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1. Prefacio

A partir de las dltimas décadas del siglo XX, la estética se ha constituido en la
piedra angular del ejercicio de la Odontologia, apuntalada por la renovacion de los
canones de belleza, la aplicacion de la tecnologia adhesiva y el surgimiento de
nuevos materiales que han conseguido imitar de modo espléndido las
caracteristicas oOpticas de las diferentes estructuras y tejidos dentales. La adhesion
aplicada a la Odontologia viene siguiendo un compas de desarrollo vertiginoso y
saturado. Es en este marco de predominio estético que surge la necesidad de
resolver algunos inconvenientes que aun hoy dia se presentan, tal como lo es la
imposibilidad de restaurar mediante Odontologia adhesiva inmediatamente luego de
finalizado un tratamiento de blanqueamiento dental. Asi nace el interés por los
agentes antioxidantes, y mas especificamente por su incorporacion en los sistemas
adhesivos. Esto posibilitaria el recambio de las restauraciones plasticas de forma
inmediata posterior a la finalizacién de un tratamiento de blanqueamiento, evitando

demoras e inconvenientes estéticos.



2. Resumen

Introduccién: El blanqueamiento dental disminuye la resistencia de union de las
restauraciones adheridas debido a la presencia de radicales libres de oxigeno que
interfieren con la penetracién y polimerizacién de los sistemas resinosos. El uso de
antioxidantes permite consumir estos radicales y posibilita la realizacion de
restauraciones inmediatamente luego del blanqueamiento. Objetivos: Evaluar el
efecto de la incorporacion de ascorbato de sodio y extracto de semillas de uva al
primer de un sistema adhesivo experimental autoacondicionante de dos pasos, en
su resistencia de unién inmediata a esmalte humano blanqueado. Materiales y
métodos: Se utilizaron 42 terceros molares de los que se obtuvieron 84
especimenes que se dividieron aleatoriamente en 2 grupos: la mitad de los
especimenes no fue blanqueado (S), mientras que la otra mitad fue sometida a un
procedimiento de blanqueamiento (C) con perdxido de carbamida al 45% durante
30 minutos. Posteriormente, los especimenes fueron subdivididos en 3 grupos
dependiendo del sistema adhesivo con el que fueron restaurados: adhesivo sin
antioxidante (Crgr_), con ascorbato de sodio (AS) al 15%, y con extracto de semillas
de uva (ESU) al 10%. Se confeccionaron cilindros de resina compuesta que fueron
sometidos a un ensayo de resistencia de unidon al microcizallamiento (RUM).
Analisis estadistico: Se utilizd el programa SigmaPlot 12.0. Se realiz6 una prueba
de ANOVA de dos vias para evaluar el efecto de las variables independientes en la
RUM. Se utilizé un nivel de significancia de a=0,05. Resultados: Los grupos con
mayores valores de RUM fueron S-Ctg. (34,67MPa + 8,79), S-ESU (35,62MPa +*
12,03) y C-cTrL (29,48MPa + 6,94), sin diferencia estadisticamente significativa entre
ellos. Los valores de RUM mas bajos fueron para S-AS y C-AS. Ninguno de los
antioxidantes mejoré la RUM (p<0,05). Conclusién: La incorporacion de ESU al
adhesivo no afectd negativamente la RUM. Sin embargo, no fue capaz de mejorar
la adhesion luego del blanqueamiento. En el caso del ascorbato de sodio, su

incorporacion en el primer del sistema adhesivo experimental no fue efectiva.

Palabras clave: Acido ascérbico, Adhesidn dental, Antioxidantes, Blanqueamiento

dental, Extracto de semillas de uva, Resistencia al corte.



3. Abstract

Introduction: the presence of residual free radicals after dental bleaching interferes
with the penetration and polymerization of dental adhesives resulting in a bond
strength reduction. Antioxidants are capable of consuming these free radicals
allowing to perform an adhesive restoration immediately after the bleaching
procedure. Purpose: to evaluate the effect of the incorporation of grape seed
extract and sodium ascorbate into an experimental two step self-etching adhesive
on the bond strength to bleached enamel immediately after bleaching. Materials
and methods: 84 specimens were obtained from 42 third molars and randomly
divided in 2 groups: one of these did not receive bleaching treatment (S), while the
other was bleached with 45% carbamide peroxide for 30 minutes (C). Each group
was subdivided into 3 groups depending on the adhesive system used: without
antioxidant (Crr.), adhesive with 15% sodium ascorbate (AS) and adhesive with
10% grape seed extract (ESU). A resin composite cylinder was built up and then
submitted to a microshear bond strength test (RUM). Statistical analysis: a two
way ANOVA test was performed to evaluate the effect of the independent variables
on the shear bond strength, using SigmaPlot 12.0 software. The significance level
was established at a=0.05. Results: the groups with best results were S-Crg., S-
ESU and C-crr., without significant difference among them. The lowest RUM values
were found in groups S-AS and C-AS. None of the antioxidants improved the RUM
values (p<0.05). Conclusion: the incorporation of ESU did not decrease the bond
strength values. However, it was not capable of enhancing the bond strength after
the bleaching process. In the case of sodium ascorbate, its incorporation into the

primer of the experimental adhesive system seemed to be ineffective.

Key words: Antioxidants, Ascorbic acid, Dental bonding, Grape seed extract, Shear

strength, Tooth bleaching.



4. Abreviaturas

AB: Agente blanqueador

PH. Peroxido de hidrégeno

PC: Peroxido de Carbamida

AA: Agente antioxidante

AS: Ascorbato de sodio

ESU: Extracto de semillas de uva

RUM: Resistencia de union al microcizallamiento

CPO: Complejos de Proantocianidinas Oligoméricas



5. Introduccion

El aumento en la demanda por una odontologia estética ha resultado en una
practica mas frecuente de tratamientos dentales estéticos. Entre estos tratamientos,
el blanqueamiento en dientes vitales es una opcién no invasiva a menudo requerida
en la practica clinica para tratar la coloracion dentaria (1,2), que puede ser llevada a
cabo mediante un procedimiento relativamente simple (3). Este procedimiento debe
ser combinado con tratamientos restauradores en la mayoria de los casos, de
manera de lograr resultados estéticos 6éptimos(4).

La pigmentacion dentaria puede ser resultado de la combinacion de factores
extrinsecos e intrinsecos. Los primeros estan asociados a la permeabilidad del
esmalte dental, siendo adquiridos durante la fase post eruptiva por la ingestion de
sustancias de bajo peso molecular, como café, vino tinto, té negro, mate,
refrigerantes a base de cola, tabaco, acumulo de placa y alimentos con colorantes.
Los factores intrinsecos estan asociados a la permeabilidad de la dentina, siendo
generados en la fase pre eruptiva en relaciéon a la ingestién excesiva de ciertos
medicamentos (tetraciclina, minociclina) durante la maduracion del germen dental,
asi como a la alta ingestién de fluor. También pueden estar asociados a sustancias
utilizadas en el tratamiento de los conductos radiculares, traumas dentarios que
ocasionan hemorragias internas, y pigmentacién por amalgamas. Por otro lado, con
el paso del tiempo los dientes sufren un proceso de oscurecimiento fisioldgico
debido al adelgazamiento de la capa de esmalte y a la obliteraciéon normal y gradual
de los tubulos dentinarios que hace que su luz se torne cada vez mas pequena,
alterando la coloracion dentaria inicial(5).

El blanqueamiento dental es el proceso por el cual los dientes se vuelven mas
blancos mediante la degradacién quimica de los cromoégenos. Los cromégenos son
las sustancias que producen la coloracién dentaria, y son tipicamente compuestos
organicos que poseen cadenas conjugadas extendidas que alternan enlaces
simples y dobles. El blanqueamiento de estos componentes organicos mediante
peréxido de hidrégeno (PH) implica una reaccion de oxidacion de los dobles
enlaces que involucran atomos de oxigeno, carbono y nitrégeno. Esto vuelve al
cromégeno un compuesto de color mas claro(6,7). Asi concebido, el
blanqueamiento dental es el conjunto de técnicas conservadoras estéticas en las
gue sobre la base de los mecanismos de oxidacién-reduccion, se obtiene un

aclaramiento de las estructuras dentarias(8).



5.1. Agentes blanqueadores y su mecanismo de accion

Un agente blanqueador (AB) es un compuesto quimico que, colocado en contacto
con las estructuras dentarias sufre un proceso de disociacion idnica que da origen a
radicales libres que reaccionan con las moléculas cromdgenas, provocando su
ruptura, volviéndolas mas pequenas y menos coloridas (9,10).

El AB mas utilizado es el PH, que se presenta comercialmente tanto de esta forma,
como también en forma de precursores, entre los que destaca el peréxido de
carbamida (PC). Este agente actia mediante mecanismos de oxidacion-reduccion.
Ambos agentes oxidantes se presentan en diferentes concentraciones, formas y
tiempos de aplicacion. Las soluciones de peroxido de carbamida son
extremadamente inestables en la cavidad oral dada la presencia de agua, lo que
lleva a su inmediata disociacion en PHy urea. EI PH que es un fuerte agente
oxidante, se degrada en oxigeno y agua; en tanto que la urea se degrada en
amonio y diéxido de carbono(11). Cuando es aplicado sobre la superficie dentaria,
el PH difunde a través de las regiones interprismaticas y porosidades de la
estructura adamantina, asi como también a través de la matriz organica dentinaria
debido a su bajo peso molecular(11-13). Luego sufre una disociacion iénica que da
origen a la formacién de potentes radicales libres como son el hidroxilo (HO),
perhidroxilo (HOQ), oxigeno naciente, aniones superéxido (OO-) y aniones
perhidroxilo (HOO-)(10,14). La cantidad de oxigeno liberado difiere en funcién de la
concentracién del PH(14).

Los radicales libres generados en las reacciones quimicas de oxidacion y reduccion
son extremadamente reactivos. La teoria mas aceptada en cuanto al mecanismo de
accioén de los AB sugiere que estos radicales presentan un electrén no pareado que
es altamente energético y tiende a capturar electrones de otras moléculas para
lograr estabilizarse, creando al mismo tiempo otros radicales libres (15). Este
proceso continuo lleva a la produccién de miles de radicales en segundos(16).
Estos reaccionan rapido con el oxigeno, para formar especies reactivas de oxigeno
y quebrar las macromoléculas de pigmentos en moléculas cada vez mas pequefas,
solubles y o6pticamente mas claras(1,3,9,10,13,17-20), siendo eliminadas por
difusién de la intimidad de las estructuras dentarias produciendo un efecto de
blanqueamiento(5,11,16,21).

El PH oxida una gran variedad de componentes organicos e inorganicos. Los
mecanismos de estas reacciones son variados y dependen del sustrato, la reaccion
con el medio ambiente y las condiciones en las que se da la reaccion, las que

incluyen temperatura, pH, luz, y presencia de metales de transicion(7). Por ejemplo,



cuando se utiliza peréxido de carbamida, el medio alcalino que genera la urea
favorece el blanqueamiento, ya que en una solucion basica se requiere menor
energia para la formacion de radicales libres a partir del peréxido y la tasa de
reaccion es mas alta(22,23).

Ha sido demostrado que, durante el proceso de blanqueamiento con PH, los
radicales hidroxilo en la matriz de apatita son sustituidos por iones peroxido,
resultando en la formacion de apatita rica en perdxido(1,3,8,24). La dentina y el
fluido dentinario pueden actuar como reservorios de radicales libres de oxigeno y
peroxido, que pueden persistir hasta que son removidos por la microcirculaciéon
pulpar o liberados mas tarde por medio de difusién superficial(25).

Algunos estudios han demostrado que el uso de estos AB, dado su pH, puede
producir alteraciones morfoldégicas en la superficie del esmalte como son el
aumento de la rugosidad y disminucién de su dureza(10,17,26-29) causados por la
pérdida de calcio, sulfato, fésforo y potasio(3,12), disminucién de la resistencia a la
abrasion debido a la union de radicales libres a los componentes organicos del
esmalte(1,18); asi como también sensibilidad postoperatoria, irritacion pulpar,
microfiltracibn de  restauraciones existentes y reabsorcion  radicular
externa(5,13,20,29-31). Estas alteraciones que ocurren en la estructura
adamantina son también resultado de un aumento de la porosidad que se
manifiesta por una apariencia de sobre grabado, con pérdida de la estructura
prismatica y aparicion de areas erosivas(12,14).

Dada la naturaleza caustica del peréxido de carbamida se produce en el esmalte
una alteraciébn de la proporcion existente entre los componentes organicos e
inorganicos, asi como también alteraciones en la sustancia organica que pueden
contribuir a una disminucién de la resistencia de la union adhesiva(5,10,15,32,33).
Esta disminucién es otra complicacion importante que se observa luego de un
procedimiento de blanqueamiento, cuando la adhesién se lleva a cabo
inmediatamente después del mismo, lo que se atribuye a la presencia de oxigeno
residual que interfiere con la infiltracin de la resina e inhibe su
polimerizacion(10,14,34,35), reduciendo asi la resistencia de la unién
adhesiva(19,26). En este sentido, se recomienda esperar entre una y tres semanas
luego de un procedimiento de blanqueamiento porque ha sido demostrado que esta
disminucion es temporal(8,34). Luego de un periodo de espera, que debe ser como
minimo de dos semanas, los iones de perdxido se descomponen y los radicales
hidroxilo de la matriz de apatita que fueron en un principio sustituidos entran
nuevamente en dicha matriz, lo que resulta en la eliminacién de los cambios

estructurales causados por la incorporacién de los iones de peréxido, volviéndose a
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valores de resistencia de la uniéon adhesiva similares a los que se observan en los
casos en los que no se realizé blanqueamiento (8,10,17,26,28,29,34). Sin embargo,
este tiempo de espera es en muchos casos inviable, puesto que hace imposible
llevar a cabo restauraciones adheridas en forma inmediata posterior al
blanqueamiento, afectando esto el resultado estético final(8,34).

Recientemente ha surgido una nueva teoria en relacion al mecanismo de accion de
los agentes blanqueadores. Segun un estudio de Eimar y col.(21), de existir las
moléculas cromoégenas, su concentracion en el esmalte dental seria
extremadamente baja. Por otro lado, la traslucidez del esmalte luego del
blanqueamiento decrece significativamente, volviéndose éste mas opaco. En dicho
estudio se observo que la aplicacién de una solucién blanqueadora (PH) en piezas
dentarias previamente desmineralizadas o desproteinizadas no causaba mayores
cambios en la matriz organica, ni tampoco en el contenido mineral respectivamente.
Sin embargo, se observé un aumento del contenido de oxigeno en las piezas que
habian sido desmineralizadas, no asi en las que habian sido desproteinizadas,
indicando esto que la reaccion de oxidacidon es mas intensa en las piezas con alto
contenido organico. Por lo tanto se concluyé que el AB logra su efecto en el esmalte
dental mediante la oxidacién de las estructuras organicas (el peréxido blanquea el
diente oxidando la matriz organica transparente, volviéndola un material mas blanco
y opaco), ya que no se observaron cambios en los contenidos organicos e
inorganicos relativos luego de la oxidacion, a lo que se suma que los dientes
desproteinizados no se oxidaron, y no se volvieron mas blancos con el

blanqueamiento(21).

5.2. Resistencia de la unién adhesiva en el esmalte blanqueado

Previamente se ha demostrado que la resistencia de unidén al microcizallamiento
(RUM) de materiales resinosos al esmalte luego del blanqueamiento se ve
comprometida debido a las alteraciones antes descriptas de la superficie del mismo
(9,36), y principalmente al hecho de que el agente blanqueador deja una capa
residual de oxigeno libre que inhibe la polimerizacion de los materiales
restauradores interfiriendo con su infiltracion en el esmalte (8,30,35,37). Esto da
lugar a tags resinosos defectuosos, de menor extension, dispersos, pobremente
definidos, estructuralmente incompletos o completamente ausentes(5,8,19,24,38-
41). También ha sido demostrado que el oxigeno liberado por el AB queda

entrampado en el adhesivo durante la polimerizacion y puede llevar a la formacion



de burbujas generadoras de tensién en la interfaz resina-esmalte, la que resulta
granular y porosa(13,20,32,37,41).

Segun algunos estudios, la disminucion de la resistencia de la union adhesiva
depende de Ila concentracion y del tiempo de aplicacion del agente
blanqueador(15,28,30). Esta disminucion en la resistencia de la unién adhesiva es
temporal(9,19), y para superar este problema, el procedimiento adhesivo debe ser
pospuesto por un periodo que varia segun los diferentes autores desde 24 horas a
4 semanas, ya que durante este plazo los iones de perdoxido se descomponen y son
sustituidos por radicales hidroxilo que se reincorporan a la matriz de hidroxiapatita,
resultando en la eliminacién de los cambios estructurales causados por la
incorporacion de los iones de perédxido(1,3,36,38-40,8,10,17,19,20,24,29,31).
Como alternativa para superar la demora del tratamiento restaurador han sido
propuestos diferentes métodos para mejorar los valores de RUM inmediatamente
posterior al blanqueamiento; entre ellos el tratamiento de la superficie adamantina
blanqueada con alcohol, el uso de solventes organicos en los adhesivos, la
remocién de la capa mas externa del esmalte y la aplicacién de sustancias o
agentes antioxidantes (AA) sintéticos o naturales(3,8,10,17,20,27,37,38,40). Estos
métodos permitirian la realizacion de la restauracion adherida inmediatamente
después de terminado el procedimiento de blanqueamiento, ya que neutralizan el
factor etiolégico responsable de la incompleta polimerizacién de los mondmeros

resinosos(5).

5.3. Agentes antioxidantes y su mecanismo de accion

Una sustancia antioxidante puede ser definida como una sustancia quimica que,
estando presente en baja concentracion respecto a un sustrato oxidable, disminuye
o inhibe significativamente su oxidacion. Los antioxidantes tienen el potencial de
neutralizar radicales libres, siendo capaces de reaccionar con ellos en las diferentes
etapas de su formacion(34,38). Desde el punto de vista bioldgico, se puede definir
un antioxidante como un compuesto que protege los sistemas bioldgicos contra los
efectos potencialmente daninos de los procesos o reacciones que promueven la
oxidacion de estructuras celulares(5). Estos compuestos son capaces de reducir el
potencial de dafio de los radicales libres por medio de su capacidad de barrido. Son
lo suficientemente estables como para donar un electrén a un radical libre muy
activo y neutralizarlo(2). Su efecto protector se da por medio de uno de dos

mecanismos: el primer mecanismo consiste en la donacién de un i6n hidrogeno al
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radical libre, con lo cual el antioxidante se transforma en un radical; el segundo
mecanismo consiste en donar un electron al radical libre, convirtiéndose en un
radical de carga positiva.

Varios estudios han reportado que existe una relacién directa entre el contenido
total de fenoles y la actividad antioxidante. A su vez la actividad antioxidante del
contenido fendlico parece estar relacionada a su estructura molecular, mas
precisamente a la presencia y numero de grupos hidroxilo(16). La presencia de un
segundo grupo hidroxilo permite aumentar la actividad antioxidante debido a que le
confiere al AA una mayor estabilidad y posibilita la formacion de quinonas(33).

Los radicales libres son definidos como cualquier especie que contiene uno o mas
electrones no pareados y que es capaz de tener una existencia independiente.
Pueden presentarse en forma de especies reactivas de oxigeno o nitrégeno. Estas
especies reactivas pueden provocar dafo tisular a través de diferentes
mecanismos, como ser dafiando el ADN, oxidando los lipidos, dafiando proteinas y
oxidando enzimas importantes(2). Los radicales, como el oxigeno generado por la
degradacion del PH, reaccionan con los antioxidantes, lo que resulta en su
remocién de las estructuras en las que se encuentran(42).

Los AA absorben los radicales libres de oxigeno liberados por los peréxidos
aumentando el potencial de 6xido reduccién de la superficie libre del esmalte,
facilitando de esta forma la polimerizacion de los radicales libres presentes en la
resina(5,10,36). Ademas han demostrado mejorar la resistencia adhesiva a
diferencia de otros métodos que arrojan resultados contradictorios(17,35). En una
revision sistematica sobre el uso de este método se concluyé que el tratamiento con
antioxidantes, independientemente de su tipo, forma, concentracién y tiempo de
aplicacion, puede ser considerado adecuado para mejorar la RUM en el diente
blanqueado. Asimismo, la aplicacion del tratamiento antioxidante puede resultar en
un efecto casi tan favorable como la postergaciéon de la adhesion durante por lo
menos una semana luego del blanqueamiento(30).

Por otro lado, se ha demostrado que el uso de antioxidantes luego del
blanqueamiento puede aumentar la capacidad remineralizante de la saliva, pero las
alteraciones en las propiedades topograficas no revierten(2). En cuanto al tiempo
de aplicacion del agente antioxidante, se recomienda que este sea aplicado durante
al menos un tercio del tiempo que se aplica el agente blanqueador en la superficie
del esmalte; de ahi que se tome como base un tiempo de aplicacion de 10 minutos.
Ademas, este tiempo esta determinado, al menos parcialmente, por la

concentracion en la que el mismo es utilizado(1,3,9,17,20,26,36-38,43—46). A su
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vez, parece existir una relacion directa entre la cantidad de PH y la cantidad de
agente antioxidante requerido(47).

Los antioxidantes pueden ser aplicados en forma de gel o solucion. Ha sido
sugerido que la aplicacion en forma de gel puede disminuir la capacidad de difusion
de estos agentes. Por el contrario, la solucién tiene una mejor penetracion en el
esmalte blanqueado, obteniéndose asi resultados mas satisfactorios en la
resistencia de la unién adhesiva(35).

5.3.1. Antioxidantes sintéticos: Ascorbato de sodio

El ascorbato de sodio (AS) es el antioxidante sintético mas estudiado y es
considerado el estandar de oro(35,37,48). Es una sal de sodio derivada del acido
ascorbico (vitamina C) que se encuentra cominmente disponible. Estd compuesto
por vitamina C y sodio y tiene un pH neutro. Presenta baja toxicidad, es soluble en
agua, biocompatible y ampliamente utilizado en la industria alimentaria como
agente antioxidante(5,8,15,45,46). No obstante, se trata de una sustancia muy
inestable, lo que le confiere una vida util reducida; de color amarillo, que se oxida
rapidamente, pudiendo causar manchas en los dientes recién blanqueados. Por
otro lado, se ha observado en imagenes de microscopia electrénica de barrido, que
la aplicacion de ascorbato de sodio resulta en un excesivo grabado de la superficie
del esmalte ya blanqueada(5,15). Los efectos del tratamiento antioxidante con AS
dependen de las concentraciones del AB y del AA; asi como también de los tiempos
de aplicacion y contacto de este ultimo con la estructura dental(45). En cuanto a su
forma de accion, su actividad antioxidante es llevada a cabo mediante una accion
de barrido o quelacién de radicales libres, asi como también suprimiendo la
iniciacién o evitando el progreso de reacciones en cadena. Otra forma en la que
puede actuar es suprimiendo la formacién de radicales libres mediante la reduccién
de hidroperéxidos y peroxido de hidrégeno a alcohol y agua sin la formacion de
radicales libres en ninguno de los casos. Este AA es capaz de donar dos electrones
con gran energia para quelar radicales libres(47). Por otro lado, contiene cuatro
grupos hidroxilo que pueden donar hidrogeno a un sistema oxidante (16).

Aunque existen diferencias respecto a la forma y tiempos de aplicacion del AS,
diferentes estudios han demostrado que su utilizacion posterior al blanqueamiento
revierte la disminucién de la resistencia de la unién de la resina al esmalte
blanqueado(37,43,44,49,50), neutralizando el efecto de la capa de oxigeno residual
y permitiendo la completa polimerizacion de los materiales a base de resina

mediante la restauraciéon del potencial de o6xido reduccion alterado por el
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procedimiento de blanqueamiento(34). Un estudio sugiere que el tiempo minimo de
aplicacion del antioxidante requerido para recuperar la resistencia adhesiva es de
60 minutos(46), mientras otro concluye que es mas efectiva la aplicacion repetida
por periodos de 1 minuto(45). Otros autores demostraron que diez minutos de
aplicacion eran suficientes para revertir la resistencia de la unién adhesiva
disminuida(8,31,48). En un estudio de Freire y col.(51) se encontré que un lapso de
cinco minutos fue suficiente para que el antioxidante disminuyera los efectos
adversos del agente blanqueador(51). También los estudios han demostrado que
aumentando el tiempo de aplicacion del AA aumenta la resistencia de la unién de la
resina al esmalte blanqueado(46), llegando a un tope a los 120 minutos(31).
Algunos autores relatan que este periodo depende del tipo y de la concentracién del
peréxido utilizado, siendo preconizado su uso durante un tercio del tiempo que fue
aplicado el gel de blanqueamiento(37,48). Respecto a la concentracién, se ha
sugerido que las concentraciones de AS inferiores a 10% son insuficientes para
lograr el efecto antioxidante buscado(44), mientras que concentraciones de 10% y
20% conducen a resultados sin diferencias significativas entre ellos(35,46,52). El
almacenamiento del AS por largos periodos de tiempo es dificil debido a su
inestabilidad. Debe ser almacenado en un contenedor oscuro, no metalico, y a baja
temperatura para evitar la pérdida de su forma original(50). Debe ser preparado

inmediatamente previo a su uso de manera tal que conserve sus propiedades(53).

5.3.2. Antioxidantes naturales: Extracto de semillas de uva

Recientemente se han buscado alternativas naturales que no impliquen
citotoxicidad, sean de facil obtencién, econémicamente accesibles y tengan mayor
vida util(36). Los AA de origen natural se encuentran en la naturaleza como
metabolito secundario de plantas, ampliamente presentes y disponibles en frutas
(nueces, uvas, cerezas, arandanos, extracto de cascara de pomelo y cacao),
vegetales, semillas, flores, y en las hojas y corteza de ciertas especies de arboles
(corteza de pino, corteza de limonero, hojas de arbol de avellanas y hojas secas de
té verde)(1,5,9,13,17,24,26,27,34,54,55). Su utilizacion clinica es viable dado su
origen natural, incluso forman parte de la composicion de suplementos
dietarios(9,13,20,24,26). La diferente composicion fendlica de estos extractos
naturales guarda relacién con su capacidad captadora de radicales libres(17).

Los complejos de proantocianidina oligomérica (CPO), presentes en el extracto de

semillas de uva (ESU) son una clase de bioflavonoides polifendlicos que tienen
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gran capacidad de quelacion de radicales libres. Segun los analisis de seguridad a
que son sometidos los materiales de consumo humano, los CPO tienen un nivel de
riesgo para la salud inferior al del AS, el cual se ha demostrado que tiene poder
mutagénico para las células somaticas de los mamiferos, mientras que las
proantocianidinas no presentan este efecto adverso(1,11,24,47).

El ESU pertenece al grupo de los taninos condensados, con un peso molecular de
entre 500 y 3000 gr/mol. Contiene un 98% de proantocianidina oligomérica(34,36)
en forma de componentes fenolicos monoméricos, como la catequina, la
epicatequina, el galato de epicatequina y mondmeros libres de
flavonol(9,17,19,26,34). Se ha descrito en diferentes estudios que su potencia
antioxidante es 20 veces mayor que la de la vitamina E y 50 veces mayor que la de
la vitamina C, de la cual deriva el AS(9,20,24,26,27,31). Las proantocianidinas
tienen propiedades de especificidad por los radicales libres hidroxilo, lo que les da
alta actividad quelante en comparacion con otros antioxidantes de menor peso
molecular. También los radicales superéxido son atrapados por multiples sitios
donantes en estas moléculas. La presencia de acido galico(14,34) promueve la
esterificacion de la epicatequina(14,29,47,56), lo que potencia la capacidad de
quelacién de radicales libres. Las proantocianidinas contienen multiples sitios
donadores de electrones (sitios hidroxilo) que les permiten unirse a radicales libres,
atrapando por ejemplo radicales superéxido, mediante la donacion de atomos de
hidrogeno(27,42). Sin embargo, los antioxidantes neutros no se convierten en
radicales libres como consecuencia de esta reaccion, dado que son estables(4).
Algunos estudios han demostrado que la utilizacion de diversos extractos naturales
en concentracion de 5%, aplicados durante 10 minutos, revierten la disminucion de
la resistencia de la union resina-esmalte blanqueado con PH al 35%, 38% y
40%(9,13,17,20,24,26,36). La aplicacion de proantocianidinas al 5% en sustratos
blanqueados con PH al 38% durante 10 minutos, generd resultados de resistencia
de la unién adhesiva significativamente mayores en comparacién con AS al
10%(20). Sin embargo, segun algunos estudios, este AA no es capaz de revertir la
resistencia de la unién adhesiva en forma completa; lo cual podria deberse al alto
peso molecular de esta estructura altamente hidroxilada que puede, ademas,
formar complejos con proteinas y carbohidratos disminuyendo asi su accién sobre
el oxigeno residual(34,36,47).

También ha sido comprobado que la solucion de ESU al 6,5% durante 10 minutos
aumenta la resistencia al microcizallamiento de la union adhesiva cuando el
esmalte ha sido blanqueado con PC al 35%(3). Por otro lado, se ha observado que

la solucion de extracto de semillas de uva al 5% es capaz de mejorar
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significativamente la resistencia adhesiva en piezas que habian sido blanqueadas
simulando un tratamiento domiciliario con cubetas con peréxido de carbamida al
15% aplicado 8 horas por dia, durante 5 dias(27).

La utilizacién de sustancias antioxidantes después de la técnica de blanqueamiento
dental puede ser importante, no sélo para restaurar la resistencia de la union
después del tratamiento, sino también para una posible proteccion de las células
pulpares contra la agresion generada por los componentes téxicos del agente

blanqueador, los que son capaces de difundir a través de la dentina(5).

5.4. Planteamiento del problema y justificacion

La resolucion estética en la mayoria de los casos requiere de un tratamiento que
combina la realizacién de blanqueamiento y restauraciones adheridas. En
ocasiones no es posible diferir los procedimientos restauradores el tiempo
necesario para permitir la recuperacion de las estructuras dentarias de los efectos
causados por el agente blanqueador. La aplicacion inmediata del agente adhesivo
al esmalte blanqueado conduce a una reduccion significativa de la resistencia de
unién al microcizallamiento (RUM) de las resinas debido al oxigeno
residual(19,24,30,40,41). Desde el punto de vista clinico, las consecuencias de esta
disminucidon en la resistencia de la unidon adhesiva al esmalte, dada la deficiente
infiltracion y la incompleta polimerizacién de la resina compuesta (19,24,38-41)
pueden llevar a sensibilidad pulpar, microfiltraciéon de las restauraciones y aparicion
de lesiones cariosas(29).

Hasta ahora los AA han sido utilizados como un paso previo a la realizacién del
procedimiento adhesivo en si mismo, lo que implica no sélo un mayor tiempo
clinico, sino que aumenta la posibilidad de cometer errores en una técnica que de
por si tiene un alto grado de sensibilidad; tornando el procedimiento adhesivo
clinicamente poco realista(54). Por otro lado, el tiempo durante el cual el
antioxidante deberia actuar para obtener un buen resultado, aumentaria la duracion
del procedimiento adhesivo(1,3,9,12,17,36,38,47).

El interés por el estudio acerca del efecto del uso de AS y ESU como AA, incluidos
cada uno en un adhesivo, radica en la posibilidad que estos agentes brindarian de
realizar una restauracion adherida en forma inmediata posterior a un tratamiento de
blanqueamiento; simplificando el procedimiento sin afectar la resistencia de union.
De esta forma, se evita la realizacién de un paso clinico extra para aplicar el

antioxidante, con lo cual se acortan los tiempos clinicos y se disminuyen las

15



chances de cometer errores. Esta posibilidad implica una gran ventaja cuando se
considera el aspecto estético, ya que no seria necesario para el paciente
permanecer por un periodo de tiempo con sus restauraciones adheridas
incambiadas, y por tanto de un color diferente al que presentan sus piezas
dentarias ya blanqueadas(1,3,40,17,19,20,24,35,36,38,39). Tanto en los casos de
blanqueamiento domiciliario como en consultorio, la simplificacion del procedimiento
implica que se podria realizar el cambio de las restauraciones inmediatamente

luego de terminado el tratamiento; en la misma sesién clinica.

6. Objetivos

Objetivo General

1) Evaluar el efecto de la incorporacién de los antioxidantes ascorbato de sodio
y extracto de semillas de uva en el primer de un sistema adhesivo
experimental autoacondicionante de dos pasos, en la resistencia de union
inmediata de este sistema adhesivo a esmalte humano blanqueado con

peroxido de carbamida al 45%.
Objetivos especificos

1) Formular un sistema adhesivo autoacondicionante experimental de dos
pasos que incorpora AS en su primer.

2) Formular un sistema adhesivo autoacondicionante experimental de dos
pasos que incorpora ESU en su primer.

3) Determinar el grado de conversién de los adhesivos experimentales.

4) Determinar la RUM inmediata, de los adhesivos experimentales formulados,

al esmalte blanqueado.
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7. Hipotesis Nula

La incorporacion de AS o ESU en el primer de un sistema adhesivo
autoacondicionante experimental de dos pasos, no afectara la RUM inmediata del

mismo a esmalte humano blanqueado con peréxido de carbamida al 45%.

8. Materiales y Métodos

8.1. Tipo y diseno de estudio

Este es un estudio experimental (in vitro) y transversal. Cuenta con la aprobacion
del Comité de Etica de la Facultad de Odontologia, Universidad de la Republica,
Uruguay. Expediente N°091900-000189-18 (Anexo 1).

Todos los individuos que donaron sus piezas dentales para la realizacion de este
estudio firmaron un consentimiento informado previo a la obtencién y preparacién

de los mismos por parte del equipo de trabajo (Anexo 2).

En este estudio la resistencia de unién inmediata de un adhesivo experimental a
esmalte humano blanqueado fue evaluada de acuerdo a los siguientes puntos: 1)
tratamiento de blanqueamiento del esmalte en dos niveles, con y sin

blanqueamiento; 2) sistema adhesivo en tres niveles: control, AS y ESU.

8.2. Formulacién de los adhesivos experimentales

Fue formulado un sistema adhesivo experimental autoacondicionante de dos pasos
formado por un primer y un adhesivo(57-59). Los componentes y porcentajes en

peso de este sistema adhesivo estan descritos en la Tabla 1.
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Tabla 1

Frasco Componente % en peso
Primer GDMA-P 30
HEMA 30
Agua 20
Etanol 20
Adhesivo Bis-GMA 50
TEGMDA 25
HEMA 25
Fotoiniciador (CQ, EDAB, 0,4;0,8;0,8
DPHIHF)

GDMA-P: Glicerol dimetacrilato fosfato; HEMA: Hidroxietil metacrilato; Bis-GMA:
Bisfenol A Glicerol dimetacrilato; TEGDMA: Trietilenglicol dimetacrilato; CQ:
canforquinona; EDAB: etil-4-dimetil amino benzoato; DPHIHF: difeniliodonio

hexafluorofosfato.

El primer de este sistema adhesivo experimental fue modificado mediante el
agregado de los AA. El extracto de semillas de uva (Mega Natural Gold Grape Seed
Extract, Polyphenolics, Madera, California, USA — Figura 1) (Anexo 3) se utilizé en
una concentracion del 10%. Para ello se incorporaron 0,5 g de ESU en 5 g de
adhesivo. El ascorbato de sodio se utilizé al 15%, para lo cual se incorporaron 0,75
g de AS en 5 g de adhesivo(1,3,9,17,20,26,36-38,43-46). El AS fue provisto por el
Laboratorio de la Catedra de Productos Naturales y Farmacognosia, Facultad de
Quimica, Universidad de la Republica (Merck KGaA, Darmstadt, Germany), ya que
no se encuentra comercialmente disponible para uso clinico(53). Los AA fueron
pesados en una balanza analitica OHAUS modelo Explorer® Semi Micro. Ambas
mezclas se agitaron en una placa de agitacion magnética (SCIENCE MED modelo
SM-H380-PRO) durante 5 minutos. El procedimiento de mezcla fue llevado a cabo
en una habitaciéon oscura con la finalidad de evitar una polimerizacion prematura.
Luego de la completa disolucién de los AA, la mezcla se coloco en botellas oscuras
que fueron colocadas en un bafio ultrasonico (Soner 203 Ultrasonic cleaner, Rocker
Scientific Co) durante 15 minutos con la finalidad de eliminar burbujas entrampadas
en la mezcla. Un primer sin incorporacién de antioxidantes fue utilizado como

control.
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Figura 1: Extracto de semillas de uva

8.3. Grado de conversion: C=C

Para medir el grado de conversion de dobles enlaces, y verificar que la
incorporacion del AA al primer no generaba interferencia en el grado de conversion
del adhesivo, se utilizé un espectrofotémetro de infrarrojo (Prestige 21, Shimadzu,
Tokio, Japén) equipado con una celda de reflectancia total atenuada (ATR). Se
adapté una matriz de silicona a la celda del equipo, se colocd una pequena muestra
del sistema adhesivo previamente mezclado y se tomé un espectro de infrarrojo.
Posteriormente la muestra se irradié durante 30 segundos, previa colocacion de
una tira de poliéster y una lamina de vidrio sobre la misma. Esto permitid
uniformizar la distancia de polimerizacion de las muestras. Por ultimo se tomé otro
espectro infrarrojo. El experimento se realizé tres veces para cada uno de los
grupos experimentales (n=3).

En cada uno de los espectros se midio la altura de la banda de absorcion del enlace
C=C (carbono-carbono) alifatico en 1638 cm™ y la altura de la banda de absorcién
del enlace C=C aromatico ubicado en 1609 cm™. Esta ultima banda de absorcién es
usada como referencia debido a que durante la reaccién de polimerizaciéon no
cambia la concentracién de los dobles enlaces aromaticos y por lo tanto el
porcentaje de absorbancia de dicha banda antes y después de la reaccion de
polimerizacion permanece constante. El porcentaje de conversion de dobles

enlaces en el monémero se calcul6 con la siguiente ecuacion:
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donde: A1638 es la altura maxima de la banda a 1638 cm™, A1609 es la altura

maxima de la banda a 1609 cm™(60).

8.4. Obtencion de los especimenes

Los procedimientos de obtencion, limpieza, almacenamiento y prueba de RUM de
los 6rganos dentarios utilizados en este estudio fueron realizados siguiendo las
recomendaciones de la norma ISO/TS11405:2003.

8.4.1. Criterios de seleccion de la muestra
8.4.1.1 Criterios de inclusion

Se utilizaron 42 terceros molares retenidos, con indicacién clinica de extraccion,
procedentes de pacientes de entre 16 y 40 afios que firmaron el consentimiento
informado para dicho fin. El tamafio de la muestra (n=14) se estimo con base en un
estudio previo que evalué el efecto de la aplicacion de diferentes sustancias
antioxidantes en la resistencia de union al cizallamiento a esmalte blanqueado(61).
Tomando un cuenta un disefio de estudio comparativo con 6 grupos, una diferencia
minima detectable de 5,1 en las medias, una desviacion estandar de 3,6, potencia
de 0,8 y un a = 0,05. Sélo se utilizaron piezas dentarias totalmente retenidas para
garantizar la ausencia de variaciones o alteraciones vinculadas a la exposicion al
medio bucal, como por ejemplo diferencias en el grado de mineralizacion, fisuras,
caries, entre otras; que pudieran provocar modificaciones en sus caracteristicas.
Por otro lado sélo se utilizaron molares extraidos de forma integra. Se limpiaron con
cavitacion ultrasénica eliminando restos de tejido adherido y pulpar, cuando
correspondia, y se conservaron en agua destilada en refrigerador a una
temperatura de 4°C, por un plazo igual o mayor a un mes y menor a los 6 meses

entre su obtencién y el comienzo de su preparacion.
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8.4.1.2 Criterios de exclusiéon

No se utilizaron terceros molares semi-retenidos ni aquellos que debieron ser
seccionados para su extraccion. Tampoco se utilizaron aquellos molares que no se

pudieron mantener una vez extraidos en las condiciones antes especificadas.

8.4.2 Caracteristicas de la muestra

El muestreo fue no probabilistico, por conveniencia y consecutivo, ya que se
utilizaron aquellos molares que se obtuvieron dentro de los plazos establecidos. Se
tuvieron en cuenta ciertos parametros con la finalidad de reducir el riesgo de sesgo
de este estudio(62—66). Para minimizar los sesgos generados por el muestreo no
probabilistico, los molares se utilizaron en forma consecutiva, incluyendo todos
aquellos que estaban accesibles como parte de la muestra. Los especimenes
fueron asignados en forma aleatoria a los diferentes grupos experimentales, para lo
cual se utilizé el sitio web randomizer.org, obteniéndose un listado aleatorio que fue
respetado para realizar la asignaciéon. Se incluyeron grupos control positivo (S-Crgry)
y negativo (C-Ctg.) para observar los resultados en relaciéon a un parametro de

comparacion(11,61,67).

8.4.3 Preparacion de los especimenes

Las coronas fueron separadas de las raices 1 mm por debajo del limite amelo-
cementario con un disco de diamante. La porcion coronaria fue luego seccionada
mesio-distalmente de manera de obtener dos caras libres de esmalte por pieza,
vestibular y lingual, para realizar los procedimientos de blanqueamiento y
restauracioén, con un total de 84 especimenes y un n=14(1,9,17,24,33,36,38,68).

Estas porciones coronarias fueron incluidas en un cilindro de resina acrilica de
autocurado (JET, Classico LTDA; SP, Brasil). Para ello, la pieza seccionada se
colocd sobre una loseta de vidrio con la cara libre de esmalte hacia abajo y fijada a
la misma por medio de una cinta adhesiva doble faz. Sobre el diente se colocé un
molde de 2,5cm de diametro por 1cm de altura abierto por ambos extremos que se
llend con la resina acrilica. Una vez polimerizada, se obtuvo un especimen de forma
cilindrica donde quedd expuesta en uno de sus extremos la superficie adamantina

sobre la que se realizaron los procedimientos. Esta superficie no debia sobresalir
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de la resina acrilica mas de 1 mm, de forma de evitar deformaciones en el momento
de someterlo al test de resistencia de union al microcizallamiento.

La superficie adamantina fue aplanada utilizando lija al agua con un grado de
abrasividad equivalente a P600, a una velocidad de 350 RPM, durante 30
segundos; en una pulidora metalografica de doble disco (J.P.S. Etudes
Constructions; Paris, Francia; Laboratorio de laminacién y molienda, Instituto de

Ciencias Geologicas, Facultad de Ciencias, UdelaR) (Figura 2).

Figura 2: Pulidora metalografica

8.5 Distribuciéon de especimenes y procedimiento de
blanqueamiento

Los 84 especimenes se numeraron secuencialmente y luego se distribuyeron
aleatoriamente en 6 bloques (n=14) diferentes de acuerdo con el grupo para el que
se utilizarian mediante el uso de un generador de numeros aleatorios (Research
Randomizer 4.0; Geoffrey C. Urbaniak y Scott Plous) (Tabla 2).

Grupo 1 (S-C+re): No recibio tratamiento de blanqueamiento y se utilizé el adhesivo

sin antioxidante. Grupo control.

Grupo 2 (S-AS): no recibio tratamiento de blanqueamiento y se utilizé el adhesivo

con ascorbato de sodio 15% como agente antioxidante.
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Grupo 3 (S-ESU): no recibié tratamiento de blanqueamiento y se utilizé el adhesivo

con extracto de semillas de uva 10% como agente antioxidante.

Grupo 4 (C-Cqg.): se realizé blanqueamiento con perdxido de carbamida al 45%
(Opalescense Quick PF, Ultradent Products, Inc, UT, USA) durante 30 minutos
segun las indicaciones del fabricante, simulando un tratamiento en consultorio
(Anexo 4). El gel fue aplicado sobre la superficie dentaria y cubierto con film
adherente imitando una cubeta individual. Cumplidos los 30 minutos, el gel fue
removido con agua destilada. Se procedié inmediatamente a realizar la restauracién

como se detallara mas adelante utilizando el adhesivo sin antioxidante.

Grupo 5 (C-AS): El procedimiento de blanqueamiento fue realizado como se
describié anteriormente. Se procedié inmediatamente a realizar la restauracién
como se detallara mas adelante utilizando el adhesivo con ascorbato de sodio 15%

como agente antioxidante.

Grupo 6 (C-ESU): El procedimiento de blanqueamiento fue realizado como se
describié anteriormente. Se procedié inmediatamente a realizar la restauracién
como se detallara mas adelante utilizando el adhesivo con extracto de semillas de

uva 10% como agente antioxidante.

Tabla 2. Distribucién de los especimenes: grupos de estudio

GRUPO BLANQUEAMIENTO ADHESIVO

1: S-CrreL SIN blanqueamiento Control

2: S-AS SIN blanqueamiento Ascorbato de sodio

3: S-ESU SIN blanqueamiento Extracto de semilla de uva
4: C-CrrL CON blanqueamiento Control

5: C-AS CON blanqueamiento Ascorbato de sodio

6: C-ESU CON blanqueamiento Extracto de semilla de uva

8.6 Procedimiento restaurador

Inmediatamente luego de terminado el procedimiento de blanqueamiento, en los

grupos 4, 5 y 6, la superficie adamantina fue grabada con gel de acido fosférico al
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35% (Ultra Etch, Ultradent Products, Inc; South Jordan, UT, USA) durante 10
segundos, lavada con agua destilada durante 20 segundos y secada con aire libre
de aceite durante 10 segundos(69,70).

El sistema adhesivo fue aplicado conforme el protocolo de aplicacion de un
adhesivo comercial (Clearfil SE, Kuraray) de iguales caracteristicas al sistema
adhesivo experimental formulado para este estudio. El primer se frotd sobre la
superficie del esmalte durante 10 segundos, luego de lo cual se dejo actuar sobre
dicha superficie durante 10 segundos mas. Concluido este tiempo, se facilitdé la
evaporacion del solvente residual con un chorro de aire durante 5 segundos. Luego
se aplicod con cepillo aplicador una capa de adhesivo hidrofébico, que se extendio
con un chorro de aire y se polimerizé durante 10 segundos con una lampara led
(Radii-cal, SDI, Baywater, Victoria, Australia); previamente testeada con el
radiémetro (Ophir, Optronics; North Logan, UT, USA), 1000mw/cm? (Anexo 5). El
sistema adhesivo experimental fue aplicado de la misma forma tanto en los casos
en que se utilizé como control, como en los casos en que se le incorporé ESU o0 AS.
Se construyd un bloque de resina compuesta (Brilliant NG, Universal Duo-Shade
Nano-Hybrid Composite, Coltene Whaledent; RJ, Brasil) cilindrico de 1.5mm de
diametro por 1mm de altura utilizando una matriz de silicona de condensacion, de
manera de asegurar la uniformidad de sus dimensiones.

La resina compuesta fue colocada en un unico incremento y cubierta por una tira de
poliéster y luego una lamina de vidrio, cuya finalidad es evitar que se genere una
capa inhibida por contacto con el oxigeno. Luego fue foto-polimerizada durante 20
segundos a una distancia constante de aproximadamente 1mm dado por el espesor
de la tira de poliéster y del portaobjetos, ya que la fibra 6ptica de la lampara de
fotocurado fue colocada en cada caso en contacto con este ultimo (Figura 3). El
procedimiento restaurador fue realizado por un Unico operador con experiencia en
dicha técnica restauradora para eliminar potenciales diferencias inter-operador. Los
especimenes fueron luego almacenados durante 24 h a 37°C en agua destilada

previo al testeo.
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Figura 3: Esquema de polimerizacién

8.7 Testde resistencia de unién al microcizallamiento

Para las pruebas de cizallamiento, se siguieron las pautas de la norma
ISO/TS11405:2003; respetandose todos los parametros en ella especificados,
excepto por la ejecucion del test en si mismo(16,35,43). Un alambre de ortodoncia
de acero inoxidable (0.2 mm de diametro) fue adaptado alrededor de cada uno de
los cuerpos de prueba de resina compuesta y alineado con la superficie de union.
La resistencia al mirocizallamiento fue evaluada en una maquina universal de
ensayos mecanicos (EMIC DL 500, Instron Equipamentos Cientificos Ltda; Sao
José dos Pinhais, PR, Brasil) (Figura 4); que es calibrada anualmente. La prueba de
cizallamiento fue realizada a una velocidad de 0.5mm/minuto, utilizando una celda
de carga de 100 N, hasta la ruptura del especimen. El operador de la maquina

universal de ensayos mecanicos fue cegado a los grupos testeados.
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Figura 4: Maquina universal de ensayos mecanicos

La resistencia de union al cizallamiento se midié en MPa, y fue calculada utilizando
la carga requerida (N) para despegar la resina compuesta y el area de la superficie
adherida (mm?); (Tensién=carga/area). El diagrama de flujo de la metodologia se

describe en la Figura 5.
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8.8 Recoleccion de datos

La mayoria de las instancias experimentales se realizaron en el Centro de
Desarrollo y Control de Biomateriales de la Facultad de Odontologia, Universidad
Federal de Pelotas, Pelotas, Brasil. Los datos fueron recolectados en una hoja de
calculo de Microsoft Excel 2016 (Microsoft, Redmond, WA, USA).

La variable dependiente analizada en este estudio, resistencia de unién al
microcizallamiento, es una variable cuantitativa continua.

Las variables independientes son: aplicacion de agente blanqueador, que es si 0
no, e incorporacion de AA al primer del sistema adhesivo, que nuevamente es si o

no.
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8.9 Andlisis estadistico

Todas las pruebas estadisticas fueron realizadas con el programa SigmaPlot 12.0
(GmbH, Alemania). Los datos de la resistencia de unién al cizallamiento obtenidos
para cada uno de los grupos fueron previamente analizados para comprobar la
normalidad y homocedasticidad de los mismos. Con esta finalidad se realizaron los
test de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. Luego de comprobar la normalidad
y homocedasticidad de los datos se realiz6 un analisis de la varianza (ANOVA) de
dos vias, para evaluar el efecto de las variables independientes (blanqueamiento y
adhesivo) en la resistencia de unién al cizallamiento. Las comparaciones multiples
fueron realizadas a través del test de Tukey. Se calcularon los desvios estandar y
los coeficientes de variacion. Para todos los analisis estadisticos se utilizé un nivel

de significancia de a=0,05.

9. Resultados

Tabla 3. Resultados de grado de conversion

Grupo Media DE
Control 67,31° 0,09
Extracto Comercial 64,66° 3,2
Ascorbato de Sodio 61,87° 3,46

Letras iguales significan que no hay diferencia estadisticamente significativa

En la tabla 3 se muestran los resultados del grado de conversién de los materiales
evaluados. El adhesivo experimental formulado tuvo un grado de conversion de
67,31%. Este valor es comparable al valor obtenido en estudios previos que
incluyen adhesivos comerciales y experimentales(71-75). Como se puede
observar, la incorporaciéon de los AA no generd una diferencia estadisticamente

significativa en el grado de conversion, observandose valores de p mayores a 0,05.
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Tabla 4. Resultados de Resistencia de Union al Microcizallamiento de los
diferentes grupos evaluados (MPa)

Adhesivo Sin Con p = 0,014*
blanqueamiento blanqueamiento
Crre A34,67 (8,79)* A 29,48 (6,94)°
ESU A35,62 (12,03)? B 23,19 (12,5)*
AS A16,17 (7,74)° A 16,59 (12,69)°
p <0,001** p = 0,074***

Diferentes letras mayusculas (lineas) y minusculas (columnas) indican diferencias
estadisticamente significativas (p < 0,05). *Valor de p para el factor blanqueamiento.
**VValor de p obtenido para el factor adhesivo. ***Valor de p obtenido para la
interaccion blanqueamiento vs adhesivos

La Tabla 4 muestra los valores de RUM en Mega Pascales (MPa) en funcion del
blanqueamiento y el adhesivo utilizado. De acuerdo al andlisis estadistico, la
resistencia de union al cizallamiento fue significativamente influenciada por el
blanqueamiento (p = 0,014) y el tipo de adhesivo utilizado (p < 0,001); sin embargo,

la interaccion entre ambos factores no fue significativa (p = 0,074).

Entre los grupos donde no fue realizado el blanqueamiento previo a la realizacion
de los procedimientos restauradores, el grupo donde se utilizd el adhesivo
modificado con AS fue el que presentod valores de RUM significativamente menores
(p < 0,001). La diferencia para este parametro entre el grupo Ctr. Yy ESU no fue
estadisticamente significativa (p = 0,968).

Por otro lado, para los grupos donde se realizd el blanqueamiento previo a la
realizaciéon de las restauraciones, comparado con el grupo control, el grupo
restaurado con el adhesivo con AS obtuvo un valor de RUM significativamente
menor (p = 0,004).

Considerando el factor blanqueamiento, el Unico grupo donde este factor fue
significativo fue donde se aplico el sistema adhesivo con ESU en su composicién (p
= 0,002). La diferencia entre los grupos Ctr. Y AS no fue estadisticamente

significativa (p = 0,191 y 0,153, respectivamente).
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10. Discusion

En el presente estudio, la resistencia de unién al cizallamiento entre un sistema
adhesivo y esmalte humano fue evaluada tomando en consideracion el
blanqueamiento previo o no del esmalte, asi como la incorporacion de dos
antioxidantes distintos a la formulaciéon de un sistema adhesivo experimental
autoacondicionante de dos pasos. De acuerdo con los resultados, la RUM fue
significativamente influenciada por la incorporacién de ascorbato de sodio al
adhesivo. Este grupo presentd valores significativamente menores. En cuanto al
ESU, su incorporacién al adhesivo no afectdé la RUM. Considerando esto, la
hip6tesis nula testeada en este estudio fue parcialmente rechazada.

Es bien conocido que los radicales libres a través de los cuales se logra el
blanqueamiento dental disminuyen la resistencia de la unién adhesiva en forma
significativa  (8,9,19,24,30,36,38-41). En contraste con varios estudios
previos(3,15,32,34), en este estudio el proceso de blanqueamiento no disminuyé
significativamente la RUM lo que se evidencia cuando se comparan los valores
obtenidos en los grupos control. Es posible que el agente blanqueador utilizado en
este estudio (PC 45%) no genere una alta concentracion de estos radicales, ya que
una concentracion dada de peréxido de carbamida estd compuesta por 3,5 partes
de PHy 6,5 partes de urea, motivo por el cual el agente antioxidante no genera un
cambio significativo en los valores de resistencia de la union(76,77). Ademas el PC
libera el principio activo en forma mas lenta, y dado que el tiempo de aplicacion del
AB fue de 30 minutos, se podria pensar que este tiempo no fue suficiente para
permitir la liberacion una cantidad de radicales libres tal, que condujera a una
disminucion en la RUM(78). Es por esto que las conclusiones que se pueden
obtener a partir de los resultados de este estudio estan limitadas.

Debido a que se ha vuelto mas frecuente combinar restauraciones adheridas con
procedimientos de blanqueamiento dental(34), se ha propuesto la utilizacion de AA
para posibilitar la realizacion del procedimiento adhesivo inmediatamente posterior
al blanqueamiento(8,10). Los AA absorben los radicales libres de oxigeno liberados
por los peréxidos aumentando el potencial de 6xido reduccién de la superficie libre
del esmalte, facilitando de esta forma la polimerizacion de los radicales libres
presentes en la resina(5,10,36). Estos AA pueden ser sintéticos como el AS(35), o
de origen natural como el ESU(5,34). Mientras que el AS es inestable(5), tiene una
vida util reducida y resulta mutagénico para las células somaticas de los mamiferos;
el ESU no presenta estas desventajas(1,11,24,47). A esto se suma que presenta

una potencia antioxidante 50 veces mayor que la de la vitamina C, de la cual deriva
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el AS(27,31). Hasta ahora los AA han sido incorporados al procedimiento
restaurador adhesivo en forma de solucién, y como un paso previo al mismo, lo que
requiere de la colocacion del agente y la espera de un lapso de tiempo, en general
de 10 minutos(48), luego del cual se enjuaga el agente antioxidante y se prosigue
con la adhesion en si misma(1,3,9,17,20,26,36-38,43—-46). Esta forma de uso
agrega un paso clinico al procedimiento adhesivo, lo que lo vuelve una técnica mas
sensible aun, aumentando las posibilidades de cometer errores, y alargando los
tiempos clinicos, volviéndolos no realistas(54). Por esta razén, en estudio se decidié
incorporar los antioxidantes al primer del sistema adhesivo y determinar si esta
técnica, hasta ahora no utilizada, resultaba efectiva a la hora de eliminar radicales
libres para promover una unién adhesiva con valores de resistencia
adecuados(61,79). En una primera etapa se valor6é el grado de conversién del
adhesivo experimental observandose un grado de conversion del 60%, comparable
con el del algunos adhesivos comerciales (Clearfil SE, Kuraray 63%)(60,80). Una
vez incorporados los AA (AS y ESU) al adhesivo experimental se volvié a estudiar
este parametro, con la finalidad de determinar si dicha modificacién producia alguna
alteracion en el grado de conversién. Se observd que no habia diferencias
estadisticamente significativas en el parametro estudiado, por lo cual se determiné
que la incorporacion de los antioxidantes no alteraba el grado de conversion del
adhesivo.

En funciéon de los resultados obtenidos, la incorporacién de ESU al adhesivo
experimental no disminuyé la RUM. Esto surge de comparar los grupos no
blanqueados donde se probé el adhesivo con y sin ESU, en donde no se observo
una diferencia estadisticamente significativa entre ellos (S-Crr. 34,67518,79; S-
ESU 35,628+12,03). Se podria pensar que el ESU no interfiere con el
procedimiento adhesivo. Sin embargo, cuando se consideran los grupos donde se
utilizé ESU, la RUM fue significativamente menor en el grupo con blanqueamiento
previo. Dado que el blanqueamiento per se no tuvo el mismo efecto en los grupos
control, parece existir una interaccion desfavorable entre esta formulacion del
adhesivo y los radicales generados por el blanqueamiento.

Se utilizé6 ESU dado que en estudios previos fue capaz de
mejorar(1,3,11,17,29,31,47) e incluso restaurar la RUM(14,20,26,27,34,36,56). Sin
embargo, en este estudio el ESU no fue capaz de mejorar los valores de la RUM
luego del blanqueamiento, lo que surge de comparar los grupos S-ESU
(35,628+12,03) y C-ESU (23,199+12,503). Este resultado concuerda con el
obtenido en el estudio de Sharafeddin y col. (38). Esto podria deberse a que, a

diferencia de los estudios previos, el ESU fue aplicado utilizando el primer del
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sistema adhesivo como vehiculo lo que implica una limitacién en el tiempo de
contacto (20 segundos contra 10 minutos en los estudios previos) y posibles
interacciones quimicas con los componentes del primer. Segun Dhingra y col.(47) el
agente antioxidante debe ser aplicado por un tiempo no menor a un tercio del
tiempo de aplicacion del agente blanqueador; de ahi que la mayoria de los estudios
apliquen el agente antioxidante como un paso previo, y por un lapso no menor a 10
minutos. Estos resultados deben ser considerados con precaucion debido a que la
estrategia de blanqueamiento utilizada no disminuy6 significativamente la RUM en
los grupos control, por lo cual podria tratarse de un falso negativo.

En los estudios reportados anteriormente, el ESU se utilizé en concentraciones que
varian entre 5%(9,14,17,20,26,27,29,36,56), 6,5%(3,34,47) y 10%(1,11,31,38). En
este estudio se utilizé el ESU al 10% por ser esta la mayor concentracién probada
con buenos resultados, de manera de intentar compensar su limitado tiempo de
accion.

Si bien los estudios hasta ahora realizados hablan del uso de proantocianidinas
como agente antioxidante(3,20,26,27,29,34,47,56), al revisar la metodologia se
constata que utilizan extracto de semillas de uva en solucion. Este extracto esta
compuesto en un 98% por CPO(34,36), pero contiene otros componentes. Es por
esta razén que se comenzdé con un proceso de purificacién y caracterizacion del
ESU de que se disponia (complemento dietario) para poder utilizar CPO y controlar
las posibles interacciones quimicas. Sin embargo, esto no fue posible debido a la
limitacion de tiempo y cantidades de extracto necesarias. Este procedimiento fue
realizado en el Laboratorio de la Catedra de Farmacognosia y Productos naturales
de la Facultad de Quimica, Universidad de la Republica, y se detalla en el Anexo 6.

En este estudio se utiliz6 el AS como parametro de comparacién, ya que este
agente antioxidante es uno de los mas evaluados en la literatura y es considerado
el estandar de oro(35,37,48). En estudios preexistentes en donde este agente fue
utilizado como un paso previo al procedimiento adhesivo se obtuvieron buenos
resultados en relacién a la resistencia de la unién, que en algunos casos fue
mejorada(44,48,52,81) y en otros restaurada al nivel del control sin
blanqueamiento(44,48).

A diferencia de los estudios antes mencionados, en este estudio el AS fue
incorporado en el primer del sistema adhesivo. Segun los resultados obtenidos esta
estrategia no fue efectiva. Por un lado, parece haber alterado el adhesivo, lo que se
evidencia en los valores de la resistencia de la union cuando se comparan los

grupos que no recibieron blanqueamiento y se observa que cuando se utilizo el
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primer sin antioxidante (34,675+8,79) la resistencia de la unién fue
significativamente mayor que cuando se incorporé AS al primer (16,175+7,744).

Por otro lado, cuando se utilizé el primer con AS incorporado sobre el esmalte
blanqueado no hubo mejorias en la RUM. Esto coincide con los resultados
obtenidos en estudios previos(67,68,81).

Un factor que puede incidir es el tiempo de contacto del AS con el esmalte
blanqueado. Este tiempo estuvo limitado por la forma en que fue utilizado y fue de
20 segundos. Estudios previos han reportado que la aplicacion de AS durante 10
minutos es efectiva para aumentar(48) e incluso restituir la RUM disminuida(31), y
que aumentando el tiempo de aplicacion con un tope en 120 minutos aumenta la
RUM(46). En este estudio se utilizé una concentracion de AS de 15%. Segun
estudios previos el AS en concentraciones inferiores a 10% no puede restituir la
RUM disminuida; mientras que a su vez concentraciones mayores a 20% no llevan
a mejores resultados(52).

A futuro se podria experimentar con el uso de otro agente blanqueador, asi como
con diferentes AA. Ademas, el analisis del tipo de falla (adhesiva o cohesiva) podria
arrojar luz acerca de una posible alteracion del primer al incorporarle los AA. Esto
permitiria determinar si la falla se da a nivel del adhesivo o no; constituyendo una
limitacion de este estudio. Por otro lado, si se lograra formular un sistema adhesivo
que incorporado el antioxidante diera buenos resultados, se deberia investigar
acerca de la vida util y condiciones de almacenamiento del mismo. En este estudio
no se evalué el comportamiento en el tiempo (envejecimiento) del adhesivo. Si bien
los valores de RUM pueden ser bajos, estos podrian ser estables en el tiempo.
Segun la bibliografia consultada, no existen estudios clinicos que prueben el uso de
antioxidantes en forma inmediatamente posterior al blanqueamiento, lo que puede
deberse a la inconsistencia de los resultados obtenidos en los estudios in vitro

hasta ahora realizados y a la diversidad de las metodologias empleadas.

11. Conclusiones

Segun los resultados de este estudio el peroxido de carbamida al 45% utilizado
durante 30 minutos no disminuyé la RUM cuando el procedimiento adhesivo fue
realizado inmediatamente posterior al blanqueamiento.

La incorporacion de ESU al primer del adhesivo experimental no afectd los valores
de RUM logrados con este adhesivo. Por el contrario, la incorporacion de AS

perjudico el desempefio del adhesivo.

33



Dentro de las limitaciones de este estudio, el ESU incorporado en el agente
adhesivo no fue capaz de mejorar los valores de RUM posterior al blanqueamiento.
Dado que podria tratarse de un falso negativo debido a que el agente blanqueador
utilizado no disminuyé significativamente la RUM, podrian llevarse a cabo nuevos
estudios que utilicen agentes blanqueadores que generen mayor concentracion de

radicales libres.
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13. Anexos

Anexo 1: Expediente de aprobacion Comité Etica

UNIVERSIATE DE L& REPURLEC A
FACU LT I ODONTOLOGEA
Sevcidm Comnisiomes v Clausimn

Montevides, 23 de agosto de 2018.-

Reunido &l Comité de Efica en Investigacion de @& Facultad de Odontologia,
resushva aprobar el proyecio tlulado:

"Resistencia de umidn al esmalle humano de un adhesivo modificads con
proanfocianidinas inmediatamente posterior al blangueamienta”, cuyo responsabbs
g5 la Dra. Joanna Vola y le ha correspondide & admero de expediente 091900-
0o0189-18,

/A

Dr Ernests Borgia
Pta.Comité de Etica an Investigacion
Facultad de Odontalogia

foreditaciin del Comité de Etica an Investigacion de la FOC Resol, No. 583 del 07182017 de |3
Diraccion Grad de la Salud,
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Anexo 2: Consentimiento informado

Consentimiento informado

INFORMACION

En el marco del cursado de mi Maestria, estoy llevando a cabo un proyecto de
investigacion sobre adhesion de materiales restauradores al esmalte dentario.

Para ello necesito colectar terceros molares retenidos que deban ser extraidos, en los
cuales se llevara a cabo una restauracion adherida que sera sometida a diferentes
tests que permitiran evaluar la adhesién de la misma.

Estas restauraciones seran realizadas por quien suscribe Dra. Joanna Vola, bajo la
tutoria de los Dres. Evandro Piva y Horacio Heinzen.

Todos los datos recabados seran registrados en una ficha especialmente disefiada
para esta investigacion y seran confidenciales, no asociando nunca la pieza dentaria
restaurada con el paciente de quien procede. Los resultados que surjan de esta
investigacion seran publicados en revistas cientificas arbitradas para su difusion.
Por lo tanto, solicito su consentimiento para utilizar el/los molares que le deban
extraer.

Ante cualquier duda o consulta se puede comunicar con la Dra. Joanna Vola al

CONSENTIMIENTO

QUIEN SUSCIIDE. ...eeiviicie e Cliiiiiiii, , declaro
que entendi perfectamente el procedimiento y el objetivo de los tests a realizar en la
investigacion; y otorgo mi consentimiento para usar el/los molares con tal fin.
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Anexo 3: Composicion del extracto de semillas de uva

0.085 ppm

0.07 ppm
LT0.001 ppm

0.005 ppm
within limits

38% NMT 8.0%
0.3 % NMT 5.0%

0.35 g/mL  0.25-0.50 g/mL
0.50 g/mi.  0.40 — 0.65 g/mL
Conforms min 98% thru 40-mesh US

LT 10 cfu/g LT 1,000 cfu/g

LT 10 cfu/g LT 100 cfu/g
Negative Negative, per 25g
Negative Negative (LT 3/g MPN)
Negative Negative (LT 3/g MPN)
Negative Negative (LT 3/g MPN)

Steve Kupina — Diréctor, Tech Sales

45



Anexo 4: Opalescense Quick 45% PF

Opalescence®Quick 45% PF ES

Tooth Whitening System
Descripcidn:
Opalescence Ouick es un exclusivo sistema de blangueamienio para el
consuliorio. £ un gel claro, viscoso y pegajoso de perdado de carbamida
al 45 % (pH-6.5). 52 ha comprobado también gue Opalescence Quick 45%
PF reduce |3 susceptibilidad a |as caries, mejora |a microdureza del esmalie
¥ |a salud del esmalie.
Todos los producios Opalescence fienen cualidades exclusivas que inchuyen
liberacion sostenida, propiedades adhesias y la aplicacion medianie una
cubeta fabricada a medida.
Indicaciones:
Opalescence Quick 45% PF ha demostrado ser efeclivo para remover
decoloraciones presenies desde | erupcin del dienie y/o manchas de la
edad. Se obliens éxito en diferentes grados con tefraciclinas y decoloraciones
marrones de fluorozis. Opalescence Quick 45% PF se uliliza también en
dientes no vitales para blangueamienio intracoronal. Opalescence Quick 45%
PF e= mis conservador (en comparacidn con coronas, vensers, elc.) para
tratar dientes ozcuros y decolorados. Esto incluina decoloraciones causadas
por factores congénitos, sistémicos, metabdlicos, 1arrn3-[:::|lnfugri-ms. traurmsiticos
0 igtrogénicos, como; fluorosis dental, manchas por tefracicling y minocicling
adulta, trauma, entroblastozis ietal, ictericia y porfina. El perdado es un
agenie oxidante fuerie. El blanguearmiento ocurre porgue el pendddo penetra
en &l esmalte y en la dentina, oodando las manchas gue afectan al diente.
El blangueamienio se lleva a cabo primero y mas rdpidamende a nivel del
esmalte. Por ejernplo, la mayoria de las manchas desfigurandes de tetracicling
estdn a nivel de |a dentina por lo tanfo, su oxidacidn (blangqueamientao)
lleva mas tiempo.
Coma los maleriales restauradores no blanguearan, recomendamos blanguear
loz dienles oscurecidos antes de colocar restauraciones para gue las
restauraciones combinen con los nuevos tonos mds claros (espere 2 semanas
después del blangueamienio para colocar restauraciones). Ahora, los dendisias
pueden devolver el color oniginal a los diendes naturales e incluso llevarlos a
tonos més claros nunca anies experimentados por el paciente.
Informacion General:
Debe prestarse especial atencitn a la fabricacion de |3 cubefa debido a las
caracieristicas j0sas, Viscosas Ed& [iberacion soslenida, en comparacian
con los productos de blangueamiento anteriores.
Para evitar o reducir 1a irritacian, es aconssjable limitar el contacto del perd:ddo
a las superhicies del diente, cuidando de no tocar los tejidos blandos. Si se
ziguen las instrucciones, se obtendran resullados mas predecibles en dias, en
lugar de semanas. Los resultados =& obtiensn mds ridpidamente, reduciendo
la exposicion cronica v a largo plaro al perdxido. Nuesira experiencia ha
demosirado que bo ideal es utilizar un material suave y delgado (Sof-Tray®
de .0357), ya que es mucho mas confortable. Con una cubeta fina, 2l paciende
no noda que |a fiene colocada pues hay menos invasion de los espacios inder-
oclusales. Ademsds, la buena terminacion de la misma y la creacidn de espacios
de reserva reducen ain mas la presion sobre los dientes y las encias.
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¥ Procedimiento previo al tratamiento:

. 1. Antes del tratamiento blanqueador debe efectuarse un diagndstico. ¥
% Azegirese oe que los fejidos blandos esién saludables para minimizar g
¢ &l frauma hacia los mismos. Deberian acondicionarse las restauraciones %
% defectuosas yo las zonas con caries. Las superfices radiculares expuesias 3
% pueden experimentar sensibilidad. De haber grandes zonas ewpuestas, o i
s |35 restauraciones son inadecuadas, mlﬁ-[:imlm pueden experimentar desde 2
% una molestia suave a un dolor moderadamende severn. A veces esto puede ¥
% solucionarse mediante un simple recorie adicional de la cubeta o cubriendo %

¥ |5 zonas con un agenie adhesivo.

: 2. Rernueva el sarro y las manchas extemas. 5i 52 traumnatiza el iejido, espere
¢ de una a dos semanas antes de comenzar el tratamiento blanqueador para %

% minimizar una posible sensibilidad gingival.

¢ 3. Espere 2 semanas después del tratamiento para fomear el color para nuevas £
¢ restauraciones y _Ir'a cementados con resina de fijacion. Esle es el MTE ;
mhgl .

% que toma la izaciin del color y es imporianie antes de colocar
% restauraciones con el color de los dientes definitivos.

: 4. En la cubeta puede aparecer una coloracion ligeramente parpura despueés

¢ del blanqueamniento, causada por amealgamas adyacentes.

¢ Esta decoloraciin no liene consecuencias de ningln lipo de acuerdo a g

% nuestros aflos de expeniencia en blanqueamiento.

% 5. Al blanquear dientes gue fengan restauraciones de amalpama, éstos pueden §
¢ DAFBCEr MAs 0scurns. Esto se debe a que la restauracion intema se volverd 2
5 mas visible 3 través del esmalte blangueado. Debe informarse al paciende £
¥ de que puede sar necesanio efectuar restauraciones estélicas mds exlensas §

3 después del blanqueamiento.

5% 6. Algunos dientes no responden al blanqueamiento, y ocasionalmende los

¢ colores originales vuelven poco después de terminado el tatamiendo.

s A& menudo, esto se debe a una modificacitn temporaria del color causada por 2
% la deshidratacion (y luego la rehidratacion) de los dientes. En las manchas §
¢ intrinsecas dificiles, las porciones mds anchas del diente suelen blanquearse %
% MENDS (por ). el tercio gingival 52 blanquea menos que el tercio medio y &

> &l tercio incisal).

¢ 7. Cuando el pacienie no ufilice |l cubela deberd guardarla siempre en

% 5U estuche.
¢ Procedimiento:

, 1. Fabrique la cubeta a medida utilizando las instrucciones para laboratorio, o 2
% envie el modelo de yeso y |a onden de trabajo (incluida en el avio) a Ulradent. §
¢ 2. Cargue |a cubeta colocando una capa continua de gel sobre la cara facial %
% de la misma, desde el borde incisal hasta mds 0 menos la mitad (o un poco
% menos), de molar a molar. Esbo deberia ufilizar como mé&dmo de 1/3 2 1/2 §

¢ 8 una jeringa.

¥ 3. Los tiempos de tratamiento warian de pacienie a paciente. Una sesidn
% o deberia durar mds de 30 minubos y depende del confort del paciente. Si §
¢ 5¢ uliliza como fratamienio para un impulso inicial, 3= necesida slo una
¢ esitn en el consuliorio. Luego el pacienie es enviado a su domicilio con 2
¢ pertxido de carbamida al 10%, 15%, 20% o 35%, con las indicaciones del %
% régimen oe blangueamiento a sequir. El pacienie no deberia comenzar con el 3
% blangueamienio domiciliario hasta pasadas 24 horas del tratamiento en el §
¢ consulionio. Los pacientes que efectien blangueamiento domiciliario deberian %
2 e evaluados 5-T dias en el consultario. El profesional puede agendar los 3
% conroles con mayor o menor frecuencia, dependiendo de las necesidades del §
¢ paciente y el grado de progreso. La cantidad de dias requeridos para completar 2
5 ¢ tratamiento dependen sobre fodo del fipo de decoloraciGn y de su s=veridad. 3

47



¥ Por ejemplo, las decoloraciones par tetraciclina rema‘ifi més tiempo de §

s tratamiento que ofro tipo de decoloraciones desfigurandes.

5 4. Dcasionalmenie, |2 sensibilidad v la imitacion ginpival pueden requerir §
¢ tratamiento. El primer tratamienio de eleccion e la aplicacion de URrabZ, un %
% 0el viscoso pe?ajnsn de nitrato de pofasio que puede utilizarse en la misma §

escence desde 1-2 horas hasia toda la noche, seqln sea §

b cubeta que Opa
¢ necesario. Los tratamientos altemativas incluyen:

% & El paciente puede utilizar la cubeta con un gel sin sabor, pegajoso y viscoso, :
% casi neutro (Flor-Opal®). El uso diurno aisla los dientes del frio, logrando la 4

 remisitn de la sensibilidad.
b b. Administracion apropiada de analgésicos antinflamaionos suaves.
¢ Precauciones

2 1. Lea y enlienda todas las instrucciones. Uilice la limina recomendada yr
¢ adminisire un régimen de tratamiento adecuado para mandener al paciente en &

% un nivel de confort Gptimo.
8 2. Opalescence (uick 45% P NO es para uso domiciliario.

% 3. Anies de comenmr el fratamiento, la salud gingival y peneral debe

¢ ser buena.

% 4, Como precaucidn de seguridad, Opalescence NO deberfa utillﬂ&e

¢ durante el embarazo.

% 5. 5i el paciente tiene alergia o sensibilidad quimica conocida a los perxidos, :
¢ carbopol, glicering, eic., NO debe usar Opalescence Quick 45% PF. El sabor £
¢ 3 menta puede ser imitante para algunos pacientes. Si el paciende fiene una $

¥ sensibilidad conocida a la menda. no lo wtilice.

% 6. Las restauraciones deberian sellarse adecuadamenie y toda la denfina
¢ expuesta v sensible deberia cubrirse. Si hay antecedentes de sensibilidad, %
: tralela efectuando una restauracion adecuada, colocando un agenie adhesivo ¢

¢ denfinario, efc., o selle iemporalmente con el sellante de dentina.

¢ [ Las zonas hipocalcificadas pueden existir y no siempre son visibles a simple %
% vista. Estas se blanqueardn mucho més rdpido, volviéndose mds visibles §
¢ durante el blangqueamiento. Continde con el tratamiento hasta gue la superficie 2
# dendal no afectada se empareje. ReevalGe 2 semanas después del tratamiento, 3

% cuando el color se haya estabilizado.

¢ 8. De persistir la molestia gingival o dental {como ser sensibilidad extrema %
5 4 las temperaturas), informe al paciente que retire |a cubsta, discontinde el
¢ tratamiento y apende una nueva cita para volver a tratarlo en ofro momendo. §
% EI paciente también puede ser enviado a su domicilio con Opalescence g

5 domiciliario.

# 9. Manfenga el confrol de fodos los blanquesdores Opalescence, enfregando 2
5 20l |0 que sea necesario hasta la prixima consulta de evalwacion 2
b (aproximadamente 3 & 5 dias). Vigile el progreso para prevenir un 4

: blangueamiento mas alla del nivel deseado o translucidez.

% 10.Comprenda las expeciativas de cada paciente antes de comenzar el ¥
¥ tratamienio. Informeles que las restauraciones existentes (coronas, 4
, incrustaciones color diente, etc.) no blangueardn, ain cuando el diende 3

% natural si lo haga.

® 11.Todos los agentes blangueadores Opalescence s2 suministran en jeringas 3
4 precargadas de dosis unitarias de 1.2 mi. El material NO ES para sex inyectado. 3

¢ Descarte las jeringas cuando estén vacias.

¢ 12 El material refrigerarse para mantener su vida dtil. Mantenga §
% Opalescence Ouick 45% PF lejos del calor yo sol directo. Cuando se refrigera,
% Opalescence Quick 45% PF puede tomar un aspecto conpelado. Cuando la £
¢ jeringa relome la temperatura ambiente, volvera a su aspecto original. Esto es &
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£ 13.Los pacientes con oclusidn dificil o con bruxismo pueden requerir de una 3
+ cubeta mas gruesa. Recomendamos el material de 0.060°. Evite el tratamiento ¥

+ i gl pacients puede fragar o aspirar la cubeta,

¥ Instrucciones para el Labomiono:

t 1.Vacée |3 impre=idn con yeso de fraguado ripido o yeso dental. El alginato
debe vaciarse cuanko andes para asegurar la fidelidad. No ulilice demasiado
yesO para evitar frabajo innecesario, pero mantenga una masa suficients
CoOmo para asegurar la remocion del modelo de la impresion sin fracturas.
Corie |a base con la recortadora en forma paralela a la oclusidn hasta unos
pocos milimetras ded margen gingival para facilitar la manipulacion. Las
zonas del paladar v la lengua deben ser removidas. Permita que el modelo
e seque durante 2 horas.

2.3 resina LC Block-Out de Ultradent® proporciona répidamente espacios
(reservarios) en la cubeta. Cologue una capa de resina de unos 0,5 mm de
espesor, dejando wn espacio libre de 1,5 mm hacia gingival. NO APLIQUE
resina en las superficies ocluesales ni incisales. Esio evitard que el margen
de la cubeta se abra al morder y que |a cubeda 52 monde sobre las encias.
Los pacientes experimentaran menor presion sobre los diendes pracias a los
FESEMWONIOS, ya Que no existirdn presiones orioddnticas. Fotocure LC Block
Out duranie aproximadamente 2 minubos (Ultra Lume®). Puede utilizar una

-

la capa de inhibicidn por axfgena.

3.Caliende la lamina a utilizar con la estampadora (UlbraVac® o utilice Econo
Vacuum Former) hasta que se combe aproximadamende 1 pulgada. Aclive
el vacio y adapte el plastico blando sobre el modelo. Enirie y remueva

el modelo.

4 Corie el exceso de material con tijeras asemadas (Lility Cutters de
Ultradent®).

5.Con pequefias fijeras tactiles aserradas (URra Trim), recorte con cuidado
y precision hasta akejarse de 0.25 a 0.33mm del margen gingival. Recorte

provocar dolor si |a cubeta kas cubre!
6.Vuelva a colocar la cubeta sobre el modelo de yeso. Revise las
dimensiones. Flamee puliendo las esguinas, un cuadranie a la vez (Blazer®
Micro Torch).
7.Mientras ain esté caliente, presione 3 periferia e cada sepmenio
firmemenie contra el modelo (con los dedos himedos) durante tres
undos. Si alguna zona se encuentra muy lejos de la longitud deseada,
lente suavemende y estire hasta el lugar deseado. Si el material de la
cubeia e afina demasiado, deberad fabricarse oira.

T T T T T T T T N N T T W T R T T N Y W TR YT W W T ey

fressca. Gudrdela en el estuche mientras no la uilice.

lampara de fotocurado inbraoral manual (20-40 segundos por diente). Limpie

con suavidad alredecor de las papilas interdentales. iEstas pueden imitarsz y 3

d.Una vez que se ha fabricado la cubeta, limpiela con un cepillo suave y agua
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Anexo 5: Clearfil SE Flowchart

CLEAREIL SE BONDHIT ¢, 1 s i [

1821 Sakazu, Kurashid,
e s 2 Okayarma 710-0801, Japan
Case A Direct filling restorations

Apply PRIMER .y Dry with mild air flow Apply BOND Air flow gently

Place CLEARFIL MAJESTY
Esthetic PLT

S1970E2-01

08/2007

Anexo 6: Procesamiento del ESU

El procesamiento del extracto de semillas de uva fue llevado a cabo en el
Laboratorio de la Catedra de Farmacognosia y Productos naturales de la Facultad
de Quimica de la UdelaR y consistio en purificar el compuesto provisto por el
fabricante en primera instancia, para luego controlar las fracciones obtenidas y

realizar como Ultimo paso una caracterizacion(82—84)

Prueba del extracto — purificacion

Se utilizé la técnica de cromatografia, técnica que consiste basicamente en separar
componentes mediante diversos mecanismos. En la cromatografia existen dos
fases: una fase inmévil también llamada fase estacionaria, y una fase maovil. Los
componentes de la mezcla son arrastrados por la fase mavil a lo largo de la fase
estacionaria, proceso que se denomina elucién, resultando en la separacion debido
a las diferencias en las constantes de distribucién de los componentes de la mezcla
entre las fases movil e inmovil. La distribucion final de los componentes en funcién
de su posicién sobre el lecho estacionario, o del tiempo en que eluyen se denomina
cromatograma.

La purificacion se llevd a cabo mediante la cromatografia en columna,
cromatografia liquida. Consiste en una técnica en la cual la mezcla a separar eluye

de la columna a través de la fase estacionaria, en este caso representada por una
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resina porosa en que los poros son de un rango definido (Sephadex LH20 gel,
Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden).

La fase estacionaria separa selectivamente las moléculas en funciéon de su tamafio
molecular; cuando la fase movil fluye a través de la columna. La separacién de los
componentes del extracto se da a expensas de la variacion del tamafio molecular
entre la sustancia analizada y la columna cromatografica. La muestra se introduce
en pequefias cantidades y sus componentes se retrasan dependiendo de las
interacciones fisicas con la fase estacionaria a medida que adelantan por la
columna. El grado de retencion de los compuestos de la muestra depende de la
naturaleza del compuesto (tamafio molecular en este caso) y del tamafio de los
poros de la fase estacionaria, asi como también de la polaridad de la fase mévil. En
este caso el mecanismo de separacion de los componentes entre las fases estuvo
dado por la diferencia de tamafio molecular. La fase estacionaria es organica, y
posee cavidades en las que las moléculas de los componentes a separar pueden
penetrar y ser retenidos, siendo las moléculas de mayor tamafio las primeras en ser

eluidas de la columna.

Prueba de las fracciones

Las fracciones (fracciones del total de la fase mavil utilizada) obtenidas mediante la
columna fueron ordenadas segun su polaridad y sembradas en una TLC (Thin layer
cromatography). La TLC es una técnica cromatografica liquida que utiliza una placa
inmersa verticalmente en una fase movil llamada eluyente. Esta placa
cromatogréafica es un soporte para una fase estacionaria polar (cominmente una
capa uniforme y delgada de silica gel, de ahi el nombre de TLC) adherida a una
superficie solida (placa de vidrio, aluminio, etc). La silica posee grupos silanoles
(silicio unido a alcohol) lo que vuelve este material muy polar, con gran afinidad por
los solventes polares. Los productos a examinar se disolverdn en un disolvente
organico cuyo punto de ebullicion sea lo suficientemente bajo como para
evaporarse luego de su aplicaciébn. Se siembra la muestra a analizar utilizando
generalmente una pipeta que toca sobre la placa preparada. La eleccion del
eluyente depende del componente a separar y del material en que la separacion se
lleve a cabo. La fase mavil se coloca dentro de la cuba que contiene la placa. El
eluyente sube por capilaridad separando los compuestos previamente sembrados.
Estos compuestos compiten con la fase movil por los sitios activos de la silica que
son polares. Lo compuestos mas polares son mas afines con los silanoles, mientras
gue los compuestos mas apolares no compiten con la fase movil, por lo cual tienen

mayor movilidad. Es asi que en una TLC lo que estd mas retenido es lo mas polar,
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mientras que lo que estda menos retenido es lo mas apolar. Es decir que los
primeros compuestos eluidos son los mas apolares pues tienen menos afinidad por
la fase estacionaria, y por ultimo eluye lo mas polar, quedando sobre la silice. La
fase estacionaria en una TLC es fija. Puede realizarse con fines analiticos o
preparativos, para aislar cantidades mayores de compuestos. La TLC posee mayor
capacidad separativa que la cromatografia en columna y en este caso, combina dos
mecanismos distintos de separacion, el peso molecular y la polaridad de los
compuestos en estudio. Una vez completada la cromatografia se trata el gel de
silica con un solvente, luego de lo cual se puede obtener el compuesto puro.

La cromatografia preparativa se utiliz6 para determinar la presencia de un
compuesto en particular del que se observé que habia gran cantidad en una
fraccion. Se sospechd que este compuesto era catequina. Los compuestos pueden
ser observados a simple a vista, pero cuando esto no es posible se utiliza un
revelador; es decir una solucién quimica o solvente mas polar que permita que los
diferentes compuestos suban por la placa y se separen entre si. En este caso se
utilizé vainillina, que revela de rojo los polifenoles. Se revelan Unicamente los
bordes para no tefir todo el compuesto.

La relacién de frente (RF) es el parametro que representa la distancia que hay entre
el frente (lugar a donde llegé la fase mévil) y el lugar de la siembra. La RF de un
compuesto que sale en la parte superior de la placa es 1, si no se movio del lugar
de la siembra es 0, y si queda a mitad de camino es 0,5. Por lo tanto la RF varia
entre 0 y 1, y se mide con una regla. Se trata de una cromatografia en donde las
separaciones se dan por polaridad.

Cuanto mas grupos alcohol (OH) existan, mayor serd la polaridad. Los primeros
monomeros en salir son la catequina y epicatequina, y por altimo salen los
polimeros, que son mas polares, ya que presentan mas grupos OH.

Una de las fracciones obtenidas presentaba siempre tres compuestos; por lo cual
se raspol la placa, se coloc6 el material obtenido en un solvente para eliminar la
silica y obtener el compuesto puro. El objetivo era, mediante resonancia nuclear
magnética, determinar la estructura del compuesto, pero no se pudo realizar debido

a la escaza cantidad del mismo.

Determinacion de la actividad de las fracciones

Obtenidas las fracciones es conveniente medir su actividad. En este caso su
actividad quimica antioxidante. Determinada ésta se pasa al ultimo paso que es la
purificacibn de esa fraccion. Nunca se llegd a realizar la purificacion o

caracterizacion de las fracciones.

52



