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DESCRIPCION

NANOPARTICULAS DE SILICE QUE CONTIENEN L-ARGININA, SU
PROCEDIMIENTO DE OBTENCION Y EL USO DE LAS MISMAS

La invencion se refiere a nanoparticulas de silice mesoporosa (MSNs) que contienen L-
argining, su procedimiento de oblencidn vy ol uso de las mismas. Son particularmente
utiles para la preparacion de adhesivos dentales. Por lo tanto, la presente invencidn
pertenece al campo de los nanomateriales aplicados a ia medicina y, mas

aespacificamente, al drea de la salud dental

ESTADO DE LA TECNICA

A nivel mundial, la caries dental sigue siendo la enfermedad bucal mediada por
hiopeliculas mas prevalente que afecta a ios dientes permanentes de 2.300 millones de
personas en todo &l mundo. Los composites de resina son el mailerial de primera
eleccion vy &l mas ampliaments ulilizado, para restauwrar lesiones de caries vy
restauracionss defectucsas en dientes anteriores y posteriores. Varias razones
contribuyen a su popularidad, tales como su alio rendimiento mecanico y estélico, faci
mangjo v compalibilidad con los principios de la Odoniologia de Minima Intervencidn,
ya gue se colocan de forma adhesiva y, por io lanto, requieren preparaciones menos
invasivas. Sin embargo, 1a longevidad de las restauraciones de composites de resina es
limitada, siendo lg caries secundaria en los margenss de las restauraciones debide a
los acidos de la biopelicula una de as principales razones del fracaso clinico. La caries
secundaria se ha relacionado con la presencia de defecios marginales en una
restauracién, debide a la contraccidn de polimerizacion de los adhesivos vy
compositesrasingsos v a la degradacion de la capa hibrida, permitiendo la penetracidn,
proliferacion y mayor degradacidén de bacierias cariogénicas. Asimismo, la caries
secundaria es significativamente mas frecuente en los pacientes con allo riesgo de
caries. Esio es de enorme importancia, va gue los componentes resineses pueden
astimular &l crecimiento de las baclerias acidogenas al proporcionar una fuente de

carbono y oxigeno.

Una de las estrategias para prevenir el desarrollo de carles secundarias es la
introduccion de modificadores de biopsliculas, principalmente en iog adhesivos

dentales, dado que inhibirian las poblaciones microbianas con accion cariogénica vy
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potenciarian el crecimisnto de las baclerias prosaludables.

Entre los materiales mas ampliamenie utilizados en Odoniologia para ia liberacion de
farmacos se encueniran las nanoparticulas metalicas, particulas poliméricas, micslas,
fiposomas y nanoparticulas de silice mesoporosa (MSNs). En comparacion con otras
nanoparticulas, las MSNs tienen las caracteristicas Unicas de estruclura mesoporosa,
gran drea superficial y volumen de poro, propiedades fisicoquimicas estables, facii
maodificacion de la superficie y buena biocompatibilidad (Jadhav, K.S. et al J. Nanomed.
Res. 2015; 5 00043, Narayan, R.et al. Pharmaceutics 2018, 10, 118-157; Singh P. af
al. ACE Biomaler. Sci. Eng. 2019, 5. 4882-4898). En la sintesis tipica de las MSNs, se
requiere un agente director de ia estructura para ordenar la mesoestructura. Después
de eso, este compuesto necesita ser eliminado de las MSNs para obtener los poros que
albergarian los diferentes productos farmacauticos dependiende de ias aplicacionss.
Recientements, Maorales V. ef al (Adv. Funct Maler 2016, 28: 72917303} han
informado sobre o concepto de agente director de la estruclura con actividad
farmacolGgica (DSDA), basado en el uso de moléculas con actividad farmacoldgica
convenientemente modificadas para ser utilizadas como tensicactives en la sintesis de
MSNs. Estos DSDAs presentan una cabeza hidrdfila, la molécuia bicidgicaments activa,
y una cola hidrocarbonada hidréfoba. Por tanto, 1a quimica supramolecular de estos
agentes en medics acuoses provoca la formacidn de micelas, que promueven la
formacion de las MSNs a través de interacciones electrosiaticas con 1os precursores de
silice correspondientes. De forma adicional, ademas de ordenar la mesosstructura de
fas MSNs, los DSDAs poseen actividad farmacoldgica y, de ahi, desempefian un doble
papel que dota a la MSN sintetizada mediante esle enfoque de atributos médicos

intrinsecos.

La L-arginina es un aminoacide semiesencial presente en la dista y, también producido
naturaimente por el cuerpo vy secretado en la saliva en forma libre o como péptidos
salivales. La L-arginina se considera un modificador de biopeliculas a base de
prebidticos, ya que ciertas bacterias bucales, tales como S, sanguis, & parasanguinis y
S. gordonil, pusden metabolizar la arginina por la via de la arginina deiminasa (ADS),
produciendo amoniaco y neutralizando las condiciones acidas perjudiciales para la salud
bucodental. Es mas, diferentes estudios han demostrade que la arginina inhibe el
crecimiento de bacterias patdgenas, tales como &, mwians (Burne ef al. FEMS Microbiol
Lett, 2000; 183:1-6) vy su incorporacion en pastas de dientes fluoradas ha demostrado

reducir clinicamente la incidencia de caries dental (Xue ef al. J. Dent. 2017, 67. 88-893).
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Por consiguiente, este prebidlice bucal se ha incluido también en su forma libre en
barnices flucrados, cementos de iondmero de vidrio, cemenios de resina curados con

luz para ortodoncia y adhesivos dentales (Geraldell ef al. J. Dent. 2017, 63: 72-80).

El principal tratamiento para restaurar las lesiones de caries consisie en el uso de
resinas compuestas adhesivas debido a sus buenas propiedades. Sin embargo, 1a
progresiva degradacion del adhesive a medio plazo junto con un alto riesgo de caries
posibilitan la aparicion de caries secundarias, permitiendo la prodiferacion de bacterias
cariogénicas. Por esta razon, la presants invencion proporciona nusvas nanoparticulas
para ser utilizadas en adhesivos dentales como fuente de basicidad, derivadas de la L-
arginina, para neufralizar las perjudiciales condiciones acidas que median en el

desarrolio de la caries dental

DESCRIPCION DE LA INVENCION

Los inventores de la presenie invencidn han descubierto que un adhesivo dental gue
incorpora un sistema de administracion de farmacos basado en nanoparticulas de silice
masoporesa (MSNs) que contienen L-arginina libera este aminoacido esencial, gque
actua como fuente de hasicidad para neutralizar las condiciones acidas perjudiciales
que intervienen en &l desarrolio de [a caries dental. Los experimentos in vilro y de cultivo
de bacterias probaron que la L-arginina se liberaba de forma sostenida de las MSNs y
se dispersaba fuera dei adhesivo dental, contribuyendo sficazmente a la reduccidn de
las cepas bacterianas Skeplococcus mutans v Laciobacillus casei. Por otra parte, ias
propiedades mecanicas, adhesivas y cariogénicas del adhesivo dental no cambiaron
significativaments tras la incorporacion de MSNs que contenian L-arginina. Estos

resultados son prometedores para la prevencion de ia caries secundaria.

A continuacidn, un primer aspecto de la presenta invencidn se refiere a nanoparticulas
de silice mesoporosa (MSNs) caracterizadas por que comprenden N-oleoil-L-arginina

dispuesta dentro de los poros de dichas nanoparticulas.

La expresion "nanoparticulas de silice mesoporosa” se refiere a nanoparticulas de silice

(también Hamado didxido de silicio o Si0;) que comprende mesopores.

Pueden producirse interacciones electrostaticas entre la silice y la N-oleoil-L-arginina en

¢l interior de ios poros.
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En una realizacion preferida, las nanoparticulas de silice de la presente invencion tienen
un didgmetro entre 100 v 300 nm, mas preferentements entre 100 y 248 nm, segun o

determinado mediante microscopia elecirénica de fransmision (TEM).

En una realizacidn preferida, los mesoporos tienen un didmetro entre 2 y 10 nm, segun

fo determinado por isolermas de adscorcidn-desorcion de Nz a -198 °C.

En una realizacion preferida, las nanoparticulas comprenden entre un 20 y un 50 % en
peso de N-olecil-L-argining, segun lo determinado medianie analisis fermogravimétrico
(TGA).

QOtre aspecto de la invencion se refiere al procedimiento para la preparacidn de las
nanoparticulas descritas en el primer aspecto de la invencion. Se preparan a partir de
ta metodologia del agente director de la estructura con actividad farmacoidgica (DSDA)
medianie la reaccién entre la L-arginina y el cloruro de oleoilo. El DSDA, asi preparado,
formo micelas que sirven de plantilia alrededor de las cuales se condansan fusntes de
silice obteniendo nanoparticuias de silice mesoporosa con toda su porosidad interior

ccupada por ef DSDA (N-ciecil-arginina).

En parficular, el procedimiento, que se basa en la metodologia de DSDA, comprende
las siguientes slapas:
a) reaccion de L-arginina (Formula 1) vy clorure de oleciio en una solucion de HaO y

acetona para formar N-oleii-L-arginina (formula (i) a pH basico,

\\\\\\\\\\

by dispersion  de la N-olei-l-arginina en agua en presencia de ({3-
aminopropibiirietoxisilane (APTED) mediante agitacion a una temperatura entre 80 y 80
°C durante 12-24,

¢} adicidn de tetraetiloriosilicato (TEOS), como fuente de silice, a la dispersidn formada
en la elapa b), manteniendo la mezcia formada a un pH bdsico, a una temperatura entre
80y 100 °C, durante un tiempo entre 1 y 3 dias, obteniendo asi nancparticulas de silice

mesoporosa.En ia etapa a), a partir de {a L-argining, se obtuvo el DSDA N-olecil-L-
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arginina a través de la reaccion de amidacién entre el grupe aminoe del carbono
asimétrico de este aminoacido v el clorure de olecilo. £l compuesto formado se obtiens
como un solido una vez que la mezcla de reaccidn ha sido acidificadaaunpH entre 3 v
8.

En una invencion preferida, 1a reaccidn en la etapa a) se lleva a cabo a un pH

entre 9y 11, Se puede ajustar afadiendo una solucion de NaQOH.

En una invencidn preferida, la reaccitn enla etapa a) selievaacaboentre 1y 2 h.

En la etapa b), el cardcter anfifiio de la forma N-oleil-L-arginina permite formar micelas
en contacto con el agua. Para neulralizar el DSDA que esta en su forma anidnica, se

utiliza (3~aminopropibiirietoxisitane (APTES) como co-agente director de la coestructura,

En una invencidn preferida, los mmol de APTES utilizados en {a etapa b) son entre 1,1

y 1,5 veces superiores a los de la N-oleil-L-arginina.

En la etapa ¢), las micelas formadas en la elapa b) actian como la plantilia alrededor de
la cual la fuente de silice, tetrastilortosilicato (TEOS), que se polimeriza mediante
autoensambiaje supramolecular para crear el armazon de las nanoparticulas de silice

mMesoporesa.

En una invencion preferida, 1a reaccion en la stapa ¢) se lleva a cabo a un pH 8.5 Se

puede ajustar afadiendo una solucidén de NaQH.

En una invencién preferida, los mmol de TEOS utilizados en la efapa ¢) sonentre 10y

12 veces superiores a los de la N-oleil-L-arginina.

La invencion también se refiere a las nanoparticulas de silice mesoporosa obtenidas por

&l método descrito anteriorments.

Qiro aspecto de la invencion se reflere a una composicion que comprende las

nancparticulas descritas en e primer aspecto de ia invencidn.

En una realizacion preferida, la composicion es una composicion farmacéutica.
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La composicidon farmacéutica incluye preferentemente al menos un  excipiente,

adyuvante y/o vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En una realizacidn preferida, la composicion es un adhesivo dental.

La expresion "adhasivo dental”, como se utiliza en el presente documento, se refiere a
una composicion que puede adherirse a un sustraio dental acondicionado, esmalte v

dentina, vy al composiie de resina gue restaura una cavidad dental cariada

En una realizacion preferida, las nanoparticulas esién en una concentracidnentre 0,1 v
2 % en peso en la composicidn ¢ adhesivo dental, mas preferentemente, entre 0,5 v
2 %, incluso més preferentements, 1 %.

La invencion también se refisre a un adhesivo denial que comprende las nanoparticulas

de la invencion.

El adhesivo dental puede ser cualquiera de los adhesivos dentales convencionales a
base de resina conocidos en ol estado de 13 técnica a los gue s2 han anadido las

nancparticulas de la invenciéon.

En una realizacidn preferida, el adhesivo dental es un adhesivo de grabado y lavado.

En una realizacidn preferida, ef adhesive dental podria oblenerse mezciando bisfenoi-
A-glicidil-metacrilato (Bis-GMA) con 2-hidroxietilmetracrilato (HEMA), siguiendo con la
adicidn de 4-(dimstilamino}benzoato de stilo y canforoquinona vy agitacion en 1a
oscuridad durants al menos 24 h. A continuacion, se afiaden ias nanopariiculas de la

presente invencién, v la mezcia resultante se homogeneiza mediante agitacién.

Qtro aspecio de la invencidn se refiere a las nanoparticulas de la invencidn, o de una

composicion que las comprende, para su uso como medicamento o adhesive dental,

Un ditimo aspecto se refiere a las nanoparticulas de la invencion, ¢ de una composicion

qgue las comprende, para su uso en la prevencidn de la caries secundaria.

La caries secundaria es una lesidn de caries que se desarrolla adyacente a una
restauracion despugs de un pericde de tiempo. Se trata entonces de una lesidn

asociada con restauracionas ¢ seliadores.
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El término "prevencion” como se utiliza en o presente documento, a menos que se
indigue lo contrario, se refiere a inhibir el progreso de, o prevenir el trasforno o afeccidn,

al que se aplica en dichos érminoes, uno o mas sintomas de dicho trastorno o afeccion.

Las nanoparticulas de la presente invencidn han demostrado tener ventajas cuando se
utilizan en adhesivos dentales. En los experimentos de cultivo de bacterias se descubrid
qgue el sistema adhesivo que conienia dichas nanoparticulas proporcionaba una
reduccion significativa de las cepas bacterianas Skrepfococcus mutans y Lactobaciilus
casei For glitimo, su incorporacion a diferentes concentraciones en el adhesivo dental
no produjo ningun efecto perjudicial en las propiedades fisico-mecanicas, propiedades
adhesivas y actividad anticaries. Las nanoparticulas parmiten una liberacién lenta vy
constante del DSDA. El farmaco puede avanzar desde el interior de la nanoparticula
hasta el medio y {a liberacién maxima se estabiece en torne a la mitad de la cantidad
inicial de DSDA en las MSNs. A modo de ejemplo, despuds de 6 h, & material libera
alrededor del 25 % de la liberacidn maxima tedrica del DSDA. En 2 dias, la cantidad
aumentd hasta alrededor del 40 % de la liberacidn acumulada. El material siguid
liberandose después de 7 dias, aungue en una tasa muy baja cuando ia liberacion se

maniuvo en tormno al 44 % de la liberacion maxima tedrica.

Las nanoparticulas incorporadas en los adhesivos dentales han probado ser un enfogue
terapéutico muy prometedor que abre una nueva perspectiva para prevenir la caries
secundaria de forma econdmica, ya que dichas nanoparticulas tienen actividad
terapéutica en comparacion con los adhesivos convencionales, actuando como
maodificador de biopsliculas gue dificulia el desarrolio v la progresion de las lesiones de

caries secundaria.

A menos que se defina de otra manera, todos ios términos téonicos vy clenidificos
utilizados en el presente documento lienen el mismo significado que el gue entiende
normaimente un experto en la materia a la que pertenace la presents invencion. En la
practica de la presente invencidon se pueden utilizar métodos y materiaies similares ¢
gguivalentes a los gue se describen en el presente documento. A o largo de la
descripcidn vy ias reivindicacionss, la palabra "comprende” y sus variaciones no
pretenden excluir otras caracleristicas técnicas, aditives, componentes ¢ etapas.
Objetos adicionales, ventajas y caracteristicas de ia invencion seran evidentes para 10s

experios en la materia {ras examinar la descripcion o pueden aprenderse poniendo en



(6]

10

20

25

3G

35

ES 2 957 907 B2

practica la invencidn. Los siguientes sjemplos vy dibujos se proporcionan a modo

Hustrativo v no pretenden limitar 1a presente invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1. Esquema de la preparacién de un adhesivo dental que contiene las
nanoparticulas de la presente invencidn. La expresion "Arg-Cis en MSN" s refiere a las
nanoparticulas de la presente invencidn y "Arg-Cs en MSN en DAdR" se refiere a un

adhesivo dental que comprende dichas nanoparticulas.

Fig. 2. N-oleoil-arginina (Arg-Crg) en la forma zwilteridnica a un pH fisioldgico.

Fig. 3. Esguema de ia sintesis de MSNs utilizando Abolecil-L-arginina {(Arg-Cqe) como
DSDA.

Fig. 4. Caracterizacion estructural y textural de Arg-Cie en MENs. Micrografia de TEM
{A}, isoterma de adsorcidn-desorcion de Np y distribucion de tamafio de pore (B), patrdn

de difraccion de rayos X de bajo anguio (C) y analisis termogravimétrico (D).

Fig. 5. Liberacion del DSDA Arg-Cqs de las nanoparticulas de Arg-Cie en MSNs.

Fig. 6. Liberacidén del DSDA de arginina a partir de los adhesivos experimentales con
concentraciones de 0,5 % en peso (negro), 1 % en peso {rojo) v 2 % en peso (azul) de
Arg-Cre en MSNs,

EJEMPLOS
Seguidamente, la invencidn se ilustrarad con algunos ejemplos llevades a cabo

por los inventores, con el fin de demostrar {a eficacia del producto de la invencion.

Materiales y métodos

Sintesis de las nanoparticulas de silice mesoporosa gque contienen N-oleoil-
arginina {denominadas Arg-Cis en MENs) v los adhesivos experimentales
Productos guimicos

L-Arginina (298 %), clorure de oleciic (289 %), (3-aminopropibitristoxisilans (AFTES,
98 %), tetrastiiortositicate (TECS, 98 %), solucion de glutaraldehido (50 % en peso en

H.O), acetona (289,5 %), toluene {anhidro, 88,8 %), acido clorhidrico (35 % en pip),
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bisfenob-A-glicidil-metacrilale, Z-hidroxistimetracrilato, 4-(dimstilaming) benzoato de

etifo y canforoguinona se obtuvieron todos elios de Sigma-Aldrich.

Sintesis del DSDA N-oleoil-L-arginina {Arg-Cqs)

A pariir de la arginina, el agents director de la estructura con actividad farmacolégica N-
oleoil-L-arginina se obtuvo a través de la reaccidn de amidacion entre el grupo amino
del carbono asimétrico de este amincdcido y el cloruro de oleoiio (Cqs). La reaccidn se
realizo de la siguiente manera: La L-arginina {1,5 g, 8.8 mmol, 1 equiv.) se disolvid en
una solucién de HO (7 ml) v acetona (4 mi) v la mezcia se agitd a una temperatura en
un intervalo entre 10-15 °C mientras se ajustaba el pH a 10-11 con una solucion de
NaOH 5 N. A continuacidn, se anadio cloruro de oleilo (3 mi, 2,03 mmol, 1,05 equiv.)
gota a gota a la solucion durante 30 min. El pH de |a solucion se mantuvo entre 10-11
mediante la adicion de gotas de la solucidn de NaOH acuoso 5 N. La reaccion se agito
durante 1 hy, después de esto, la temperatura se aumentd a 50 °C mientras se ajustaba
el pH a 3,8 con HCI (37 %). Por ultimo, cuando ef sdlido se disolvid completaments, el
pH se ajustd a 5-8 vy of sdélido final se retird por filtracién y se lavé con agua vy etanol. Ei

solido se caracterizé por completo por 'H, BC RMN y ESIMS.

Sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosa con el DSDA de Arg-Crs (Arg-Cas
en MSNs}

Las MGNs sintetizadas utilizando el DSDA de Arg-Cqs se obtuvieron de la siguiente
manera. £l DDA de Arg-C18 (308 mg, 0,7 mmol, 0,5 equiv.) se dispersd en agua de
milli-Q (50 mi} a 80 °C durante la noche. Al dia siguiente, 1a temperatura se redujo a 60
°C vy se anadid (G-aminopropibtristoxisilano (200 i, 0,854 mmol, 0,681 equiv). La mezcla
resultants s agitd duranie 5 min antes de afadir tetraetilortosilicato (1,84 mi, 8,28 mmiol,
5,90 eqguiv.). Bl pH de la mezcla se ajusto a 8,5 mediante la adicion de algunas gotas de
una solucion de NaOH acuocse 1 M. Después de esio, la reaccidn se agitd 10 min,; se
retird el agitador de la solucidn y la mezcla se calentd duranie la noche a 60 °C. Por
ultimo, al dia siguiente, la temperatura se aumenté a 100 °C y se mantuvo a esa
temperatura durants 3 dias. El sdlido se retird por filtracion, se lave con HyO y stanol, y

s secd al vacio.

Formulacién de adhesivos experimentales
Se obtuvo un adhesivo dental genérico de la siguiente manera: se agitaron 100 mi de
bisfenol-A-glicidil-metacrilato (Bis-GMA) durante 1 hora en presencia de 48 mg de 2-

hidroxietiimefracrilaie (HEMA). Después de esto, se afadieron 1,66 ¢ de 4-

10
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{(dimetilamino)benzoato de stilo v 414 ¢ de alcanforquinona a la mezcla anterior y se

agitd en la oscuridad durante 24 h.

Se afiadieron Arg-Cqee en MSNs al adhesivo vy se homogeneizaron en las
concentraciones de refacion de peso del 0,5 %, 1 % y 2 %, obteniendo tres adhesivos

experimentales diferentes.

Caracterizacidn de las nanoparticulas de Arg-Cis en MSNs

Las mediciones de RMN se efectuaron en un espectrémetre Varian infinity 400 MHz
squipado con un campo magnético de 9.4 T. Los desplazamientos quimicos {(d) se
muestran en ppm v se les hace referencia exiernamente en tetramelilsilano (TMS). Las
mediciones de masa se realizaron mediante cromatografia liquida de ultra alo
rendimiento-espectrometria de masas en tandem (UHPLC-HESI-MS/MS) utilizando una
interfaz de ionizacion por electrospray calentado con VIP {Bruker UHPLC/MS EVOQ™

ELITE) con un detector de triple cuadrupolo.

Las MSNs se caracterizaron mediante microscopia electronica de transmision (TEM)
utilizando un microscopio JEOL JEM 2100 que funcionaba a 200 kV y con una resolucion
de 0,25 nm. Las musestras se dispersaron en etanol v se depositaron sobre una rejilia de
cobre recublerta con carbono. El tamafio y la medicidn de las nanoparticulas se
determind & partir de las micrografias de TEM utilizando &l software Imaged. Las
propiedades texturales se obluvieron a partir de las isotermas de adsorcidn-desorcidn
de N» a -196 °C utilizando un instrumente TriStar 3000 de Micromeritics. Antes de la
medicion, las muestras se calcinaron primere a 550 °C durante 5 h y luego se
desgasificaron a 100 °C durante 24 h con un flujo de N, Se asumid una geometria de
poros tipo rendija para &l calculo de la distribucion de tamafico de mesopore (PSD)
uiiiizando el modelo NLDFT.

Se realizaron analisis FTIR, utilizando la técnica de reflexidn total atenuada (ATR), en
un aparate de la serie Matison Infinity en ef infervalo de longitudes de onda de 4000 a
800 cm™ con un paso progresivo de 2 cm™' y recogiendo 64 barridos para cada andlisis,
Los patrones de XRD se registraron a parlir de las muestras calcinadas en un

difraciometro de polve Philips X'PERT MPD equipado con radiacion Cuka,

Los analisis termogravimétricos se realizaron bajo atmosfera de aire con un sistema Star

Mettler Thermobalance en el intervalo de temperaturas de 40 a 800 °C a 5°C min™'. Se
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utilizd un potencial zeta NanoPlus DLS de Micromeritics para obtener los valores de
potencial zela de las suspensiones de particulas. Las muestras se suspendieron en
agua de mili-Q con una conceniracion de 1 mg mi™' y se¢ sometieron a ultrasonidos

durante 30 min antes de [a medicidon.

Propiedades fisico-mecanicas de los adhesivos experimentales
Resistencia maxima a ia traccidn (UTS)
Se prepararon diez especimenes (n=10) de cada uno de los siguientes adhesivos
utilizando moldes en forma de reloj de arena de 10 x 4 mim {Odeme Dental Research).
Se colocaron en los moldes vy se cubrieron con una tira de Mylar fransparente y un
poriachjetos.
- SBIXT: El adhesive de grabado vy lavade de dos etapas Scotchbond 1XT
{3M Cral Care).
- SBUP: El adhesivo universal Scotchbond Universal Plus (3M Oral Care).
- Sinrelfleno: Un adheasivo experimental sin Arg-C18 en MSNs.
- 0,5 % de Arg-Cs en MSNs: El mismo adhesivo experimental incorporando
Arg-Cis en MENs al 80,5 % como rellenc.
- 1% de Arg-Cie en MSNs: El mismo adhesivo experimental incorporando
Arg-Cie on MSNs al 1 % como refleno.
- % de Arg-Cie en MSNs: El mismo adhesivo experimental incorporando

Arg-Cqe en MBNs al 2 % como rellenc.

Todos se polimerizaron con luz con la unidad LED Elipar 810 (3M Cral Care) a 1200
mWem?® durante 20 segundos. Los extremos de los especimenes se adhirieron a una
mordaza de ensayo con un pegamento de cianocacrilaio v se sometieron a una pruebsa
de resistencia a la raccion en una magquina de ensayo universal {instron 3345, instron
Co, Canton, MA, EE.UU.) a una velocidad de travesafio de 0.5 mm/min. La resistencia
maxima a la traccidn (UTS) se calcuid en MPa ulilizando Ia formula UTS=F/A, donde F
era la resistencia a la traccidn (N} v A el drea de la seccidn fransversal {mm?). Esta
titima se determiné con un calibre digital (Fino GmbH, Mangelsfeld, Alemania) después

de la fractura.

Resistencia a la flexidn (FS) y mdadulo de elasticidad (E}
Se prepararon digz mussiras de forma rectangular de cada uno de los adhesivos
detallados anteriormente ulilizando moldes de silicona de 10 x 2 x 2 mm {Cdeme Dental

Research, Luzerma, SC, Brasil). Los moldes ze rellenaron con los adhesivos y se
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cubrieron con una tira de acetaio y un cubreobjelos. A continuacion, se curaron con luz
durante 20 segundos con la unidad LED Elipar S10. Los especimenes se almacenaron
durante 24 h a 37 °C. La anchura (B) y la altura (H) en mm de los especimenes se
determinaron para los calculos posteriores con un calibre digital. Los espsacimenes se
sometieron a una prusba de resistencia a 1a flexion (FS) en fres puntos en una maquina
de ensayo universal (Instron 3345) con una velocidad de travesano de 0.5 mmm/min. Se
anotd ia carga maxima a 1a fractura (F) en N, v se determind la FS con la siguiente
formula FS = 3FL/AZBH?), en la que L era la distancla entre sopories. También se calculd
gl valor del mddulo de elasticidad (E) mediante una ecuacidn convencional E =
L3F/4wH3d, en la que L es la iongitud de framo de soporte {mm}, w es la anchura del

espécimen en mm, v d es la deflexidn (mm) ala carga F.

Dureza Vickers {VHN)

Se prepararon cinco especimenss en forma de disco de cada adhesive experimental
utilizando moldes de silicona de & x 1 mm. Los moldes se colocaren en un portachistos
de microscopio v se rellenaron con los diferentes adhesivos que se cubrieron con una
fira de acetato vy se prensaron con un portacbietos transparente para eliminar el exceso
de adhesivo. Todos ios especimenes se curaren con iuz come se ha descrito
anteriormente y se retiraron de los moldes 20 min despuss de su preparacién. Se
almacenaron durante 24 h en seco a 37 °C vy se pulieron con un disco de OPA. Las
mediciones de microdureza se realizaron mediante un microdurdmetre  digital Vickers
(Buehler 2101, Lake Biuff, IL, EE.ULL). De registraron diez indentacionss en cada

espécimen aplicando una carga constante de 50 g durante 30 sequndos.

Grado de conversion {DC)

Se prepararon cinco especimenses de cada adhesivo. Cada espécimen se midid antes v
después de la fotopolimerizacidn durante 20 segundos con la unidad de luz de curado
Elipar 810, El DC se determind con un espectrdémetro de infrarrojos con transformada
de Fourier (Excalibur Series 3100, Varian, Walnut Creek CA, EE. UL} El espectro de
absorbancia incluyd 18 barridos con una resclucidn de 2 om™. Para analizar los
espaecimenes no curados, se depositd una gola de cada adhesivo en el sensor de la
maguina y se analizd. Una vez terminado, ia misma mussira se curd con luz durante 20
segundos y se volvid a analizar. El DC de cada adhesivo se calculd de acuerdo con la
ecuacion DC (%) = {1-(Xa/Ya)/(Xb/Yb)} x 100, donde Xa (polimerizado} v Xb {sin
polimerizar) representan {as bandas de los dobles enlaces alifaticos polimerizables C=C

(vinilo}(1835 e}, y Ya (polimerizado) e Yb {sin polimerizar) representan las bandas de
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los dobles enlaces aromaticos C=C (1608 cm™).

Prueba de resistencia adhesiva a ia microtraccion {ptbs}

Una vez obtenida la aprobacion del Comité de Etica de la Universidad Rey Juan Carlos
(Madrid, Espafia), se seleccionaron 30 terceros molares humanos sanos y se
almacenaron en una solucidn de timol al 0,1 % a 4 °C durante un maximo de 3 meses.
La dentina media se axpuso seccionandc la corona paralela a la union amelocementaria
con un diamante a baja velocidad refrigerado con agua (IsoMet 5000 Linear Precision
Saw, Buehier, Lake Bluff, iL, EE.UU.). La dentina se pulid con un disco abrasivo de SiC
de 600 grit (Bushier) durante 60 segundos para crear una capa de barrillo dentinario
estandarizada. Los dientes se asignaron aleatoriamente a seis grupos experimentales,
stendo los mismos descritos para las prusbas mecanicas. Todos los adhesivos se
aplicaron con una técnica de grabado y lavado. Por o tanio, [a dentina se grabd durante
16 segundos con acide fosfdrico al 36 % (DeTrey Conditioner 38, Dentsply Sirona), se
enjuagd durante otros 15 segundos y se secd al aire. Todos los adhesivos se aplicaron
activamente frofandolos durante 20 segundos con una brochita, v los disolventes se
gvaporaron ulilizando una ligera corriente de aire. Los adhesivos se fotopolimerizaron
durante 20 segundos con la unidad de curado LED Elipar $10. Las coronas se
restauraron con e composite universal Ceram. X Spectra ST (Dentsply Sirona) en 3
incrementos de 2 mm cada uno. Cada capa se folopolimerizd durante 20 segundos con
la misma unidad de curado. El area central de ia superficie oclusal de composite se
dibuie con un rotulador permanente. La dentina periférica se dibujd con otro color, asi
como e esmalie. Los especimenas se mantuvieron en agua destilada durante 24 h g
37 C. Los dientes se seccionaron perpendicularmente en las direcciongs X e Y con un
a sierra de diamante de baja velocidad refrigerado con agua (IsoMet 5000 Linear
Precision Saw) para oblener especimenes con una seccion transversal de 0,8 £ 02

e,

Cada espécimen se fijd individualmente a una pletina de Geraldeli de acero inoxidable
corn muescas utilizando un pegamento de ciancacrilalo v se fracciond hasta la fractura
en una maquina de ensayo universal Instron 3345 (Instron) con una velocidad de
travesafic de 0,5 mm/min. La carga a la fractura se registré en Newtons (N) y se dividid
por & drea de cada espécimen para calcular los valores de la resistencia adhesiva a la

microtraccion en MPa. El drea de adhesién se determing con un calibre digital en mm2.
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Estudios de administracidn de L-arginina

£l estudio de administracion de farmacos de DSDA que contenia L-arginina de Arg-
Cison MSENs se realizd suspendiendo las nancoparticulas en agua de mili-Q a 37 °C con
agitacidén. En deierminados momentos, se exirajo 1 mi de ia solucién para su
monitorizacion. Después de la centrifugacion, la concentracion del DSDA en la solucidn
se obtuvo utilizando un espectrometro UY (JASCO V-630} a un maximo de 198 nm. 1
mi de la solucidn exiraida se devolvid luego al medio original directamente después de

fa medicion de UV-vis.,

Los experimentos de liberacion de DSDA de los adhesivos dentales que contenian Arg-
Cisen MSNs (Arg-Cie en MENs en DAdR) se efectuaron de la siguiente manera. Los
especimenes de Arg-Cqz en MSNs en DAdh experimental con una longitud de 30 mm,
una anchura de 10 nmim y un espesor de 2-3 mm se curaren con iuz durante 20 segundos.
Estos especimenes se cortaron en fragmentos mas pequeios de 1-2 mm de longitud,
anchura y espesor. 3e sumergieron 120 mg de estos especimenss en HO de mili-Q
con agitacién a 37 °C y se tomaron alicuotas de 120 min a 1 semana para determinar la
concentracion de DSDA ulilizando UHPLC/MEMS.

Actividad antibacteriana de los adhesivos

Cepas bacterianas vy condiciones de cultive

Las bacterias utilizadas en este estudio fueron Strepfococcus mutans ATCC 25175,
Streptococeus gordonii ATCC 33388 vy Lacfobacilius casei ATCC 383, Las bacterias se
mantuvieron en tubos gque contenian agar infusidn cerebro corazdn (BHI) (Scharlau
Chemie SA, Barcelona, Espaia), a 4°C para su uso adicional en los experimentos. A
partir del subcultivo de cada cepa, se prepard una suspension convencional de 1
McFarland en caldo BHI v se diluyd posteriorments para obtener una suspensidn de
aproximadamente 1x107 unidades formadoras de colonias por mililitro (CFUs/mi} (Ruiz-
Linares ef al. Ann. Clin. Microbiol. Antimicrob. 2014; 20:13:41).

FPrueba de actividad antibacteriana

La actividad antimicrobiana de los materiales se evalud como se ha descriio
previamente (Zhang et al. J. Endod 2009; 35:1051-5; Ruiz-Linares el al Ann Clin
Microbiol Antimicrob 2014, 20:13:41) mediante una prueba de coniacto direcio (DCT)
con algunas modificaciones. Los adhesivos (n = 8/grupo) se insertaron en la pared
lateral de los 96 pociilos de placas de microtitulacion (Nunclon Delta Surface, Nung,
Roskilde, Dinamarca), uno para cada cepa microbiana. £l area se delimitd en dos puntos

en e borde de los pocilios separados por 4 mm v se& recubrid con aproximadamente 30
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ul de cada adhesive ulilizando una punta de pipeta esiénl y un microcepilin. A
continuacion, los adhesivos se curaron con luz durante 20 segundos y, mas tarde, se
colocd cuidadosamente una suspension bacteriana de 10 Wl en la superficie de cada
adhesivo. Las suspensiones bacterianas colocadas en Ia pared de los pocilles no

recubierios se utilizaron como control.

Después de la incubacion en el 100 % de humedad a 37°C durante 80 min, se afadieron
a cada pocilio 200 4t de BHI. A partir de ahi, se mezclaron suavemente con una pipeta
duranta 1 minuto 100 uyl de la suspension bacteriana de cada pocille, se colocaron en
tubos Eppendorf v se rellenaron los pocilios de cada placa de microtitidacion con 100
de BHI para incubar la suspensidn microbiana con los adhesivos durante un periodo de
7 dias.

Se determind ia viabilidad bacteriana, después de 1 h y 7 dias, mediante &l ensayo de
trifosfato de adenosina (ATP) (BacTiter-Glo™ | Fromega, Madison, Wi, Estados Unidos).
Para el ensayo de ATP, se afadieron 100 ul de suspension bacteriana a 100 ul de
reactivo BacTiter-Glo en una placa de 96 pocilios de paredes opacas (Greiner, Monroe,
NC, EE.UU) v a continuacidn se incubs a temperatura ambiente durante 5 min. La
luminiscencia producida se midié con un lumindmetro (GloMax™, Fromega) v se
expresd como el porcentaje de reduccion de las unidades relativas de luz (RLUs) en
cada grupe con respecic al control utilizando la siguiente formula; (1 -
IprusbaRiUs/controiRLUsmedia]} x 100 (Solana ef al., 2017).

Andlisis estadistico

La estadistica descriptiva de los valores oblenidos en las diferentes pruebas se realizd
uiiiizando la media como meadida de tendencia central vy la desviacion tipica como
rmedida de dispersidn. En cuanto a los datos de microdureza, se considerd como unidad

estadistica la media de los valores de cada espécimen.

Los datos obtenidos en las pruebas de UTS, FS, E, VHN, DC y utbs se analizaron
estadisticamente  ulilizando ANOVA de una via para deteclar diferencias
gstadisticamente significativas entre los grupos experimentales. Previamente, la
distribucion normal de cada variable fue confirmada con ¢l test de Shapiro-Wik. Las

comparacionsas post-hoc se analizaron utilizando la prueba de Tukey.

Antes del analisis esltadistico, los datos del porcentaje de reduccidn de las RLUSs
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en todos 10s grupos se sometieron a la fransformacién de Anscombe. Los datos después
de 1 h de contacto para 8. mutans, S. gordoniiy L. casel determinados por Shapiro-Wilk
no eran gaussianos y se realizd una comparacidén general mediante la prueha de
Kruskal-Wallis. Los daios de los 7 dias siguieron una distribucion de Gauss y hubo
diferencias significativas de varianzas entre ios grupos mediante la prueba de Levene.
La comparacion general se determind mediante ANOVA v la prueba post-hoc de

Games-Howesll,

Todas las pruebas estadisticas se realizaron con un alfa presstablecido de 0,05
utilizando ol paquete IBM SPEE Statistics 27 (IBM Corporation, Armonk, Nueva York,
EE.UU).

Resultados y anélisis

Sintesis y caracterizacién de N-oleoil-L-arginina {Arg-Cis)

Un derivado lipidico de la arginina, N-olecil-L-arginina (Arg-C+s), s5& sintetizo por primera
vz para gue actuara como agente direcior de la estructura con actividad farmacolégica
(DEDA), es decir, una plantilla con actividad farmacoldgica para estimular la formacion
de MGNs. Con este proposito, e DSDA debs tener un cardcter anfipdtico, un grupo de
cabeza hidréfila y una cola hidrdfoba, para abordar la formacion de micelas en e agua.
La L-arginina tiene varios grupos funcionales polares que pueden constituir el grupo de
cabeza polar, para poder actuar como DSDA, ha de afiadirse una cadena lipidica a la

gstructura.

Para sintetizar el DSDA, la L-arginina reacciond con clorure de olecilo para insertar una
larga cadena alifatica en la molécula. Por tanto, N-olecil-L-arginina (Arg-Cie) con
caracter anfifilico, grupe de cabeza polar y cadena lipidica, se obtuvo satisfactoriaments
y se confirmd indudablemente utilizando 'H, *C RMN. El compuesto también se
caracterizé utilizande HPLC-MS v espectroscopia FTIR. El espectro de masas mostrd
fa masa correcta de N-oleoil-L-arginina (Arg-Cis) v el espectro FTIR reveld picos gue

sugerian la formacion satistactoria del producio.

El tensioactivo sintstizado tiene un grupo acido carboxilico y un grupo guanidinio (Figura
2). A un pH fisioldgico, e &cido estaria cargado negativamente (pKa = 3,70) y &l
guanidinio positivamentie (pKa = 12,14), por io gue la molécula estaria en un estado
Zwitterionico con una carga neta nula. En cambio, la L-arginina estaria cargada

positivamente a un pH fisiologico debido al grupo amino extra gue ha sido sustituido en
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N-olecil-L-arginina. Con e fin de evaluar la correcta formacion del producto, se
realizaron mediciones del potencial Z. Se obtuvo un valor de 1,40 mV, muy cercano a

cero, lo que confirma que el fensiocactivo DSDA se encuentra en forma awitleridnica.

Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de silice mesoporosa con DEDAs de
arginina {Arg-Cis en MSNs).

Tras la sintesis y caracterizacion del tensioactivo que contiene L-arginina (DSDA de Arg-
Cis), se prepararon las naneparticulas de MSNs por autoensambiaje con el DEDA. Ei
caracler anfifilo de la molécula de DEDA le permite formar micelas en contacto con sl
agua. Estas micelas actdan come la plantilla alrededor de la cual la fuente de silice,
tetractiiortosilicalo (TEOS), se polimeriza mediante autcensambiaie supramolecular
para crear la estructura de las nanoparticulas de silice mesoporosa. Para neutralizar el
DSDA de Arg-Cqa, que esta en su forma anionica, (3-aminopropilitrietoxisilane (APTES)

se ha ulilizado como co-agente director de ia coestructura (CSDA).

La morfologia v el lamafio de las MSNs sintstizadas con DSDA de Arg-Cie se
investigaron meadiante microscopia electrénica de transmisidn (TEM) v transicidn. Ei
analisis por TEM muestra nanoparticuias con marfologia esférica de envoltura hueca
con tamanos que varian entre 100 nm y 240 nm (Figura 4A). Las mediciones de DLE de
Arg-C18 en MSNs confirmaron un didmetro promedio de nanoparticula de 170 nm, y un

potencial zeta de 1,5 mV en solucion salina tamponada con fosfato.

Las propiedades fexturales de las nanoparticulas se investigaron dlilizando los
gxperimenios de adsorcidn-desorcion de N> del material calcinado (Figura 4B). La
isoterma de Ny presentd un valor de area superficial BET de 318 m? g v un volumen
total de poro de 0,42 om® gt La distribucion de tamaio de pore mostrd un maximo en
un intervalo entre 22 yv 51 nm, 1o que reveld una morfologia de materiales
mesoestructurados. El gran ciclo de histéresis v la amplia distribucion de tamafo de
pore sugieren la adsorcién de moléculas de N; en los vacios intraparticula que se
corresponds con el hueco interno de estas particulas (Martinez-Erro ef &/ Inter J Mol
Sci 2021, 22, 7988). El patrdn de difraccidn de ravos X de bajo anguilo del maternial
calcinado mosird un pico de XRD & 1,6 (28), lo que sugiers una distribucion ordenada
de los poros en ia nancesiructura de las MENs (Figura 4C). La Figura 4D musstra sl
analisis termogravimétrico de ias nanoparticulas de Arg-C1a en MSNs antes y despuss
de su calcinacidn. Ei TGA mosiré una pérdida de peso del 44 % para los componentes

organicos (DEDA v APTES), calculado restando el vaior en peso de ambas muestras a
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800 °C.

El material también se caracterizd mediante espectroscopia FTIR. El espectro mostrd
una banda fuerte e intensa caracteristica a 1037 cm?, que corresponde a la absorcidn
de S3i-0-5i. Este hecho indica que {a reaccion de condensacidn entre los grupos siloxano
de APTES y TEOS ha tenido lugar satisfactoriamente. Es mas, también se puesde
observar en el especiro la presencia de las bandas correspondientes al DSDA,

confirmando de nueve la incorporacion satisfactoria en las MSNs.

Propiedades fisico-mecanicas de los adhesivos dentales sxperimentales

A continuacidn, se incorporaron diferentes cantidades de 0,5, 1y 2 % en peso de Arg-
Cqz en MSN a los adhesivos dentales experimentales v se evaluaron sus propiedades
fisico-mecanicas. De acuerdo con los resultados obtenidos, la incorporacidn de Arg-Cas
en MGSN a diferentes concentraciones en un adhssivo gengrico no fuvoe ningun efecto
periudicial sobre las propiedades fisicas vy mecanicas (Tabla 1). Esto es de suma
relevancia, va gue el desarrolio de propiedades antibacterianas suscita preocupacion
porgue puede comprometer las propiedades fisico-mecanicas de ios adhesivos dentales
experimentaies, la capacidad de adhesidn, ¢ su biocompatibilidad debide a la lixiviacion

de los ingredientes o particulas (Geraldeli ef al. J. Dent 2017, 63: 72-80).

En general, los valores obtenidos para UTS, FS, E, VHN v DC con estos adhesivos
dentales experimentales cargados con Arg-Cqs en MSNs fueron superiores ¢ estuvieron
en &l intervale de los determinados para los dos adhesivos comerciales analizados sin
rellenc. For lo tanto, los adhesivos experimentales que contienen Arg-Ces en MSNs
puaden ser capaces de soporiar las tensiones interfaciales debido a la contraccidn por
polimerizacion del propio adhesivo y del composite de resing, v, asimismo, ias compigjas

fuerzas masticatorias.

En el presente estudio, los adhesives comerciaies, SBIXT y SBU, se utilizaron como
control y referencia de acusrdo con investigaciones anteriores (Moussa ef &/, Clin Oral
invest 2021, 25: 2877-2888). SB1XT es un adhesivo de grabado y lavado de dos etapas
gue ha demostrado un buen rendimiento en estudios clinicos. SBUP es la versidn
maodificada del adhesivo Scotchbond Universal, que fue el primer adhesive universal
lanzado al mercado y €l mas probado. Es mas, las Arg-Cis en M3N se aftadieron a un
adhesivo genérico en lugar de a uno comercial, con el fin de tener informacién y control

de todos los ingredientes incluidos, ya que la composicidon completa no es revelada por
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los fabricantes y pusde afectar a los resultados.

A pesar de los valores fisico-mecanicos adecuados determinados para el adhesivo
analizado, los resultados de UTS, FS, E, UTSVHN v DC no fueron similares y se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre silos (p<0,001). La UT3 es
la tension maxima a la que el adhesivo sufre un falle cohesivo. En el presente astudio,
fos valores mas altos de UTS fusron producidos por SBUP sin diferencias estadisticas
con los del material adhesive al 2 % de Arg-Cis en MSNs en DAdh. Bl adhesivo dental
experimental sin relieno v la version del 0,5 % de Arg-Ciz en MBN en Dadh arrojaron
valores intermedios y similares sin diferencias con el adhesivo al 1 % de Arg-Ciaen MSN
2DaAdh. Los valores mas bajos de resistencia maxima a la fraccidn se obtuvieron para
SB1XT.

En cuanio a los resultados de FS, e adhesive experimental sin relleno arrcjd valores
significativamente mas altos que el resto de ios adhesivos analizades, sequido de los
adhesivos al 0,5 % de Arg-Cre en MSN y al 1 % de Arg-Cisen MSN, y significativamente
mas altos que los obtenidos para el adhesivo al 2 % de Arg-Crzen MSN. Los mayores
valores de FS determinados para el adhesivo experimental sin rellenc pueden explicarse
POr sU composicion homogénea, ya que conliene principalmente mondmeros de
metacrilato. Los valores mas bajos los registrd el adhesivo comercial SBUP, sin
diferencias estadisticas con SBIXT. Esta {endencia también se observd en los
resultados de £, va que todos los adhesivos experimentales, sin relieno o cargados con
nanoparticulas de Arg-Cie en MENs, arrcjaron valores similares y significativaments

superiores a los de los adhesivos comerciales SBIXT y SBUP.

Por o tanto, el aumento de {a cantidad de Arg-Cqz en MSN en el adhesivo genérico no
afectd g los resultados de UTS ni del modulo £, Se considera gue la incorporacion de
nanoparticulas mejora las propiedades mecanicas de los adhesivos dentales, como
aumentar su viscosidad, evitar la formacidn de capas adhesivas finas y conferir
radiopacidad. Por consiguiente, ambos adhesivos comerciales incluyen nanocargas de
silice tratadas con silano en diferentes concentraciones, especificamente, 10-20 % para
SB1XT y 5-15 % para SBUP. No obslante, los adhesivos dentales, a diferencia de los
composites de resing, no pueden tener un rellenc elevado para manienser su
humectabilidad. £s mas, a adicién de carga no parece ser ol principal factor que influye
en algunas propiedades mecanicas vy la concentracidon dptima de estas particulas es

dificil de establecer va que las nanoparticulas fienden a aglomerarse creando puntos

20



(6]

10

20

25

3G

35

ES 2 957 907 B2

debiles que disminuyen la resistencia a la flexion {Azad et &/, Dent Mater 2018, 34: 1263~
127G De acuerdo con estos resuliados, se detectd en nuestros resultados una
tendencia a disminuir los valores de FS a medida que aumentaba la cantidad de Arg-
Cqe en MGSNs.

Los valores de dureza mas alios fueron registrados por &l adhesivo experimental sin
rellenc v e que tenia un 2% de Arg-Cq en MSNs. Los otros dos adhesivos
experimentales con 0,5 % y 1 % de Arg-Cie en MENSs obluvieron una dureza intermedia
y similar. Ambos adhesivos comerciales mostraron una dureza significativamente
menor, siendo SBAXT e méas blando. Por consiguiente, los resullados del grado de
conversidn {(DC) revelaron que los cualro adhesivos experimentales mosiraron
porceniajes similares de grado de conversion, siendo los de la versidn de 0,8 % de Arg-
Cis en MSNs estadisticamente superiores a los registrados para ambos adhesivos
comerciales. Los vaiores mas bajos se obtuvieron de nuevo para &f adhesive comercial
SB1XT.

El grado de conversidn de los adhesivos tras ia fotopolimerizacidn se determind por
FTIR, v también, indirectaments, mediante ensayos de microdureza. Los resultados
obtenidos con ambas metodologias fueron similares, v no se vieron afectados
negativamente por la inclusidn de Arg-Cis en MSNs, independientemente de su
concentracion. Se considera que el grado de conversion predice las propiedades
mecanicas del adhesive e influye en su capacidad de adhesidon. De acuerdo con
nuastres resultados, los adhesives experimentales alcanzaron un grado de curade que
variaba de 35 a 40 %. Es mas, sl grade de conversidon de nuestros adhesivos
experimentales en las versiones sin rellenc ¢ cargadas con Arg-Ci en MSNs fue
significativaments mayor que el de los adhesivos comerciales, especialmente SB1XT.
Ambos, SBIXT y SBU, contienen agua (SBIXT <5 % en pesoy SBUP 10-15 % en peso)
y etanol (SBIXT 25-35 % en peso y SBUP 10-15 % en peso) a diferencia de los
adhesivos  experimentales no  solvatados. Ambos  componentes  acttan  como
disolventes que mejoran la miscibilidad de los componentes del adhesivo, mejoran la
difusion de la resina dentro del sustrato dental vy, especificaments, el agua permite la
ionizacién de los mondmeros acidos incluidos en SBUP. Sin embargo, deben ser
correctamente evaporados durante ia aplicacion clinica, va que su presencia puede
limitar ef grade de curado de los adhesivos. En nuestro estudio, en los especimenss
preparados para VHN v DC, los adhesivos se ulilizaron en blogue y no en capas finas

como se utiizan en una situacion clinica. Por o tanto, i agua y el etanol pusden haber
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guedado afrapados en el polimere con un impacto negativo en su gradoe de conversion
{Dressano ef @l J. Mech. Behav. Biomed. Mater. 2020,110:103875)

Tabla 1. Valores medios (desviacidn tipica) de las propiedades mecanicas v fisicas de

os adhesivos analizados

urTs FS {MPa) E (MPa} | VHN DO (%)
{MPa)
Adhesivos Media Media (DT) Media Media (DT) Meadia (OT)
(07) (D7)
SBIXT 12,88 37,81 (15,18) de 0,483 2,40 (0,55 d 26,40 (3,43)
(2,94) d 6,14} b C
SBUP 61,99 2554 (5818 0,581 831088 ¢c 33,00 (6,89}
(1,78 a G113 b bc
Sin relieno 47,90 178,53 (33,28) a 1,640 11,88 (0,72 a 37,20 (4,09)
(13,84} {G,29) a ab
bo
8,5 % de Ag- | 40,38 108,17 (31,38) b 1,838 9,84 (0,38 b 40,40 (1,14)
Cisen MSNs | (7.61) (0,19) a a
be
1% de Ag- 39,98 82,15 {25,25) bc 1,707 8,08 (1.44) b 36,92 (1,98}
Cien MSNs | (13,73) 0,17y a ab
c
2% de Ag- 51,81 82,02 (18,28) cd 1,766 11,44 (0,19) a 35,84 (1,08)
Ciz en MSNs | (4,85 0,13y a ab
ab

Letras diferentes en g misma columna indican diferencias estadisticaments

significativas entre los adhesivos analizados {(p<,05).

Prueba de resistencia adhesiva a ia microtraceidn

Los valores medios v la desviacion tipica de ia utbs a la dentina de los adhesivos
analizados se muestran en la Tabla 2. Los datos se analizaron sin tener en cuenta los
fallos pre-test. Los valores mas altos se determinaron cuando ef composite de resing se
adhirid con ambos adhesivos comerciales, SBAXT y SBUP. SBUP, un adhesivo
universal, puede ser utilizado en modo grabado v lavado, autograbado o autograbado
con grabado selective del esmalte. En &l presente estudio, se utilizd después de grabar

la dentina con acido fosfarico, asi como los adhesivos experimentales, con ¢ fin de
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sstandarizar la estrategia adhesiva, en funcidn de la eliminacion completa de la capa de

barrillo dentinario.

Se predujeron valores inferiores y similares con los adhesivos experimentales sin Arg-
Cis en MSN o en una concentracion de 0,5 % v 1 %. Los resultados mas bajos se
determinaron para ef adhesivo experimental con 2% de Arg-Cie en MOSNs, sin
diferencias estadisticas con la versidn sin relieno del adhesivo experimental y la que

fiene un 1 % de Arg-Cis en MSNs.

Tabia 2. Valores medios del ensayo de resistencia adhesiva a la microfraccion con los

adhesivos experimentales.

uths (MPa)y Falios pre- N
test (%}

Adhesivos

SBIXT 359(13,9) a 23 67
S8UP 364187 a 31 860
Sin relleno 20,0(8,3) be 37 81
0,5 % de Arg-Cyg en 226886 b 32 84
MSNs

1 % de Arg-Ciz en 20,9 (10,3 be 59 38
MSNs

2 % de Arg-Ciz en 18,3 (7.5 ¢ 52 43
MSNs

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias estadisticamente

significativas entre los adhesivos analizados {(p<0,05).

Paor o tanto, la incorporacion de este prebidtico en las MSN cargadas permitié alcanzar
valores adecuadoes de fuerza de adhesion en contraste con los resultados informados
por Geraldell ef al. {J. Dent, 2017, 63: 72-80), quienss incluyeron arginina libre al 5, 7 y
10 % en un adhesivo genérico de grabado vy lavado obteniendo bajos valores de
resistencia a la microtraccidn. Aunque se considera que las nanocargas aumentan las
propiedades mecanicas de la capa adhesiva, ayudandoe a distribuir las tensiones debido
a la contraccidn por polimerizacion del adhesive v del composite de resina, este efecto
positivo no se observd en nuestro estudio. Por ef contrario, se obsernvd un efecto

perjudicial en la resistencia adhesiva a la microtraccion cuando se aumenté la cantidad
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de las particulas hasta un 2 % en peso, como se observd en los resultadoes de FS. Las
nancparticulas a altas concentraciones pueden aglomerarse, dificultando la difusién en
la dentina grabada v en los tabulos dentinarios. Hay auicres gue han atribuido las
imitadas propiedades adhesivas de los adhesivos experimentales con nanocargas a
una reduccion en e grade de curado que afecta a sus propiedades mecanicas. Sin
embargo, en el presente estudio, esta relacion no se observé, va gue los valores de DC
y VHN fueron mayores para ios adhesivos experimentales rellenos que los determinados
para los adhesivos comerciales, que dieron los valores mas altos de resistencia
adhesiva. La resistencia adhesiva a la microfraccidn de los adhesivos parece estar mas
relacionada con ios valores de E gque con otras propiedades mecanicas y, por
consiguiente, los adhesivos experimentales mostraron un comportamiento distinto v
mas fragil que SB1XT y SBUP.

Estudios de liberacidn de L-arginina

La liberacion del DSDA de L-arginina de Arg-Cig en MSN se investigd sumergiendo el
material en agua de mili-Q a 37 °C v calculande la concentracién en la solucion a
diferentes tiempos. Los mg de DEBDA liberado por gramo de MSN se representaron en
graficas frente ai tiemipo para construir of perfil de la liberacidn (Figura 5). &l material
rmostrd una liberacidn lenta vy mantenida durante varios dias hasta unos 210 mg de
DSDA por gramo de MSNs. Después de 6 h, ef material liberd 110 mg de DSDA, gue
corresponde a alrededor del 25 % de ia liberacidn maxima fedrica del material. En 2
dias, la cantidad aumentt a 180 mg de DSDA y alrededor del 40 % de la liberacion
acumulada. £l DSDA siquié liberandose después de 7 dias, aungue en una tasa muy
baja cuando [a liberacion se mantuvo en tomo al 44 % de a liberacidn maxima tedrica.
Se puede concluir que las naneoparticulas permiten una liberacion lenta v constante del
DSDA. Bl farmaco pusde avanzar desde el interior de la nanoparticula hasta of medio y
Iz liberacion maxima s¢ establece en tomo a la mitad de la cantidad inicial de DEDA en
las MSNs.

Posteriormente, después de incorporar diferentes cantidades de Arg-Cis en MBN en los
adhesivos dentales, se estudio la liberacion del DEDA de Arg-Cqs de la malriz adhesiva,
Las tres resinas diferentes con canlidades de 0,5 % en peso, 1% en peso y 2 % en
peso de Arg-Cqe en MSN se suspendieron en agua de mili-Q a 37 °C. Se tomaron
alicuotas aios 1, 2, 4 y 7 dias para calcular la cantidad de DBDA liberado de {as resinas
y se determind mediante UHPLC/MSMS. La Figura 6 muestra que el adhesivo dental

experimental con 0,5 % en peso de Arg-Cis en MEN liberd 13 ppm al cabo de 1 dig, 24
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ppm a los 2 dias y 33 y 63 ppm de DBDA alos 4 v 7 dias, respectivamente. La cantidad
de DSDA liberade aumentd en consecuencia a medida que se analizaron los adhesivos
de 1v2 % en peso en los experimentos de liberacidon. El adhesivo dental al 1 % en peso
experimentd una liberacion de 24 ppm de DSDA al cabo de 1 dia y de 80 ppm v 105
ppm a fos 4 y 7 dias, respectivaments. Ei adhesive al 2% en pesc liberd
concentraciones de 57, 249 y 229 pom de DSDA al cabo de 1, 4 y 7 dias,
respectivamente. Estos resultados indican la capacidad de DSDA de Arg-Cy de
dispersarse desde el interior de 18 nanoparticula a la resina y finalmenie desde alli al
medio acuoso. Por o tanto, la matriz adhesiva polimérica no solo permite ia liberacidn
de DSDA de Arg-Cqs, 5ino gue también ralentiza significativamente su administracién, lo
gue alarga significativamente la aclividad antibacteriana proporcionada por la arginina

con f tiempo.

Actividad antibacteriana

Los resultados del porcentaje de reduccidn de URLs se muestran en las Tablas 3y 4
para cada cepa bacteriana. A 1 h no hubo diferencias estadisticas entre i0s grupos.
Después de 7 dias, el mayor porcentaje de reduccion de URLs se obluve para una
cantidad de 2 % en peso de Arg-Cys en MSNs en el adhesive dental. La {endencia en
todos los casos fue de aumento de la aclividad antimicrobiana con el aumento de la
concentracidén de nanoparticulas, aungue cabe sefialar gue no hubo diferencias
significativas entre los grupos para 5. gordonii, ni para los adhesivos dentales sin
rellenc, ni para el 0,5 % en pesc de Arg-Cqs en MSN para S, mutans, mientras que hubo
diferencias estadisticas significativas para todos los grupos con Arg-Cig en MSNs en

comparacion con la version sin relleno para L. casei

En el presente estudio, ia L-arginina se incorpord a ias MSNs dande lugar a ias
nanoparticulas de Arg-Cqs en MSNs y, a su vez, estos sistemas de administracién de
farmacos se incorporaron an diferentes concentraciones, por primera vez, hasta donde
se sabe, en un adhesivo dental experimental. Este sistema de Arg en MSN en Dadh
proporciona una actividad antibacteriana adecuada v sostenida con sl tliempo, actuando
como moedificador de biopeiiculas, ya que solo se suprimieron las bacterias cariogénicas.
Este sfecto no fue evidenie de forma inmediata, sin embargo, se observd una reduccidn
significativa del porcentaje de RLUs para S mulans y L. casei después de 7 dias. La
actividad antibacteriana frente L. casei se observd incluso con la conceniracién mas baja
de Arg-Cqs en MSNs. No obstante, en &l casc de S mwulans, se requirid una cantidad de

1% de Arg-Cieen MSNs para obtener una reduccion significativa del porcentaje de
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Rils. Es mas, no se detecto un efecto antibacteriano significativamente mayor cuando
la concentracion de Arg-Cq en MSNs aumentd al 2 % en peso. A pesar de ello, &l
porcentaje de RLUs de S gordonii, los microorganismos bucales responsables del
efecto de incremeanto del pH de la biopelicula bucal, no se vie afectado por la inclusion

de Arg-Cisen M3SN en los adhesivos experimentales.

La inclusidn de un amincdcido natural, como L-arginina, en lugar de agentes
antibacterianos, limita la posibilidad de resistencia antimicrobiana en los patdgenos al
fiempo que promueve &l crecimiento de bacterias beneficiosas que pueden manienar ¢
restaurar la homeostasis en ias biopeliculas advacentes a las restauraciones de
composite de resina. Esto inhibiria o limitaria la progresidn de las lesiones de caries

secundarias.

&l adhesivo dental sin relieno también mostrd un potencial antibacleriano, aungue mas
fimitado que en of caso del sistema de Arg-Cqs en MSN en DAdh, o que podria atribuirse
a la actividad antibacteriana de los componentes no polimerizados del adhesivo, que

son (dxicos para las bacterias.

Tabla 3. Media vy {desviacidn lipica) del porcentaje de reduccidn de RLUs con &l
ensayo de ATP tras 1 h de contacto de los adhesivos con ias bacterias.
Media (DT). n=16/grupo.

% de reduccidn de RLUs

Adhesivos Strepiococcous mutans™ Streplococcus gordonil™  Lactobacifius
casei™

Sin relieno 19,30 (28,10) 17,80 (27,81) 8,74 (13,38)

85% de Arg- 13,82 {25,13) 8,65 (10,96)
22,38 (32,97)

Gz en MSNs

1% de Arg-Cre 17,10 (28,10) 12,77 (12,39)
14,30 (26,59}

en M8Ns

2% de Arg-Cis | 16,50 (24,496) 15,36 (21,40) 11,41 (17,78)

en M3Ns

0,8 % de S8* - - -
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*Valores de control de RLUs: media {desviacion tipica): S. mutans 2167(428); S. gordonii 2426
{(603); L. casel 2022 (234).

*Comparacién general entre grupos determinada por Kruskal-Wallis: 8. mutans (P =0,603);
5. gordonii (F =0,326); L. casei (P =(,438)

83: solucidn salina. RLUs: unidades relativas de luz.

Tabla 4. Media v {(desviacidn tipica) del porcentaje de reduccion de RLUs con &l
ensayo de ATP tras 7 dias de contacto de ios adhasivos con las bacterias.
Media (DT}, n=18/grupo.

% de reduccion de RLUs

Adhesivos | Srreptococcus mutans™ Streptococous gordonii*™ Lactobaciilus

casei™
Sin reliano 34,47 (27,18)° 23,58

32,58 (18,590

(24,02)
85% de 34,66 (26,30)¢ 42,36
Arg-Cis en | 40,88 (17.53)° (21,78)°
MShs
1% de 44 85 (24 85 55,32
Arg-Ces en | 58,52 (11,11)° (20,98)°
MShNs
2% de | 58,58 (8,83)° 503,86 (31,16)° 56,73
Arg-Cis en (25,10}
MSNs
0,9% de - -
S8t )

*Valores de conirol de RLUs: media (desviacion tipica), S, mutans 5524(1888), &.
gordonii 5246 (303); L. casei: 8131{1648).

“*Comparacion general entre grupos determinada por la prusba ANOVA (F < 0,007} con
la correccion de Welch. La misma lefra en superindice leida verticalmenie indica
diferencias que no fueron estadisticamente significativas de acuerdo con la prusba de
Games-Howell.

SS: solucion saling. RLUs: unidades relativas de luz.

ab | etras diferentes en la misma columna indican diferencias esiadisticamente

significativas entre los adhesivos analizados {(p<,05).
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RENVINDICACIONES

1. Nanoparticulas de silice mesoporosa caracterizadas por que comprenden N-

oleoil-L-argininag dispuesta dentro de los poros de dichas nanoparticulas.

2. Nancparticulas de silice mesoporosa, de acuerdo con la reivindicacién 1, que

tienen un diametro entre 100 v 300 nm.

3. Nanoparticulas de silice measoporosa, de acuerdo con la reivindicacidn 1 ¢ 2,

donde los mesopoeres tisnen un diametro entre 2 v 10 nm.

4. Nanoparticulas de silice mesoporosa, de acuerdo con cualguiera de las
reivindicacionas anteriores, donde dichas nanoparticulas comprenden entre un 20 y un

50 % en peso de N-olecil-L-arginina.

5. FProcedimiento de obtencidn de las nanoparticulas de silice mesoporesa
descritas en cualquiera de las reivindicaciones anieriores, caracterizado por que
comprende las siguientes etapas:

a) reaccion de L-arginina y cloruro de olecilo en una solucion de HxO y acetona para
formar N-oleil-L-argining a pH basico,

by dispersién  de la N-oleil-arginina en  agua en presencia de  (3-
aminopropibiirietoxisilane (APTED) mediante agitacion a una temperatura entre 60 y 80
°C durante 12-24 h,

¢} adicidn de tefraetiloriosilicato (TECS), como fuente de silice, a la dispersion formada
en la elapa b), manteniendo la mezcia formada a un pH bédsico, a una temperatura entre
860y 100 °C y durante un tiempo entre 1 y 3 dias, obteniendo asi nanoparticulas de silice

Maesoporosa.

8. Procedimiento, de acuerdo con la reivindicacion 5, donde |a reaccidn en ia efapa

a)sellevaacaboaunpHentre 10y 11

7. Frocedimiento, de acuerdo con la reivindicacion B o 8, donde {a reaccidn en la

gtapa a) se lleva a cabo durante un tiempoentre 1y 2 h.

8. Procedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones & a 7, donds

los mmol de APTES utilizados en la etapa b) son entre 1,1 v 1,5 veces supericres a ios
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de la N-oleil-L-arginina.

Q. Procedimienio, de acuerdo con cualguiera de las reivindicaciones 5 g 8, donde

la reaccién en {a etapa ¢) se lleva a cabo a un pH 9,5.

10. Frocedimiento, de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 5 a 8, donde
fos mmol de TEQOS utilizados en |z etapa ¢) son entre 10 y 12 veces superiores a los de

fa N-oleil-arginina.

11. Composicion que comprende las nanoparticulas descritas en cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4.

12. Composicion, de acuerdo con la reivindicacion 11, donde la composicion es un

adhesivo dental.

13. Composicion, de acuerdo con la reivindicacion 11 ¢ 12, donde las nanoparticulas

gstan en una concentracidén entre 0,1 v 2 % en peso en 13 composicion.

14. Nanoparticulas de silice mesoporosa, de acuerdo con cualgquiera de las
reivindicacionas 1 a 4, o una composicion de acuerdo con las reivindicaciones 10 3 13,

para su uso como medicamento ¢ adhesivo dental.
158. Nanoparticulas de silice mesoporosa, de acusrdo con cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 4, o una composicién de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 13,

para su use en la prevencidn de ia caries secundaria.
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Arg-C18 en MSN en DAdh
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