de
sustituciones idnicas en la red del apatito [139]. El apatito altamente cristalino tiende a
ser mas insoluble, mientras que el poco cristalino se disuelve mds rdpidamente
[112,138,139]. Durante la desmineralizacién inducida por dacidos, se produce una
disolucién selectiva de la apatita poco cristalina, que se asocia con cristales mas
pequefios y mal organizados. Los cristales de apatita recién formados durante la
remineralizacidén son ricos en iones labiles de carbonato y en fosfato dcido que se unen
débilmente haciéndolos altamente reactivos y solubles [111,112]. La eliminacién
selectiva de la apatita menos cristalina deja el mineral restante enriquecido con cristales
mas cristalinos, mds estables y mas ordenadamente orientados [112]. Dado que el IC
estd relacionado con la proporcién entre fosfatos de alta y baja cristalinidad y la DRX con
el contenido mineral, se espera que los minerales ricos en fosfato de baja cristalinidad
sean mas solubles en un medio acido. Tales hallazgos son mas notables en el grupo PA
probablemente debido al nivel acido (con valores de pH = 4,85) de la solucién de
tratamiento. En consecuencia, debido a la acidez de la solucion de PA, la apatita mas
cristalina permanece en la dentina mientras que la apatita poco cristalina se disuelve.
Por otra parte, investigaciones anteriores [128] también observaron mediante andlisis
de DRX una mayor deposicién mineral en la dentina desmineralizada tratada con PA.

Estos resultados se atribuyeron al mecanismo quelante de la PA en el que los grupos
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hidroxifenilo pueden actuar como ligandos con los iones calcio y fosfato promoviendo la

deposicion mineral sobre las fibrillas de colageno [128,129].

Asimismo, la incorporacidon de PA a la matriz dentinaria se evidencia por la
aparicién de un hombro a ~1100 cm™ [121,140], el aumento de los picos a 1284 cm-
1/1205 cm™ [134], el aumento de la banda CH; [134,140] y la mayor induccién de enlaces
cruzados de colageno [121] observados en los grupos nHAp_PA y PA (Figura 22 y Tabla
4) En este sentido, se ha establecido que los anillos aromaticos y los grupos hidroxilo
fendlicos de la PA tienen fuertes interacciones moleculares con los grupos hidroxilo,
carboxilo, amino y amida del coldgeno de la dentina mediante enlaces de hidrégeno e
interacciones hidrofdbicas [68,120,141]. Los enlaces cruzados de coldgeno intra e
intermoleculares inducidos adicionalmente, proporcionan bioestabilidad y refuerzan la
matriz dentinaria [59]. Por lo tanto, la mayor cantidad de enlaces cruzados de colageno
observados en los grupos con PA (Tabla 4) pueden proporcionar una mayor estabilidad
para la deposicién mineral y una matriz dentinaria mas alineada que facilita la
remineralizacién [49]. Adicionalmente, la temperatura de descomposicidon reportada
para las moléculas de PA se encuentra en el rango de 300-500 °C [134], lo que
corresponde con el ligero aumento de %MO observada en los grupos de PA en el
presente estudio (Tabla 5). Por lo tanto, los datos de TGA (Tabla 5) confirmaron el mayor
%MO en los grupos PA y nHAp_PA validando los resultados de ATR-FTIR sobre la
incorporacién de la PA en la dentina mencionados anteriormente. Es importante seialar
gue como el TGA mide el porcentaje del contenido en las muestras, tanto mineral como
organico, es posible observar que los valores mas altos de %MO resultan en un valor
proporcionalmente mds bajo de %P0Os. Ademads, las proporciones de POs/Amidel y
CO3/POs mostradas en ATR-FTIR (Tabla 4) estan respaldadas por los resultados de
PO4/MO y CO3/P0O4 en TGA (Tabla 5) siguiendo la misma tendencia.

Teniendo en cuenta la caracterizacién composicional descrita anteriormente,
hemos observado que la adicién de nHAp a la PA fue capaz de modificar las
caracteristicas quimicas y estructurales de las nanoparticulas mejorando su
incorporacién a la dentina desmineralizada. Aunque la nHAp contiene mas mineral (15%

p/v) que la nHAp_PA (5% p/v de nanohidroxiapatita), esta Ultima mostré una mayor
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mineralizacién en DRX evidenciando el efecto sinérgico de la PA con la nHAp. Estos
cambios a nivel mineral confirmados por una mayor cantidad de mineral observada
mediante analisis DRX apoyan el potencial de remineralizacién de la nHAp_PA. Estos
efectos globales también se asociaron a una mejora de la respuesta mecanica de las
muestras de dentina. Cabe destacar que no existe ninguna recomendacién sobre la
relacidn longitud x grosor x anchura de las barritas de dentina coronal para los ensayos
de flexidon en tres puntos. Las medidas de las muestras de dentina utilizadas en este
estudio pueden haber generado tensiones de cizallamiento que pueden producir efectos
no lineales debido a los puntos de carga y apoyo. No obstante, la prueba de flexiéon en
tres puntos reveld diferencias significativas entre los grupos de tratamiento (Figura 25).
Como era de esperar, en nuestro estudio los grupos nHAp y nHAp_PA presentaron la
mayor resistencia a la flexion como consecuencia de sus caracteristicas composicionales
y mineraldgicas previamente descritas. La mayor infiltracion de nHAp y la alteracién de
la estructura de la dentina son capaces de promover la recristalizacion vy, en
consecuencia, aumentar la resistencia a la flexion [55,137]. Contrariamente a estudios
previos [65,66,119,128,141], el grupo PA presentd una baja resistencia mecénica similar
al grupo control (Figura 25). No obstante, en todos estos estudios el pH de las soluciones
se ajusté a aproximadamente 7 y la solucién de PA se aplicé durante 2 a 30 minutos.
Como se ha mencionado anteriormente, la mineralizacién producida por el tratamiento
con PA fue diferente a la de los otros grupos probablemente debido a su diferente
solubilidad en ambientes acidos generando una mayor disolucién de fosfatos
pobremente cristalitos [128]. Ademas, es posible que el tiempo de tratamiento en el
presente estudio no fuera lo suficientemente largo para que el PA actuara. Por tanto el
mineral formado y su asociacidn con la matriz organica presentaron diferentes
propiedades que afectaron a su comportamiento mecdnico [142]. En consecuencia, en
base a los resultados obtenidos de la composicién y propiedades minerales y su
respuesta mecanica asociada, nHAp PA presenta un efecto prometedor para el

tratamiento clinico en la dentina desmineralizada.

Dos mecanismos podrian explicar la capacidad de la PA para promover la
remineralizacién: la estabilizacion de la matriz organica que actia como soporte para la

deposicidon mineral y como barrera contra la pérdida mineral y la capacidad para formar
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complejos PA-calcio [37,59,65,66,128,129,143]. Estudios previos confirman que la PA
tiene un efecto sinérgico sobre la dentina desmineralizada cuando se combina con otros
agentes remineralizantes [142,144,145]. Asi como en el presente estudio, aunque no
existen evidencias de mineralizacidon intrafibrilar, la PA adicionada a un agente
remineralizante parece ser capaz de estabilizar la matriz orgdnica y promover la

remineralizacion extrafibrilar [129].

Teniendo en cuenta los limites de este estudio, consideramos que la nHAp_PA
tiene un interesante potencial para promover la remineralizacidon al mismo tiempo que
mejora la estabilidad del coldgeno en la dentina desmineralizada. Ademas, este efecto
se consigue tratando la superficie de la dentina durante 1 minuto, que es un tiempo de
tratamiento clinicamente factible. Por lo tanto, se rechaza la hipdtesis nula, pues se
observaron diferencias significativas entre los tratamientos con nHAp, PAy nHAp_PA en
la dentina. No obstante, dado que este estudio evalia principalmente el
comportamiento de estas nanoparticulas en dentina, los hallazgos actuales deberian

confirmarse en la interfase dentina-resina y evaluar su adhesién a largo plazo.

[1.5 CONCLUSIONES

El tratamiento con nHAp_PA puede ser una estrategia alternativa para fortalecer

la dentina desmineralizada debido a su capacidad para mejorar la estabilidad del

colageno y reforzarlo.
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Capitulo IlI

El uso de nanohidroxiapatita funcionalizada con proantocianidina

como un primer para la adhesion dentinaria

Este trabajo se encuentra en revision en la revista cientifica Dental Materials (en

21/01/2024).

1.1 INTRODUCCION

A pesar de los esfuerzos realizados en las investigaciones en tecnologia adhesiva
para prolongar el tiempo de vida de los materiales, el fracaso prematuro de las
restauraciones dentales sigue siendo motivo de preocupacion [25]. Varios factores
contribuyen para garantizar la longevidad de la restauracidon dental. Uno de los mas
relevantes es la formacidn de una capa hibrida (HL) firme y estable mediante la completa
infiltracion y polimerizacién de la resina en la matriz de coldgeno desmineralizada [34].
En caso de infiltracion incompleta de la resina, pueden tener lugar una serie de
fendmenos de degradacién hidrolitica y procesos degradativos enzimaticos de las
fibrillas de coldgeno denudadas mediados por proteasas derivadas del huésped como
las metaloproteinasas de matriz (MMP) y las cisteinas catepsinas (CT), que conducen al

debilitamiento temprano de las restauraciones [28,146].

Para prevenir estos procesos degradativos y estabilizar la integridad del colageno,
las investigaciones actuales se estan centrando en el desarrollo de materiales bioactivos
con propiedades remineralizantes, antiproteoliticas y reticuladoras [147]. Entre los
diferentes reticuladores de coldgeno que se han investigado en la literatura reciente
[148,149], la proantocianidina (PA) ha demostrado un gran potencial en la estabilizacién
de la matriz de colageno expuesta mediante el establecimiento de enlaces covalentes,
idnicos, de hidrogeno e interacciones hidrofébicas [59,121]. Se ha demostrado que la
aplicacién de PA en la dentina mejora sus propiedades mecanicas [122,130,150,151],
inhibe las MMP y las CT [63,64,126] y remineraliza las lesiones de caries artificial
[65,66,129] al mismo tiempo que presenta baja toxicidad y alta biocompatibilidad
[130,131].
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En el capitulo 2 de la presente tesis doctoral, hemos demostrado un importante
potencial de la PA funcionalizada con nHAp como un biomaterial con prometedoras
propiedades remineralizantes [152]. La formacién del complejo nHAp_PA fue capaz de
promover la remineralizacién al mismo tiempo que mejord la estabilidad del coldgeno
en la dentina desmineralizada con un tiempo de tratamiento clinicamente aceptado
[152]. De esta manera, el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de las nHAp_PA
utilizadas a diferentes concentraciones como un primer en la resistencia a la
microtension (LTBS). Ademas, se evalud la actividad enzimatica enddégena en la dentina
desmineralizada con el uso de un adhesivo autograbante tras 24 h y 6 meses de
almacenamiento en laboratorio. Asi, las hipdtesis nulas probadas fueron que (1) no
existen diferencias en la fuerza de adhesion entre los grupos experimentales, (2) no
existen diferencias en las actividades de las MMP entre los grupos experimentales y que

(3) el envejecimiento no influye en la fuerza de adhesion ni en la actividad de las MMP.

111.2 MATERIALES Y METODOS

Reactivos y productos quimicos

El extracto de semilla de uva producido a partir de Vitis vinifera L. (95%
proantocianidina) fue proporcionado por Infisa - Instituto Fitoldgico s.I. (Barcelona,
Espana, lote n? 200938). Los reactivos utilizados para la sintesis de las nanoparticulas y
para la produccién de caries artificiales (AgNOs, CaCl,, NaH2PO4, acido acético, KCly NH3z)
fueron suministrados por Pancreat (Barcelona, Espaia) y Scharlau (Barcelona, Espana).
Durante todo el experimento se utilizé agua desionizada ultrapura (Milli-Q Millipore,

Merck, Molsheim, Francia).

Sintesis de las nanoparticulas

Siguiendo protocolos anteriores [21,22] y de manera similar a la descrita en la
metodologia de la parte Il de la presente tesis doctoral, se sintetizaron nanoparticulas
de hidroxiapatita funcionalizadas con proantocianidina (nHAp_PA) por el método de

precipitacién quimica (péagina 57).
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Preparacion de las muestras y disefio experimental

La presente investigacion fue aprobada por el Comité de Etica de la Universidad
de Granada (#1896-2020). Cincuenta molares permanentes humanos sanos, recogidos
previo consentimiento informado, se limpiaron y almacenaron en solucién de timol al
0,1% a 4 °C hasta la preparacion de las muestras. Se eliminaron el esmalte oclusal y las
raices 2 mm por debajo de la unién cemento-esmalte utilizando una Isomet 11/1180
(Buehler, Lake Bluff, EE. UU.) con un disco de corte de diamante (MOD 13, Struers,
Ballerup, Dinamarca). La superficie de dentina expuesta se lijé con papel de carburo de
silicio de grano 280 durante 60 segundos para crear una capa de barrido dentinario

estandarizado. A continuacion, las muestras se enjuagaron con agua destilada.

Las muestras se asignaron aleatoriamente a cinco grupos experimentales (n=10
por grupo) segun el tratamiento de la dentina: i) control negativo (sin tratamiento); ii)
control positivo (14 dias de ciclaje de pH); iii) ciclaje de pH + nHAp_PA 2%; iv) ciclaje de
pH + nHAp_PA 6,5%; v) ciclaje de pH + nHAp_PA 15%. Los especimenes correspondientes
al control negativo (grupo i) se sumergieron en agua destilada. Los grupos restantes se
sometieron a un procedimiento de caries artificial mediante el método de ciclaje de pH
de la misma manera que en la descrita en la metodologia de la parte | y Il de la presente
tesis doctoral (Figura 16). Tras el ciclaje de pH, se cred otro grupo control (grupo ii /
control positivo). Los especimenes del grupo control positivo se sumergieron en agua
destilada y los demas grupos se sometieron a un pretratamiento con soluciones que
contenian nHAp_PA. Las soluciones de pretratamiento de la dentina se prepararon al 2%,
6,5% y 15% p/v disolviendo las nHAp_PA en agua desionizada y el pH final de las
soluciones fueron 7.5, 7.35 y 7.25, respectivamente. El disefio experimental completo se

ilustra en la Figura 26.
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1) 4TBS y Zimografia in situ
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Figura 26. Diagrama de la metodologia empleada en la parte Il de la tesis doctoral.

Procedimientos de adhesion

Los grupos controles (negativo y positivo) no recibieron pretratamiento antes de
los procedimientos de adhesidn. Los grupos experimentales fueron pretratados con una
solucién de nHAp_PA al 2%, 6,5% o 15% durante 60 s con agitacion suave utilizando un
aplicador totalmente saturado. A continuacién, se enjuagaron las superficies y se
secaron suavemente con aire. Después del pretratamiento de la dentina, en todos los
grupos, incluidos los grupos controles (negativo y positivo), se aplicé un adhesivo
autograbante Universal Clearfil Se Bond 2 (Kuraray Noritake, Okayama, Japdn) siguiendo
las instrucciones del fabricante (Tabla 6). Finalmente, se construyeron restauraciones de
resina compuesta de aproximadamente 6 mm de altura aplicando incrementos de 2 mm
de composite hibrido Brilliant Ever Glow Submicron (Coltene, Altstatten, Suiza). Cada
incremento se fotopolimerizé durante 20 s utilizando una lampara de polimerizacién LED
(Blue-phase, Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein) que se verificé que tenia una
potencia luminica de 1200 mW/cm?, segln indicaba el radiometro (Bluephase Meter,
Ivoclar Vivadent, Schaan, Liechtenstein). Por ultimo, las muestras se almacenaron en
agua destilada durante 24 h. Los materiales utilizados para los procedimientos de

adhesion se describen en la Tabla 6.
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Tabla 6. Materiales utilizados y su composicion quimica, numero de lote, fabricante y modo de

aplicacion.

Materiales

Composicion quimica

Modo de uso

Extracto de
Semilla de

Uva

95% Proantocianidina

2%, 6.5% 0 15% p/v en
solucién acuosa: Aplicar en
la superficie dentinaria por

60 s con agitacidn suave
utilizando un aplicador
saturado. A continuacién,
enjuagar las superficies y
secar suavemente con

aire.

Sistema
adhesivo
Clearfil SE

Bond 2

Primer: 10-MDP, HEMA,
Dimetacrilato alifatico
hidrofilo, dI-

Canforquinona, Agua

Adhesivo: 10-MDP,
HEMA, Bis-GMA,
Dimetacrilato alifatico

hidréfobo, dI-
Canforquinona,
Iniciadores, Aceleradores,

Silice coloidal silanada

Aplicar el primer con un
aplicador y dejarlo actuar
durante 20s. A
continuacion, secar
durante 5 s con un flujo de

aire suave.

Después del primer,
aplicar el adhesivo y
fotopolimerizar durante 10

S.

Composite
hibrido
Brilliant Ever

Glow

Metacrilatos, vidrio
dental, silice amorfa,

oxido de zinc

Nidmero Fabricante
del lote
Infisa,
210296 Barcelona,
Espafia
BQO0O55
Kuraray
Noritake,
Okayama,
Japén
BJ0081
Coltene,
J39958 Altstatten,
Suiza

incremento durante 20 s.

Después de los
procedimientos de
adhesidn, aplicar
incrementos de 2 mm de
composite y

fotopolimerizar cada

methacrylate, Bis-GMA: bisphenol A diglycidylmethacrylate.

Abreviaturas: 10-MDP: 10-methacryloyloxydecyl dihydrogen phosphate, HEMA: 2-hydroxyethyl

77



[11.2 MATERIALES Y METODOS

Ensayo de resistencia a la microtension (uTBS)

Diez dientes por grupo se seccionaron como se describe en la seccién 4.1.2 de la
Metodologia, pagina 26. Las barritas de cada diente se dividieron aleatoriamente en dos
subgrupos: 24 h (TO) o 6 meses de envejecimiento (T6) a 37 °C, renovando el agua
destilada semanalmente, antes de las mediciones de UTBS. La resistencia a la
microtensidon se determind como se describe en la secciéon 4.1.2 de la Metodologia,

pagina 26.

Los fallos se analizaron con un estereomicroscopio SZ-TP (Olympus, Tokio, Japén)
con un objetivo de 50X para determinar el modo de fractura y se clasificaron como
cohesivos en dentina (CD), cohesivos en composite (CC), mixtos (M) y adhesivos (A). Se
seleccion6 aleatoriamente una muestra fracturada por grupo para obtener imagenes
representativas de la interfase mediante microscopia electrénica de barrido (SEM;
Phenom XL G2 Desktop SEM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, EE. UU.) a 10 kV (Figura
27). Antes del andlisis con SEM, todas las muestras se procesaron siguiendo el protocolo
de procesamiento comun para SEM: fijacidn, deshidratacién gradual con alcohol y

recubrimiento con carbono.

Figura 27. Microscopio SEM Phenom XL G2 disponible en el Departamento de Mineralogia y Petrologia
de la Facultad de Ciencias.
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Zimografia en gel

La zimografia en gel se realiz6 como se describe en la seccion 4.4.1 de la
Metodologia, pagina 33, y se definieron cinco grupos experimentales: i) mineralizados
(control negativo); ii) desmineralizados con acido fosférico al 10 % durante 10 mina 4 °C
(control positivo); iii) desmineralizados como se ha descrito anteriormente y tratados
con nHAp_PA al 2%; iv) desmineralizados como se ha descrito anteriormente y tratados
con nHAp_PA al 6,5%; v) desmineralizados como se ha descrito anteriormente y tratados
con nHAp_PA al 15%. Los tratamientos con soluciones que contenian nHAp_PA se

realizaron durante 30 min a 4 °C protegidos de la luz.

Zimografia in situ de las interfases resina-dentina
Se seleccionaron aleatoriamente dos barritas de 5 dientes preparados para uTBS,
tanto en TO como en T6. La zimografia in situ se realizé como se describe en la seccién

4.4.2 de la Metodologia, pagina 34.

Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se realizé mediante IBM SPSS 23.0 (SPSS Inc., Chicago, EE.
UU.). El andlisis de los datos de UTBS se realizé utilizando el diente como unidad
estadistica (n = 10 dientes) promediando la fuerza de adhesién de las barritas de cada
diente. Cada diente produjo una media de 6 barritas, una media de 3 barritas por tiempo
de envejecimiento. La distribucidon normal y la homogeneidad de la varianza de los datos
de UTBS y de zimografia in situ se confirmaron con las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene,
respectivamente. Para analizar los datos se utilizaron analisis de varianza de dos vias
(ANOVA; variables: método de tratamiento y tiempo de envejecimiento) y la prueba post
hoc de Tukey. Las diferencias entre los tiempos de envejecimiento de cada grupo se

investigaron mediante pruebas t pareadas. El nivel de significacidn se fijé en p< 0,05.

[11.3 RESULTADOS

Ensayo de resistencia a la microtension (uTBS)
En la Figura 28 se pueden observar los principales resultados de los ensayos de

resistencia adhesiva por microtension (UTBS). El analisis ANOVA de dos vias mostrd una
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interaccidn estadistica significativa entre el tiempo de envejecimiento y el tratamiento
aplicado (p = 0,02). En TO, todas las muestras tratadas mostraron valores superiores de
UTBS en comparacién con las muestras de los grupos controles positivo y negativo (p <
0,001) sin diferencias entre ellas. Tras 6 meses de envejecimiento, el grupo tratado con
nHAp_PA 2% presentdé un valor de uTBS mas elevado en comparacién con todos los
demas grupos. Las muestras del control negativo presentaron un valor de uTBS mas bajo
qgue los demds grupos siguiendo el siguiente orden: nHAp_PA 2% > nHAp_ PA 6,5% =
nHAp_PA 15% 2> control positivo > control negativo (p < 0,007). Ademas, las pruebas t
pareadas mostraron que todos los grupos disminuyeron los valores en T6 en

comparacién con TO (p < 0,008).

*
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= 20 l
- M
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5
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Control Control nHAp_PA 2% nHAp_PA 6,5% nHAp_PA 15%
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mTO =76

Figura 28. Resultados del ensayo de resistencia a la microtension a las 24 h (T0) y tras 6 meses de
envejecimiento artificial (T6). Letras mayusculas diferentes indican diferencias significativas entre grupos
en T0. Letras minusculas distintas indican diferencias significativas entre los grupos en T6. Los asteriscos

indican diferencias significativas entre los tiempos estudiados en cada grupo. Significacion p < 0,05.

El tipo de fractura de las muestras en los diferentes grupos experimentales se
evalué mediante su distribucién de frecuencias y los principales resultados se resumen
en la Figura 29. Los fallos de tipo adhesivos y mixtos predominaron en todos los grupos
tanto en TO como en T6. La prevalencia de fallos mixtos fue mayor en los grupos tratados,
mientras que los fallos adhesivos predominaron en los grupos controles (negativo y

positivo) en TO. Cabe destacar que las muestras de dentina tratadas con nHAp_PA 2%
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mostraron un 42% de fracturas en composite en TO. La incidencia de fallos adhesivos
aumenté tras el envejecimiento, especialmente en los grupos experimentales en
comparacién con los controles (negativo y positivo). A los 6 meses, el modo de fractura
mas frecuente en todos los grupos fue el adhesivo. La Figura 30 y la Figura 31 muestran
imagenes de SEM representativas de las superficies dentinarias fracturadas en los
tiempos TO y T6 de todos los grupos estudiados. Estas imagenes muestran la presencia
de tubulos dentinarios abiertos en los grupos controles (negativo y positivo) tanto en TO
como en T6 y tubulos dentinarios sellados por tags de resina en el grupo nHAp_PA 2%

en TO.

nHAp_PA 15%
nHAp_PA 6,5%

=2}
=

© nHAp_PA 2% S,
Control positivo TS0 oo
Control negativo G ae,
nHAp_PA 15%
nHAp_PA 6,5% IINZSZANIsosss 3% )

e nHAp_PA 2% TG 2 g s
Control positivo
Control negativo

0

=X

20% 40% 60% 80% 100%

BA BM mCD = CC

Figura 29. Porcentajes de los modos de fallo: adhesivo (A), mixto (M), cohesivo en dentina (CD) y
cohesivo en composite (CC) al inicio (TO) y a los 6 meses de envejecimiento (T6).
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Figura 30. Imdgenes de SEM representativas de las superficies de dentina fracturadas en TO. (A - E)
Menor aumento (500 X, escalas: 500 um) y (a - e) mayor aumento (2000 X, escalas: 80 um) de las zonas
limitadas por la seccion amarilla en (A - E). (A) Grupo control negativo con fallo adhesivo. (a) Presencia
de una capa de adhesivo y tubulos dentinarios abiertos. (B) Grupo control positivo con fallo mixto. (b)
Presencia de tubulos dentinarios abiertos, capa de adhesivo y resina compuesta. (C) nHAp_PA 2% con
fallo mixto. (c) Presencia de tubulos dentinarios sellados por tags de resina, capa de adhesivo y resina
compuesta. (D) nHAp_PA 6.5% con fallo mixto. (d) Presencia de capa adhesiva y resina compuesta. (E)
nHAp_PA 15% con fallo cohesivo en resina compuesta. (e) Presencia de resina compuesta en toda la
superficie. Flechas: tubulos dentinarios abiertos. Puntas de flecha: tubulos dentinarios sellados por tags
de resina. A: Adhesivo. D: Dentina. CR: resina compuesta.
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Figura 31. Imdgenes de SEM representativas de las superficies de dentina fracturadas en T6. (A - E)
Menor aumento (500 X, escalas: 500 um) y (a - e) mayor aumento (2000 X, escalas: 80 um) de las zonas
limitadas por la seccién amarilla en (A - E). (A) Grupo control negativo con fallo adhesivo. (a) Presencia
de una capa adhesiva y varios tubulos dentinarios abiertos. (B) Grupo control positivo con fallo adhesivo.
(b) Presencia de tubulos dentinarios abiertos en su mayoria y una capa adhesiva. (C) nHAp_PA 2% con
fallo adhesivo. (c) Presencia de una capa adhesiva y fractura en dentina. (D) nHAp_PA 6,5% con fallo
mixto. (d) Presencia de resina compuesta. (E) nHAp_PA 15% con fallo mixto. (e) Presencia de dentina,
capa adhesiva y resina compuesta. Flechas: tubulos dentinarios abiertos. Cabeza de flecha: tubulos
dentinarios sellados por tags de resina. A: Adhesivo. D: Dentina. CR: resina compuesta.
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Zimografia en gel

La Figura 32 muestra los datos cualitativos y cuantitativos de la zimografia en gel.
La dentina desmineralizada mostré la mayor actividad enzimatica de las formas pro y
activa de MMP-2 (72 kDa y 66 kDa, respectivamente) y MMP-9 (92 kDa y 86 kDa,
respectivamente), mientras que la dentina mineralizada mostré la menor actividad de
ambas MMP. Ademas, todos los grupos tratados con nHAp_ PA demostraron una
reduccion de la actividad enzimdtica en comparacion con el grupo desmineralizado,

presentando casi el mismo nivel de actividad gelatinolitica que el grupo mineralizado.

A
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Figura 32. (A) Andlisis de zimografia en gel de los grupos estandar (STD), dentina mineralizada (Min),
dentina desmineralizada (Demin) y tratados. (B) Cuantificacion de las bandas de los pixeles del andlisis
de zimografia.
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Zimografia in situ de las interfases resina-dentina

La actividad enzimatica en la interfase resina-dentina se analizé in situ mediante
microscopia de fluorescencia. La Figura 33 muestra imdagenes representativas de la
interfase resina-dentina para todos los grupos experimentales. La presencia de actividad
gelatinolitica se evidencia por la sefial de fluorescencia que se distribuye principalmente
en los tubulos, siendo especialmente intensa en el control positivo. La Figura 34 muestra
los resultados cuantitativos de los niveles de actividad gelatinolitica en las interfases
resina-dentina en todos los grupos. Puede observarse que los efectos principales
(tratamiento y envejecimiento), asi como su interaccién, influyeron significativamente

en el nivel de fluorescencia de la dentina en los diferentes grupos (p < 0,001).

T0
Control positivo Control negativo nHAp_PA 2% nHAp_PA 6,5% nHAp_PA 15%

nHAp_PA 6,5% nHAp_PA 15%

Figura 33. Interfases resina-dentina incubadas en gelatina conjugada con fluoresceina en TO y T6 meses.
La imagen superior de cada grupo se adquirié con canal verde y muestra la fluorescencia en los tubulos
dentinarios y dentro de la capa hibrida de los grupos analizados. La imagen inferior de cada grupo se
obtuvo fusionando la imagen de contraste de interferencia diferencial (DIC) (que muestra la densidad
Optica de la interfase resina-dentina) y la imagen adquirida con el canal verde. Abreviaturas: D: dentina;
HL: capa hibrida; R: composite de resina; TO: 24 h de envejecimiento; T6: 6 meses de envejecimiento.

Considerando los tratamientos analizados al inicio (TO), el control positivo
demostrd una actividad enzimatica significativamente mayor en comparacién con los
demas grupos (p < 0,001). El pretratamiento con nHAp_PA redujo la actividad enzimatica

dentinaria en comparacion con el control positivo. Sin embargo, no fue capaz de inhibir
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completamente la actividad enzimatica y reducirla al nivel del control negativo
independientemente de la concentracién de las nanoparticulas del primer (control
positivo > nHAp_PA 15% = nHAp_PA 6,5% > nHAp_PA 2% > control negativo). Tras el
envejecimiento (T6), la actividad gelatinolitica en el grupo control positivo siguié siendo
mayor que en el control negativo, nHAp_PA 6,5% y nHAp_PA 2% (p < 0,009). Ademads, no
fue diferente del grupo nHAp_PA 15% (p = 0,326). nHAp_PA 15% demostré una actividad
gelatinolitica significativamente mayor en comparacién con el grupo control negativo (p
=0,035). Entre los demas grupos investigados, no hubo diferencias significativas. Por otra
parte, la actividad enzimdtica disminuyé significativamente tras 6 meses de
envejecimiento artificial (p < 0,05) en todos los grupos, excepto en el grupo control

negativo (p < 0,031) que se mantuvo el mismo nivel (bajo) de fluorescencia.

250
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: ﬁlill{

Control Control nHAp_PA 2% nHAp_PA 6,5% nHAp_PA 15%
Positivo Negativo

Intensity (Pixels/pum?)

mTO =T6

Figura 34. Cuantificacion de la actividad gelatinolitica en las interfases resina-dentina de todos los
grupos analizados.

1.4 DISCUSION

A pesar del rapido desarrollo de la odontologia adhesiva en las Ultimas décadas,
sigue siendo necesarias nuevas estrategias para prevenir la degradacion de la adhesion
y promover la longevidad de las restauraciones dentales. En el presente estudio, se
investigaron los efectos de las nanoparticulas de hidroxiapatita funcionalizadas con
proantocianidina (nHAp_PA) utilizadas como un primer en la longevidad de la interfase

adhesivo-dentinaria. Nuestros resultados verificaron que la aplicacion de nHAp_PA enla
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dentina sometida a ciclaje de pH mejord la resistencia de adhesién y redujo las
actividades de MMP-2 y MMP-9 después de 6 meses. Ademas, el grupo nHAp_PA al 2%
demostrd tener los resultados mas prometedores en todos los andlisis estudiados. Por
lo tanto, se rechazan las dos primeras hipétesis nulas, puesto que existieron diferencias
entre los grupos experimentales en la resistencia de la unién adhesivo-dentina y en las
actividades de las MMP. Ademas, los valores de resistencia de la union en T6
disminuyeron y la actividad enzimatica enddégena aumenté en todos los grupos en

comparacién con TO0, por lo que también se rechazd la tercera hipdtesis nula.

Investigaciones anteriores no encontraron ninguna diferencia entre el uso de un
sistema adhesivo de autograbado o de grabado-lavado en la resistencia a la microtension
cuando se aplicaban agentes reticulantes [153,154]. Dado que el modo de autograbado
en dos pasos es el protocolo de adhesidn estandar para la dentina [155], decidimos
probar un sistema adhesivo de autograbado de dos pasos en la presente investigacion.
Ademas, la eleccidn de las concentraciones de nHAp_PA en este estudio se basé en las
concentraciones utilizadas habitualmente en las investigaciones actuales [156—159].
Asimismo, hemos probado las nanoparticulas en dentina desmineralizada creada por un
proceso de ciclaje de pH. Este método parece ser mas apropiado para simular un sustrato

comparable a la capa de dentina afectada por la caries [18].

Es bien sabido que la proantocianidina forma fuertes enlaces insolubles entre su
grupo hidroxilo fendlico y el grupo carbonilo amida del coldgeno de la dentina [59]. Esta
interaccién entre el coldgeno y la PA es capaz de aumentar la dureza de la dentina
desmineralizada, mantener la integridad de la estructura compleja del colageno, facilitar
la interdifusion de los mondmeros, favorecer la remineralizacion e inhibir la actividad de
las colagenasas [154,160]. Algunas revisiones sistematicas y metaanalisis concluyeron
gue debido a las propiedades mencionadas anteriormente, la aplicacion de reticulantes
de coldgeno como un primer aumenta la fuerza de adhesién inmediata y a largo plazo
[154,160,161]. Estas conclusiones estan de acuerdo con nuestros resultados, puesto que
los grupos tratados mostraron valores de uTBS superiores a los controles (negativo y
positivo) tanto en TO como en T6 (Figura 28). Tras 6 meses de envejecimiento, no hubo

diferencias estadisticas entre el control positivo, nHAp_PA 6,5% y nHAp_ PA 15%. Sin
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embargo, el nHAp_PA 2% mostrd valores de UTBS superiores en comparacion con ambos
grupos controles. Por lo tanto, nuestros resultados concuerdan que cuanto mas
concentrado es el primer con PA, menor es la fuerza de unidn [162]. Esto podria deberse
al hecho de que la PA dona dtomos a los radicales libres en proporcién directa a la
concentracidn de PA utilizada, inhibiendo el inicio y la propagacion de la polimerizacidon
adhesiva [162]. Ademas, la adiciéon de nHAp a una mayor concentracién también tiene
un efecto negativo sobre la resistencia de la unidn [163]. Esto puede deberse al hecho
de que, a bajas concentraciones, la nHAp es capaz de infiltrarse en los tubulos
dentinarios, aumentando las propiedades mecanicas, mientras que, a concentraciones
mas altas, las particulas se aglomeran en la superficie y reducen la penetracion adhesiva
en la dentina [164,165]. No obstante, algunos trabajos sugieren que la oclusién de los
tubulos dentinarios por la deposicién de minerales no sdlo facilita la remineralizacidn,
sino que también reduce la degradacién de la interfase y aumenta la fuerza de adhesién
inmediata y a largo plazo [153,166]. Segun nuestros resultados, la nHAp no perjudicé la
resistencia de adhesidn y podria ser una fuente de liberacién de calcio y fosfato. Ademas,
los mayores valores de UTBS de los grupos tratados pueden atribuirse al efecto
acumulativo del rendimiento de la PA combinado con la nHAp, pues la nHAp también
puede interactuar con la apatita dentinaria, reforzando y estabilizando la matriz
dentinaria [167]. Asimismo, los sistemas adhesivos de autograbado tienen mondmeros
funcionales capaces de interactuar quimicamente con la hidroxiapatita dentinaria [33].
El adhesivo de autograbado Clearfil Se Bond 2 utilizado en el presente estudio, contiene
el mondmero 10-metracriloxidecil dihidrogenofosfato (10-MDP) que forma un fuerte
enlace quimico con la hidroxiapatita célcica de la dentina, dando lugar a la formacién de
un nuevo fosfato calcico [33]. La aplicacion de nHAp como un primer sobre la dentina
proporciona ubicaciones adicionales de Ca%* para reacciones quimicas con el 10-MDP,
estableciendo una unién quimica-mecdnica [168,169]. Esta interaccidn potencial de la
nHAp con el sistema adhesivo también puede ser otro factor que explique el aumento

de la fuerza de adhesidn en los grupos tratados.

Las frecuencias de los modos de fallos (Figura 29) mostré que en TO la mayoria
de los modos de fractura de los grupos tratados fueron mixtos, mientras que en los

grupos controles (negativo y positivo) fueron adhesivos. En T6, todos los grupos
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mostraron una mayoria de fallos adhesivos (Figura 29). Curiosamente, el grupo nHAp_PA
2% presentd un 42% de fallos en resina compuesta en TO. Esto podria indicar que la
fuerza de adhesién resina-dentina promovida por este primer excedio la fuerza cohesiva
acumulada dentro del composite. Ademas, las imagenes de SEM mostraron tags de
resina dentro de los tubulos dentinarios en este grupo (Figura 30c), mientras que ambos
grupos controles presentaron tubulos abiertos en TO (Figura 30a y Figura 30b). En T6, los
grupos controles (negativo y positivo) también mostraron, en su mayoria, tubulos

abiertos (Figura 31ay Figura 31b).

Cuando son activadas por agentes acidos durante el protocolo adhesivo, las MMP
y CT detectadas en el fondo de la capa hibrida degradan el colageno tipo | que no fue
infiltrado por los mondmeros de resina [146]. Por lo tanto, el uso de primers bioactivos
con reticuladores para inactivar las MMP y prevenir la degradaciéon de la interfase
adhesiva es una estrategia valida para conseguir la longevidad de la restauraciéon
[69,170]. El modo de accidn de los reticuladores es doble, por un lado estabilizan y
refuerzan la matriz dentinaria, mientras que por otro son inhibidores inespecificos de las
MMP debido a su capacidad para inducir cambios conformacionales en las propias
enzimasy, simultdneamente, enmascarar los sitios de clivaje de la enzima en la molécula
de colageno [68,69]. Se sabe que el hidroxilo fendlico de la PA interactla con la amida
carbonilproteica del colageno de la dentina a través de enlaces covalentes, idnicos, de
hidrogeno e hidrofdbicos, formando enlaces cruzados fuertes y permanentes [59].
Ademas, la gran fraccidn galloil de la PA ofrece mas grupos hidroxilo para la reticulacion,
lo que proporciona un mejor rendimiento [59]. En el presente estudio, la deteccién de
las actividades de las MMP se realiz6 mediante zimografia en gel y zimografia in situ. La
zimografia de gelatina con polvo de dentina revelé una mayor actividad enzimatica en el
grupo desmineralizado, mientras que el grupo mineralizado mostrd la menor actividad
(Figura 32). Ademas, el uso del nHAp_PA como un primer disminuyd la actividad
enzimatica tanto de la proforma como de las formas activas de MMP-2 y MMP-9.
Asimismo, los grupos de tratamiento presentaron casi la misma intensidad de actividad
enzimatica que el grupo mineralizado, lo que confirma el potencial de inactivacién de las
MMP con el pretratamiento de la dentina con nHAp_PA. El andlisis zimografico in situ de

las interfases dentina-resina corroboré la eficacia del uso de los primers en la inhibicién
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de la actividad gelatinolitica dentinaria endégena (Figura 33 y Figura 34). Los resultados
mostraron que el proceso ciclaje de pH antes de la aplicacion del sistema adhesivo indujo
la actividad enzimatica, ya que el control positivo presenté la mayor actividad. Ademas,
tras 6 meses de envejecimiento, nHAp_PA 2% y nHAp_PA 6,5% fueron capaces de
disminuir la actividad enzimatica en la interfase resina-dentina al igual que el control
negativo. Curiosamente, todos los grupos (aparte del control negativo) demostraron una
disminucion de la actividad enzimatica tras el envejecimiento, aunque cabria esperar
que esta actividad aumentara. Esto podria explicarse por el hecho de que los
especimenes fueron envejecidos en agua destilada y no en saliva artificial rica en
minerales necesarios para el funcionamiento de las MMP. En otra investigacidn, también
se describié una disminucién de la actividad gelatinolitica evaluada mediante zimografia

in situ en especimenes envejecidos en agua [171].

Los resultados del presente estudio corroboran que cuando se utiliza PA, se
forman enlaces cruzados fuertes y permanentes en la matriz dentinaria, incluso en
asociacién con nHAp. Ademas, el nHAp_PA puede inactivar las MMP durante un periodo
medio-largo, asi como aumentar la fuerza de adhesién. Los presentes resultados
complementan resultados anteriores en los que la aplicaciéon de nHAp_PA fue capaz de
remineralizar y fortalecer la matriz dentinaria desmineralizada [152]. Nuestros hallazgos
actuales validan los efectos beneficiosos del pretratamiento de la dentina durante 1 min
con nHAp_PA en uTBS y en la inactivacién de MMP-9 y MMP-2. Ademas, el primer con
nHAp_PA al 2% demostré tener el mejor desempefio. De cualquier modo, es
recomendable la realizacion de nuevos ensayos con mayores tiempos de evaluacion, asi

como ensayos clinicos para validar estos beneficios in vivo.

[11.5 CONCLUSIONES

El uso de primers que contienen nHAp_PA antes de los procedimientos adhesivos

parece ser una opcion de tratamiento factible, que ofrece la preservacion de la fuerza

de adhesidn después de 6 meses de envejecimiento artificial, posiblemente debido a la

inhibicidn de la actividad enzimatica. El primer que contiene un 2% de las nanoparticulas
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parece ser el mas eficaz, tanto en términos de adhesion como con propiedades

inhibidoras de las MMP.
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5. Conclusiones

1. Existen diferencias significativas entre la dentina humana y bovina sometidas a
un proceso de desmineralizacion/remineralizacion mediante ciclaje de pH en
cuanto a su composicidn quimica y caracteristicas estructurales que influyen en
la respuesta mecanica. Estas variaciones pueden representar una posible
limitacion al considerar la sustitucion de dientes humanos por bovinos en

estudios in vitro.

2. El tratamiento con nHAp_PA se presenta como una estrategia alternativa para
fortalecer la dentina desmineralizada, puesto que posee la capacidad de mejorar

la estabilidad del coldgeno y reforzarlo.

3. La aplicacién de primers de nHAp_PA previamente a los procedimientos
adhesivos es capaz de preservar la fuerza de adhesion incluso después de 6
meses de envejecimiento artificial. El primer que contiene 2% de estas
nanoparticulas parece ser el mas eficaz, tanto en términos de adhesiéon como en

sus propiedades inhibidoras de las MMP.
4. El tratamiento de la dentina durante 1 minuto con primer de nHAp_PA al 2%

puede ser una estrategia alternativa para aumentar la longevidad de las

restauraciones dentales.
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6. Conclusions

There are significant differences between human and bovine dentin subjected to
a demineralization/remineralization process by pH cycling in terms of their
chemical composition and structural characteristics, which influence the
mechanical response. These variations may represent a possible limitation when

considering the substitution of human for bovine teeth in in vitro studies.

Treatment with nHAp_PA is presented as an alternative strategy to strengthen
demineralized dentin, since it has the ability to improve collagen stability and

reinforce it.

The application of nHAp_PA primers prior to adhesive procedures can preserve
bond strength even after 6 months of artificial aging. The primer containing 2%
of these nanoparticles seems to be the most effective, both in terms of adhesion

and in its MMP inhibitory properties.

Treatment of dentin for 1 minute with 2% nHAp_PA primer could be an

alternative strategy to increase the longevity of dental restorations.
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