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RESUMEN

Introduccion: La dentina esta formada principalmente por colageno tipo |,
proteinas no colagenas, proteoglicanos (PGs) y lipidos, que desempefian un papel
crucial en sus propiedades fisicas y la mineralizacion. En odontologia adhesiva, no

se conoce con exactitud el rol de estas macromoléculas.

Objetivos: Evaluar la difusién lateral de los sistemas adhesivos en el
compartimento intratubular luego de la eliminacion enzimatica de los PGs de la

dentina.

Metodologia: En 30 molares sanos se expuso la dentina circumpulpar mediante
desgaste. 10 especimenes fueron desmineralizados con acido férmico al 10%. 10
especimenes fueron acondicionados con acido ortofosforico al 37% para luego ser
incubados con tripsina al 0,1%. Se utilizd la técnica adhesiva "wet bonding" con
Adper Single Bond 2. En cortes histolégicos se detecté inmunohistoquimicamente
la presencia de condroitin sulfato usando anticuerpo monoclonal (CS-56). Los
cortes fueron contrastados posteriormente con azul de toluidina o safranina O-fast

green.

Resultados: En cortes histolégicos de especimenes desmineralizados e incubados
en TRY, se observd que el adhesivo infiltrd irregularmente la dentina intertubular,
formando una zona hibrida difusa con baja afinidad por los colorantes. Ademas,
penetro los tubulos dentinarios, creando tags de resina cilindricos que ocupan todo

el lumen tubular. Lateralmente el adhesivo formd una zona hibrida intratubular.

Conclusién: Los PGs de la dentina intratubular determinan la morfologia
infundibuliforme de los tags de resina. Su remocioén permite la hibridacion de las

paredes del tubulo.



ABSTRACT

Introduction: Dentin consists mainly of type | collagen, noncollagenous proteins,
proteoglycans (PGs) and lipids, which play a crucial role in its physical properties
and mineralization. In adhesive dentistry, the exact role of these macromolecules

is not known.

Objective: To evaluate the lateral diffusion of adhesive systems in the intratubular

compartment after enzymatic removal of PGs from dentin.

Methodology: In 30 healthy molars, the circumpulpal dentin was exposed by
attrition. Ten specimens were demineralized with 10% formic acid. Ten specimens
were conditioned with 37% orthophosphoric acid and then incubated with 0.1%
trypsin. The adhesive wet bonding technique was used with Adper Single Bond 2.
The presence of chondroitin sulfate was detected immunohistochemically in
histological sections using monoclonal antibody (CS-56). The sections were

subsequently contrasted with toluidine blue or safranin O fast green.

Results: In histological sections of demineralized specimens incubated in TRY, it
was observed that the adhesive irregularly infiltrated the intertubular dentin, forming
a diffuse hybrid zone with low affinity for the dyes. In addition, it penetrated the
dentinal tubules, creating cylindrical resin tags that occupy the entire tubular lumen.

Laterally, the adhesive formed an intratubular hybrid zone.

Conclusion: Intratubular dentin PGs determine the infundibuliform morphology of

resin tags. Their removal allows hybridization of the tubule walls.



INTRODUCCION

La matriz organica de la dentina con colageno tipo | como componente principal,
queda expuesta después de la desmineralizacion en la caries dentinaria, la erosion
o el acondicionamiento acido durante el tratamiento restaurador adhesivo con
composite. La desmineralizacion de la dentina que deja expuesta la matriz
dentinaria podria ser perjudicial para el tejido si no se protege adecuadamente. En
odontologia adhesiva, la desmineralizacién parcial o completa es un prerrequisito

para una union exitosa con los adhesivos contemporaneos ().

La dentina puede describirse como un compuesto reforzado nanocristalino, el 90%
de la matriz organica es colageno tipo | y el 10% restante consiste en proteinas no
colagenas (NCP), proteoglicanos (PGs) y lipidos (<2%). Las NCP son un grupo
heterogéneo de fosfoproteinas, glicoproteinas, proteinas séricas, enzimas y
factores de crecimiento . Los PGs estan compuestas por una proteina central con
una o mas cadenas de glicosaminoglicanos (GAGs) unidos covalentemente. La
estructura de los PGs en la dentina es similar a la que se encuentra en el cartilago,
la piel y el hueso, estos desempefian un papel fundamental en las propiedades
fisicas de la dentina, preservando la morfologia de la matriz organica
desmineralizada y promoviendo la mineralizacion de la dentina. La eliminacion de

los PGs puede reducir la resistencia de la unién al cizallamiento en la dentina ©.

Existen dentro de la matriz pequefos proteoglicanos que son ricos en leucina
(SLRP) que regulan la formacién de la dentina, la mineralizacion y el sistema de
soporte mecanico hidraulico de la Matriz Extracelular (MEC). Los SLRP mas
abundantes que se encuentran en la dentina son la decorina (DCN) y el biglicano
(BGN) que estan formados por una proteina central con una o mas cadenas de
glicosaminoglicanos (GAGs) ricos en condroitin/dermatan sulfato (CS/DS) unidos

covalentemente y cargados negativamente (.



La sulfatacién de los aminoazucares en las cadenas de GAGs confiere una carga
altamente negativa a las moléculas de la cadena lineal, por lo tanto, los GAGs
pueden contribuir a la capacidad de los PGs para unirse y organizar las moléculas
de agua en la técnica de union humeda y desempefar un papel importante en la

regulacion de la arquitectura de la matriz de dentina desmineralizada ©).

Se han realizado varios estudios para examinar el efecto de los PGs en la matriz
de dentina desmineralizada sobre la fuerza de unién a la dentina. Estos estudios
determinaron que las fuerzas de unién se vieron afectadas después de la
eliminacion enzimatica con tripsina (TRY) de los PGs. Esta proteasa elimina
selectivamente la proteina central de los PGs, se liberan las cadenas de GAGs y
desaparecen durante el lavado antes de la aplicaciéon del sistema adhesivo,
mejorando la adhesion observandose un aumento de la fuerza de traccion. Esto da
como hipétesis que, la eliminacion de los proteoglicanos con la enzima TRY, afecta
la capa hibrida del sistema adhesivo de lavado y grabado ©®). Sin embargo, los

autores no aportan evidencia morfolégica que sustenten dicho enunciado.

Este estudio fue disefiado para responder el siguiente problema de investigacion:
“Qué evento morfolégico observable macroscépicamente modifica el proceso de

adhesién luego de la eliminacién enzimatica de los PGs de la dentina”.

Esta investigacion contribuira a conocer la biologia de los PGs de los tejidos
mineralizados en general y de la dentina en particular. Desde una perspectiva
Odontolégica nuestros resultados podrian explicar los mecanismos estructurales y
moleculares de la adhesion de biomateriales sintéticos y su implicancia para la

Odontologia Adhesiva.



MATERIAL Y METODO

La dentina humana esta compuesta aproximadamente por un 70% en peso de
material inorganico, un 18% en peso de material organico y un 12% en peso de
agua. Cuando se desmineraliza la dentina, la concentracién de agua aumenta
significativamente del 20% a aproximadamente el 50 - 70% en volumen, lo que
constituye un cambio significativo en la composicion que tiene profundas
implicaciones en las propiedades mecanicas de la dentina y en todo el proceso

adhesivo ©,

La dentina tiene una estructura tubular y cada tubulo tiene forma de cono invertido,
con el diametro mayor en el tercio interno cerca del limite con la predentina. Cerca
de la pulpa, el area ocupada por tubulos dentinarios alcanza el 22% mientras que
cerca del LAD representa solo el 1% de la superficie de la dentina. Los tubulos
estan rodeados internamente por dentina intratubular mineralizada, de ancho
variable dependiendo de la zona observada a lo largo del tubulo. Teniendo en
cuenta que la permeabilidad de la dentina ocurre principalmente a través de los
tubulos dentinarios, las variaciones regionales en el calibre y la densidad de los
tubulos provocan cambios significativos y proporcionales en cuanto a la
permeabilidad de la dentina. Cuando la dentina se graba con acido, las
caracteristicas de composicion se modifican y ocurre un aumento significativo en la
permeabilidad. Es asi como las variaciones en la morfologia y la permeabilidad de

la dentina afectan directamente la unién ©).

Alrededor del 90% de la matriz organica dentinaria es colageno, el componente
principal del colageno dentinario es el tipo I, donde la mayoria es un heteropolimero
con dos cadenas a1(l) y una cadena a2(l). Los odontoblastos también sintetizan y
secretan un homopolimero de colageno tipo | que consta de tres cadenas a1(l) y

que comunmente se denomina colageno tipo | trimmer. Varios estudios han



encontrado que en la matriz dentinaria existe colageno tipo lll y este se localiza en

el interior de los tubulos dentinarios .

Ademas del colageno de tipo I, que aporta hasta el 90% del material organico, la
matriz extracelular (MEC) de la dentina contiene varias proteinas y proteoglicanos
(PGs), denominados colectivamente proteinas no colagenas (PNCs), que

constituyen aproximadamente el 10% de la matriz ©).

Los proteoglicanos (PGs) de la dentina desempefan papeles estructurales,
metabdlicos y funcionales en los tejidos blandos y calcificados, ya que también son
componentes clave en el proceso de mineralizacion de la dentina y el hueso. Los
PGs se componen de una molécula proteica central a la que se unen
covalentemente glicosaminoglicanos (GAGs) como cadenas laterales. Los GAGs
son polisacaridos lineales, sulfatados y cargados negativamente, que pueden
dividirse en: glicosaminoglicanos sulfatados que comprenden condroitin 4/6 sulfato
(CS), dermatan sulfato (DS), queratan sulfato (KS), heparina y heparan sulfato (HS)

y glicosaminoglicanos no sulfatados como el acido hialurénico (HA) ©).

Las cadenas de GAGs estan formadas por unidades disacaridas repetidas que
contienen aminoazucares acetilados (N-acetil-galactosamina o N-acetil-
glucosamina) y acido urénico (acido D-glucurénico o acido L-idurénico). Mientras
que, los glicosaminoglicanos KS se basan en disacaridos repetidos que contienen

galactosa (4-N-acetil-glucosamina-1, 3-galactosa-g1) ©.

En la dentina, los GAGs se relacionan con cadenas polipeptidicas como parte de la
familia de PGs pequefios ricos en leucina (SLRP) de clase |. Esta familia esta
formada por macromoléculas estructuralmente relacionadas, pero son distintas
genéticamente. Una caracteristica distintiva de estas moléculas es la presencia de

entre 7 y 24 repeticiones en tandem de modulos ricos en leucina en la proteina del
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nucleo. Se ha determinado que los SLRP dentinarios son predominantemente ricos

en CS, con decorina (DCN) y biglicano (BGN) como componentes principales ©.

La DCN y el BGN estan implicados en la direccién del crecimiento de cristales de
hidroxiapatita y pueden unirse al procolageno tipo | y al colageno, regulando asi la
fibrilogénesis durante la dentinogénesis. La DCN suele llevar una cadena de GAGs,
en la que predomina el CS en los tejidos duros y el DS en los tejidos blandos. El
BGN lleva dos cadenas CS/DS de glicosaminoglicanos, predominando el CS en el
tejido calcificado, de forma similar a la DCN. A pesar de su alto nivel de homologia
a nivel de aminoacidos, los patrones de expresion de DCN y BGN son diferentes.
Las funciones propuestas para la DCN y la BGN incluyen: estabilizacion, potencial
de fijacién del calcio, fibrilogénesis del colageno, interaccion con la hidroxiapatita e

inhibicion del crecimiento de cristales ®,

Tanto los GAGs como los PGs, han sido identificados en predentina y dentina. Los
GAGs condroitin-4-sulfato (C4S), condroitin-6-sulfato y queratan sulfato, han sido
identificados en la predentina, y sélo el condroitin-4-sulfato se encuentra en los
tubulos dentinarios rodeando los procesos odontoblasticos. Por otra parte, DCN ha
sido detectada en la matriz dentinaria y predentinaria. En la predentina, se ha
detectado la presencia de DCN, BGN y Lumican. En la dentina circumpulpar sélo

se ha detectado la presencia del DCN en el interior de los tubulos dentinarios ©.

Desde un punto de vista estructural, los estudios han demostrado que después de
la desmineralizacion y pérdida de la dentina intratubular, aparece dentro de los
tubulos dentinarios una red de filamentos finos y granulos electrodensos. Al tehir
esta red con los colorantes Azul de Alcian, Azul Cuprolinico, Nitrato de Bismuto,
Acido Fosfotungstico y Polietileneimina (PEI) y removerla por la accién de
condroitinasa AC o hialuronidasa, se vio que esta red de filamentos y granulos
electrodensos presentan una naturaleza proteoglicanica © 19, Estudios

inmunoultraestructurales, demostraron que la dentina intertubular presenté una
7



débil sefial para la DCN, mientras que el proceso odontoblastico y la dentina
intratubular desmineralizada present6 una inmunomarcacion elevada ("), Como la
dentina contiene una gran cantidad de proteoglicanos, la degradacién enzimatica
no los elimina por completo, sino solo a las cadenas de GAGs que los constituyen,

mientras que la proteina central de estos autin permanece dentro de la matriz (12).

En el interior de todos los tubulos dentinarios desmineralizados se ha demostrado
la existencia de una estructura tubular electrodensa denominada lamina limitans.
Este concepto se propuso para nominar a una estructura tubular electrodensa que
esta presente en el cartilago y hueso mineralizado ('®. Esta lamina limitans es
sensible a la accion de la hialuronidasa, lo que sugirié que estaba compuesta por
GAGs (% 19, Recientemente, el analisis de la dentina humana con microscopia
electronica de barrido de alta resolucién, después de digestiones enzimaticas con
condroitinasa ABC o TRY, reveld que la red organica intratubular se origina a partir
de la lamina limitans y que esta membrana tubular, que se encuentra en toda la
longitud del tubulo, estd compuesta principalmente por nucleos proteicos de
PGs(16),

La Odontologia Operatoria, modifica la organizacién estructural de la dentina
durante sus procedimientos con el objeto de obtener anclaje de materiales
restauradores sintéticos a la superficie dentaria. La adhesién a dentina se relaciona
con la infiltracién y acoplamiento micromecanico de materiales restauradores a la
matriz dentinaria acondicionada, para la formacion de una capa intermedia de

biomateriales adhesivos fotopolimerizados (7).

Los fundamentos estructurales de la adhesion de biomateriales a la dentina estan
determinados por la infiltracién de agentes promotores de adhesién y adhesivos
entre las fibrillas colagenas de la dentina intertubular acondicionada para formar la

denominada capa hibrida. Otra estructura presente que acompafa a la formacion



de esta capa hibrida son los tags de resina en el interior de los tubulos dentinarios
(17, 18)

En la adhesion a la dentina se deben considerar tres variables del tejido: su
hidrofilicidad, la baja energia superficial y la organizacion estructural de las fibrillas
colagenas luego del grabado acido. Es por esto, que en el proceso de adhesion
dentinaria se hace necesario la utilizacion de un agente promotor de adhesién que
sea capaz de humectar las fibrillas colagenas expuestas por el grabado acido,
ademas de desplazar la humedad dentinaria residual, transformando la superficie
de hidrofilica a hidrofébica, y permitiendo la entrada de los mondmeros

constituyentes del adhesivo dentro de la matriz dentinaria desmineralizada ('8).

El agente promotor de adhesion 2-hidroxietiimetacrilato (HEMA) y el
bifenildimetacrilato (BPDM) entre otros, esta constituido por monémeros con dos
grupos funcionales diferentes, uno hidrofilico que tiene mayor afinidad por el
colageno y la superficie dentinaria, y otro hidrofébico que tiene mayor afinidad por
el material restaurador. EI HEMA es un derivado del metilmetacrilato, donde el
grupo carboxilo es esterificado por etanol, haciendo que esta molécula sea muy

hidrofilica (18),

El primer paso de la técnica adhesiva con biomateriales de grabado y lavado es la
creacion de vias para la infiltracion de resina. Esto se logra tradicionalmente
tratando la dentina con soluciones acidas, con el fin de disolver el contenido mineral
de los 5 a 8 um superiores de la dentina, dejando una red porosa de colageno tipo

| altamente reticulado suspendido en agua ©.

El segundo paso es la infiltracién del adhesivo compuesto por monémeros de
resina, donde estos desplazan el agua dentro y alrededor de las fibrillas de

colageno sin reducir el tamafo de las porosidades creadas por la disolucién de los

9



cristales de hidroxiapatita y asi reemplazar el agua con la resina infiltrada. Una vez
completado el proceso de infiltracion, se aplica activacion por luz para polimerizar
la resina y generar la capa hibrida. Los sistemas adhesivos autograbantes
comparten el mismo objetivo final al unirse a la dentina, pero combinan la creacién

de vias y la infiltracion de resina en un solo paso ©).

La funcion de los PGs de la matriz dentinaria durante el proceso de adhesion es
controvertida. Estudios preexistentes utilizando digestiones enzimaticas,
microscopia electronica de transmisién, inmunofluorescencia, microscopia confocal

y pruebas de resistencia a la traccién, han entregado resultados opuestos.

El primer estudio publicado por Karina y cols, se demostré que la digestion con
tripsina remueve eficientemente CSPGs de la matriz dentinaria. Ademas, demostro
que después de la tripsinizacion la adhesién con el sistema adhesivo Single Bond
(3M) aplicado segun instruccion de fabricante, presentdé menores niveles de

resistencia a la traccion (19,

La remocion de CS 4/6 utilizando condroitinasa ABC y su efecto sobre la adhesion
del sistema Scotchbond Multipropésito Plus y Prime and Bond NT fue estudiado por
Mazzoni y cols, alli se demostrdé que con ambos sistemas adhesivos la remocion

de los GAGs provoca un incremento de los niveles de resistencia a la traccion (),

En un intento por demostrar el efecto de la digestion enzimatica con tripsina sobre
los mecanismos de adhesién, Lu y cols demostraron que existi6 un aumento
significativo del grosor de la zona hibrida cuando se utilizaron los adhesivos Single
Bond (3M) y Prime and Bond NT ©).

Adicionalmente, Farina y cols, demostraron que la remocién enzimatica de los PGs
de la matriz de la dentina utilizando protocolos de digestidn enzimatica con tripsina,
10



mejoroé significativamente los valores de resistencia a la traccién de dos adhesivos
experimentales que contenian HEMA al 6% y 18%. Sin embargo, los valores de
resistencia a la traccion no fueron afectados por la digestién enzimatica con TRY

cuando se utilizé Single Bond 2 (29),

Los estudios anteriores hipotetizan que cambios en la energia superficial de la
dentina debido a la remocion de los PGs, mejora la adhesion probablemente debido
a que el agua del tejido es reemplazada mas eficientemente durante la infiltracién
de la resina y polimerizacion. Sin embargo, los estudios no entregan evidencia

morfoldgica que permitan interpretar los resultados anteriores 9.

11



HIPOTESIS

La digestion enzimatica de los PGs permite la difusidon lateral de los sistemas

adhesivos en el compartimiento intratubular.

OBJETIVOS

a) Objetivo General

1. Evaluar la difusién lateral de los sistemas adhesivos en el compartimiento

intratubular luego de la eliminacién enzimatica de los PGs de la dentina.

b) Objetivos Especificos

1. Observar microscépicamente el comportamiento de los sistemas adhesivos

en el compartimento intratubular de la dentina modificada enzimaticamente.

2. Relacionar la inmunoexpresién de los GAGs intratubulares con la difusion de

los sistemas adhesivos en el compartimento intratubular.

12



MATERIAL Y METODO

1. Seleccion de la muestra

Se seleccionaron 30 molares permanentes sanos, libres de caries, sin compromiso
pulpar, con indicacién de extraccion terapéutica en la Asignatura de Medicina

Estomatolégica y Clinica del Dolor Il, cuyo intervalo de edad fue entre 20 y 28 afos.

Posteriormente del bloqueo anestésico, se realizaron las extracciones dentales y
los especimenes fueron fijados inmediatamente en formaldehido al 10 %, pH 7,4.

Algunos especimenes fueron mantenidos en suero fisioldgico.

2. Procesamiento histolégico y Técnica adhesiva

En todos los especimenes, la raiz fue eliminada a nivel del LAC mediante fresa

cilindrica de carbide de alta velocidad bajo refrigeraciéon constante.

En todos los especimenes, la dentina circumpulpar del tercio oclusal externo fue
expuesta desgastando el esmalte oclusal mediante discos diamantados
metalurgicos y refrigeracion constante obteniéndose segmentos dentarios de 3 mm

de grosor.

En 10 segmentos dentarios fueron desmineralizados en block con acido férmico al
10% durante 12 horas a 37° C. Los segmentos fueron incubados en Tripsina al 0,1
% en buffer fosfato pH 7,9 durante 4 horas a 37°C.

En 10 segmentos dentarios la dentina y esmalte periférico fueron acondicionados
con acido ortofosférico al 37% (3M, St. Paul, MN, USA) durante 60 segundos.

13



Posteriormente los segmentos fueron incubados en Tripsina al 0,1 % en buffer
fosfato pH 7,9 durante 4 horas a 37°C.

Se realizé técnica adhesiva (wet bonding technique) utilizando el adhesivo Adper
Single Bond 2 (3M St. Paul, MN, USA) de acuerdo con la instruccién del fabricante.

Los 10 especimenes restantes sirvieron como control.

3. Técnica Histoldgica e Histoquimica de Proteoglicanos

Los especimenes de ambos grupos fueron desmineralizados totalmente con acido
férmico al 10%, se deshidrataron en etanoles de concentracién ascendente, se

transparentaron en xilol y se incluyeron en parafina histolégica a 60° C.

Se realizaron cortes de 6 um de grosor, los que fueron montados sobre portaobjetos
silanizados. Los cortes, luego de ser desparafinados se tifieron histoquimicamente
con una solucion de Azul de Toluidina al 0,5 % o con una solucién de Safranina O

al 0,1% - Light Green SF al 0,1% para analisis topograficos.

4. Técnica Inmunohistoquimica de Proteoglicanos

La superficie de los cortes histolégicos de 6 ym fue tratada con peréxido de
hidrogeno al 3% durante 15 minutos para bloquear la peroxidasa endégena. Los
sitios inespecificos se bloquearon con suero de cabra no inmune al 5% durante 30
minutos. Posteriormente, los cortes se incubaron con un anticuerpo monoclonal
anti-Condroitin Sulfato (Clon CS-56, Sigma.) diluido 1:200 en buffer fosfato salino
(PBS) - albumina de suero bovino (BSA) al 3%.

Los cortes se lavaron profusamente con PBS y se incubaron en un anticuerpo
secundario biotinilado (VECTASTAIN® Kit, Vector Burlingame, CA USA) durante

15 minutos. Posteriormente, luego de un profuso lavado en PBS los cortes se
14



incubaron en estreptavidina conjugada con peroxidasa. La reaccion antigeno-
anticuerpo se evidencié morfolégicamente con diaminobenzidina al 0,3% y perdxido
de hidrégeno al 0,01%.

Como control, el anticuerpo primario fue reemplazado por suero de cabra no

inmune.

5. Microscopia y Fotografia

Los tejidos tenidos histoquimicamente y los tejidos inmunomarcados fueron
observados en un microscopio de epifluorescencia Zeiss Axiostar (Germany) y

fotografiados con una camara digital enfriada Qimaging Micropublisher. Las

imagenes fueron almacenadas como archivos JPEG o TIFF.

15



RESULTADOS

Grupo Control.

La técnica adhesiva utilizada permitié observar en los cortes histologicos de los
especimenes control, que el adhesivo infiltra la superficie de la dentina
acondicionada para conformar una capa o zona hibrida bien diferenciada, regular,
con afinidad tintorial marcada por los colorantes empleados. La infiltracién del
adhesivo en el interior de los tubulos dentinarios permitié detectar la formacion de
tags de resina infundibuliformes y de longitudes variables que ocupaban el lumen
tubular s6lo en zonas adyacentes a la capa hibrida. En zonas mas profundas, los
tags de resina no ocupaban el lumen total del tubulo dentinario calcificado,

adelgazandose hacia la profundidad del tejido (Lamina 1).

La reaccion inmunohistoquimica con el anticuerpo monoclonal empleado permitié
detectar, en el grupo control, que los epitopos de condroitin sulfato se expresan
como un precipitado de color café amarillento y se asocian para conformar
estructuras tubulares que rodean la superficie externa de los tags de resina en toda
su longitud. Las estructuras tubulares inmunoreactivas, contindan siendo
detectadas en el interior de los tubulos dentinarios de zonas profundas de la dentina
analizada. No se evidencio reaccion inmunohistoquimica en el espesor de la zona

hibrida como tampoco en la dentina intertubular (Lamina 1).

Digestidon enzimatica previa a la adhesion.

En los cortes histoldgicos provenientes de especimenes experimentales, en los
cuales la superficie fue acondicionada con acido fosforico y luego incubada en TRY
antes de la infiltracidon del adhesivo, fue posible observar que el adhesivo infiltra en
la dentina intertubular en forma irregular generando una zona hibrida de limites
difusos y con una menor afinidad tintorial por los colorantes utilizados. La infiltracién

del adhesivo en el interior de los tubulos dentinarios permitié detectar la formacion
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de tags de resina de forma cilindrica especialmente en las areas adyacentes a la
capa hibrida, se observd que el adhesivo rellena completamente el lumen de los
tubulos dentinarios. En zonas mas profundas del tejido se pudo detectar que, el

adhesivo utilizado adopta una forma infundibuliforme (Lamina 2).

La reaccidon inmunohistoquimica no fue detectada en la periferia de los tags
cilindricos de resina ni en las paredes del tubulo dentinario en el espesor de la
dentina peritubular, fundamentalmente en la zona adyacente a la zona hibrida. En
zonas profundas del tejido fue posible detectar la reaccion inmunohistoquimica, con
menor definicion histolégica que los grupos control y fue posible observar
estructuras filamentosas y granulares aleatoriamente dispuestas en el lumen de los

tubulos dentinarios (Lamina 2).

La observacion anterior queda de manifiesto al observar tubulos cortados

transversales en el espesor de la zona hibrida cerca de la superficie (Lamina 2).

Digestion enzimatica en especimenes previamente desmineralizados.

En los cortes histoléogicos provenientes de especimenes previamente
desmineralizados y posteriormente incubados en TRY, fue posible observar que el
adhesivo infiltra la dentina intertubular en forma irregular generando una zona
hibrida de limites difusos y con una menor afinidad tintorial por los colorantes
utilizados. La infiltracion del adhesivo en el interior de los tubulos dentinarios
permitid detectar la formacién de tags de resina de forma cilindrica de longitud
indefinida y que difunden por el interior de los tubulos dentinarios hasta zonas

distantes de la superficie del tejido.

Una observacion destacable fue que el adhesivo infiltra las paredes laterales de los
tubulos dentinarios conformados por dentina intertubular y que los tags cilindros de

resina presentan poca afinidad tintorial por los colorantes (Lamina 3).
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Inmunohistoquimicamente se demostrd la ausencia total de inmunoreaccion en
aquellos tags que toman contacto con la pared de la dentina intertubular y en las

zonas donde el adhesivo difunde lateralmente desde el interior de los tubulos

dentinarios (Lamina 3).
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Leyenda de Figuras

Lamina 1

Figura 1a

Espécimen control. Azul de Toluidina.

En esta fotografia se observa un corte de un espécimen control (no incubado en
TRY) y sin deteccién inmunohistoquimica. La zona hibrida (ZH) de color azul se
diferencia con nitidez de la dentina profunda no hibridizada. Nétese la presencia de

estructuras filamentosas en el interior de los tubulos dentinarios.

Figura 1b

Espécimen control. Safranina O-Light Green.

En esta fotografia se observa un corte de un espécimen control (no incubado en
TRY) y sin deteccion inmunohistoquimica. La zona hibrida (ZH) de color rojo
anaranjado se diferencia con nitidez de la dentina profunda no hibridizada de color

verde.

Figuraic

Espécimen control. Azul de Toluidina.

Con mayor aumento de detecta que el adhesivo infiltra la matriz dentinaria
produciendo una zona hibrida de color azul bien definida (ZH) y la formacion de
tags de resina infundibuliformes de longitudes variables (flecha blanca) en el interior
de los tubulos dentinarios. Notese que bajo la zona hibrida estos tags de resina no

toman contacto con la dentina intertubular. En el interior de los tlbulos dentinarios
20



de zonas profundas se observan estructuras filamentosas. (asterisco). Dit: dentina
intertubular. La interfase entre la ZH y el adhesivo polimerizado es bien definida y

lineal.

Figura 1d

Espécimen control. Safranina O-Light Green.

Con mayor aumento de detecta que el adhesivo infiltra la matriz dentinaria
produciendo una zona hibrida de color rojo anaranjado bien definida (ZH) y la
formacién de tags de resina infundibuliformes de longitudes variables (flecha
blanca) en el interior de los tubulos dentinarios. Noétese que bajo la zona hibrida
estos tags de resina no toman contacto con la dentina intertubular. La dentina
intertubular (dit) se observa de color verde y los tubulos dentinarios (td)

aparentemente vacios.

Figura 1e

Espécimen Control. Anti - Condroitin Sulfato. Contraste: azul de toluidina.

Obsérvese en el corte histolégico del espécimen, la inmunoreaccién positiva de
color café amarillento asociada con los tubulos dentinarios cortados
longitudinalmente (flechas negras). El adhesivo y la zona hibrida (ZH) permanecen
negativos a la inmunotincién.

Figura 1f

Espécimen Control. Anti - Condroitin Sulfato. Contraste: azul de toluidina.
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Con mayor aumento al mostrado en la fig. 1e, se observa con nitidez que la
inmunoreaccion de color café amarillento (flecha negra) se asocia evidentemente
con la periferia de los tags de resina infundibuliformes (flecha blanca) y con material
filamentoso y/o amorfo asociado a las paredes del tubulo dentinario
desmineralizado. La zona hibrida (ZH) y el adhesivo permanecen negativos a la
inmunotincion. En zonas profundas del tejido, se observaron estructuras
filamentosas en el interior de los tubulos dentinarios que manifiestan positividad a

la inmunoreaccion.
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Leyenda de Figuras
Lamina 2

Figura 2a

Espécimen Experimental. (TRY) antes de adhesién. Safranina O-Light Green.

En esta fotografia la zona hibrida (ZH) y los tags de resina se aprecian tefidos de
rojo anaranjado. La dentina intertubular de zonas profundas se detecta tefida de

color verde.

Figura 2b

Espécimen Experimental. (TRY) antes de adhesién. Safranina O-Light Green.

Con un aumento mayor al mostrado en la fig. 2a, obsérvese como el adhesivo infiltra
a la matriz dentinaria produciendo una zona hibrida en la cual la interfase con el
adhesivo es irregular y festoneado. Los tags de resina ocupan todo el lumen del
tubulo dentinario en las zonas adyacentes a la ZH tomando contacto con las
paredes de dentina intertubular (flecha blanca). Zonas infundibuliformes del tag de

detectan en la profundidad. dit: dentina intertubular.

Figura 2c

Espécimen Experimental. (TRY) antes de adhesion - anti Condroitin Sulfato.

Contraste: azul de toluidina.

Obsérvese como el adhesivo infiltra a la matriz dentinaria produciendo una zona
hibrida difusa, de profundidades variables, y con distintas afinidades tintoriales. Los
tags de resina adyacentes a la ZH toman contacto con las paredes de dentina

intertubular. La inmunoreaccién se presenta como un precipitado de color café
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amarillento poco organizado y difuso en el interior de los tubulos dentinarios de
zonas profundas. La intensidad de la reaccion de la peroxidasa aumenta en zonas

aisladas de algunos tags de resina.

Figura 2d

Espécimen Experimental. (TRY) antes de adhesion - anti Condroitin Sulfato.

Contraste: azul de toluidina.

Con un aumento mayor se observa con nitidez como el adhesivo infiltra a la matriz
dentinaria produciendo una zona hibrida difusa, de profundidades variables, y con
distintas afinidades tintoriales. Los tags de resina adyacentes a la ZH toman
contacto con las paredes de dentina intertubular. La inmunoreaccion se presenta
como un precipitado de color café amarillento poco organizado y difuso en el interior
de los tubulos dentinarios de zonas profundas. La intensidad de la reaccion de la

peroxidasa aumenta en zonas aisladas de algunos tags de resina (flecha negra)

Figura 2e

Espécimen Experimental. (TRY) antes de adhesion - anti Condroitin Sulfato.

Contraste: azul de toluidina.

En esta fotografia se pone de manifiesto que los tags de resina toman contacto
directo con la pared de los tubulos dentinarios (flecha blanca). La inmunoreaccion
es escasa y poco organizada en el interior de los tubulos dentinarios de zonas
profundas. La intensidad de la reaccion de la peroxidasa aumenta en zonas

aisladas de algunos tags de resina (flecha negra).
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Figura 2f

Espécimen Experimental. (TRY) antes de adhesion - anti Condroitin Sulfato.

Contraste: azul de toluidina.

Se observan en la fotografia tubulos dentinarios cortados transversalmente. Se
demuestra el contacto directo del adhesivo con las paredes del tubulo dentinario
(asterisco). Noétese que en los tubulos inmunomarcados no hay presencia de

adhesivo polimerizado.
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Leyenda de Figuras

Lamina 3

Figura 3a

Espécimen Experimental. Desmineralizacion - (TRY) antes de adhesién. Safranina
O-Light Green.

En esta fotografia la dentina intertubular de la zona hibrida (ZH) se observa de color
rojo anaranjado. Se detecta que los tags de resina presentan menor afinidad por el

colorante que la dentina intertubular. dit:dentina intertubular, td: tibulo dentinario.

Figura 3b

Espécimen Experimental. Desmineralizacion - (TRY) antes de adhesién. Safranina
O-Light Green.

Los tags de resina ocupan todo el lumen del tubulo dentinario (flecha blanca). Se
observa que la dentina intertubular que conforma el tdbulo dentinario
desmineralizado esta infiltrada por adhesivo el que le confiere un color rojo
anaranjado intenso (flecha negra). Noétese que los tubulos que no contienen
adhesivo polimerizado se observa la lamina limitans (asterisco) que presenta

afinidad tintorial por la safranina O.

Figura 3c

Espécimen Experimental. Desmineralizacion - (TRY) antes de adhesion - anti

Condroitin Sulfato. Contraste: azul de toluidina.
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Obsérvese como el adhesivo infiltra a la matriz dentinaria produciendo una zona
hibrida difusa y de profundidades variables. La inmunoreaccion es escasa y solo se

detecta en algunos tubulos dentinarios. ZH: zona hibrida.

Figura 3d

Espécimen Experimental. Desmineralizacion - (TRY) antes de adhesion - anti

Condroitin Sulfato. Contraste: azul de toluidina. Microscopia de Fase Contrastada.

En esta fotografia con mayor aumento, el contraste de fase permite visualizar
nitidamente los tags de resina los cuales en la mayor parte de su trayecto presentan
una forma cilindrica y toma contacto con la pared dentinaria. En el extremo apical,

los tags de resina presentan una forma redondeada.

Figura 3e

Espécimen Experimental. Desmineralizacion - (TRY) antes de adhesion - anti

Condroitin Sulfato. Contraste: azul de toluidina.

Se observa que la infiltracion del adhesivo para formar la zona hibrida (ZH) es
difusa, generando una zona hibrida (ZH) dificil de identificar. La inmunoreaccion es
escasa (flechas rojas) y los tubulos dentinarios (td) pueden observarse vacios y

libre de inmunoreaccion.

Figura 3f

Espécimen Experimental. Desmineralizacion - (TRY) antes de adhesion - anti

Condroitin Sulfato. Contraste: azul de toluidina.
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Con mayor aumento es posible visualizar que el interior de los tubulos los tags de
resina llenan completamente el lumen tubular y presentan una baja afinidad tintorial
por el colorante. Se observa al igual que en la figura 3b, que el adhesivo infiltra la
dentina intertubular de las paredes del tubulo dentinario y un aumento evidente de
la intensidad de la coloracién producida por el azul de toluidina. Una observacién
destacable es que en los tubos dentinarios que no contactan la pared de dentina
intertubular, se detecta inmunoreaccion positiva para el epitopo estudiado (flechas

rojas).

30



DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se realizd6 una evaluacion
inmunomorfologica de la matriz extracelular de la dentina y su relacién con el
proceso de adhesion en dientes permanentes humanos, con el objetivo de
determinar que la degradacién mediante TRY de los proteoglicanos intratubulares

de la matriz dentinaria modifica el proceso de adhesion.

De los SLRP detectados en la dentina, solo Decorina y Biglican poseen cadenas

laterales de condroitin sulfato @V,

Desde esta perspectiva, es importante considerar que las cadenas laterales de
Condroitin Sulfato presentes en el proteoglicano Decorina que se encuentran el
interior de tubulos dentinarios, corresponden a polimeros lineales de unidades
disacaridas repetidas, compuestos principalmente por una hexosamina mas un
acido uronico, con distintos grados de sulfatacion, lo que le confiere a estas

moléculas una carga eléctrica negativa 2.

En el afo 1995, Titley K. y cols., realizaron experimentos para estudiar la morfologia
y composicion de los tags de resina en dentina acondicionada con acido fosférico
para su posterior analisis con microscopia electrénica de barrido y tincion con el
colorante policationico Alcian Blue. Se utilizé para este propdsito el sistema
adhesivo Scotchbond Multipropdsito Plus. Los resultados de esta investigacion
sugieren que el grabado con acido ortofosférico induce que los tubulos dentinarios

adopten una forma infundibuliforme y la aparicion de la lamina limitans %),

La formacion de los tags de resina en el interior de los tubulos dentinarios durante
el proceso de adhesién a la dentina no esta claramente comprendido. Sin embargo,

es altamente probable que los PGs intratubulares tengan un rol destacado para
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permitir el ingreso de los materiales adhesivos en el interior de los tubulos
dentinarios descalcificados para formar estructuras filamentosas de longitudes
variables ®¥. Ademas, sugiere que los tags son una combinacion de adhesivo mas

un material Alcian Blue positivo presumiblemente asociado con la lamina limitans
(23)

El Alcian Blue es un colorante policatidénico utilizado en histologia para la deteccién
histoquimica de GAGs en los tejidos. Nuestro estudio, utilizando los colorantes
policationicos azul de toluidina y safranina O entrega evidencia adicional de la
participacion de los GAGs durante el proceso de adhesion ya que al igual que en
estudios anteriores la morfologia de los tags de resina estan profundamente
influenciados por la distribucién de reaccion histoquimica de color azul (azul de
tuluidina) o rojo anaranjado (safranina O) alrededor de los tags de resina

infundibuliformes de adhesivo polimerizado.

Estudios experimentales anteriores en muestras bovinas, demostraron que la
eliminacion de los PGs dentinarios mediante digestion enzimatica con TRY y su
posterior tratamiento con Single Bond 2 permiti6 comprobar que en los
especimenes experimentales (sin PGs) la fuerza de unién del adhesivo disminuye
significativamente respecto de los especimenes control (con PGs), sugiriendo asi
que la eliminacion de los PGs de la matriz dentinaria tiene un efecto desfavorable
para la adhesion de biomateriales poliméricos ('9. En este estudio, Karina y cols.
desmineralizaron sus especimenes de 2 mm? en acido fosforico al 10% durante 6
horas, antes de ser incubados en TRY para luego ser estudiados con microscopia
electronica de transmision. Esto permiti6 concluir que la TRY remueve
drasticamente los PGs asociados con las fibrillas de colageno de la dentina
intertubular. Es sorprendente el hecho que los autores no analizan el contenido
polianiénico asociado con los tubulos dentinarios de sus muestras experimentales
y solo analizan la dentina intertubular en microfotografias con altos aumentos.

Considerando lo anterior, asociar las modificaciones en el proceso de adhesién con
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las técnicas empleadas sin analizar el compartimento intratubular es controversial.
Por otra parte, en la técnica inmunohistoquimica realizada en este estudio, la

digestion con TRY se realizé sobre cortes histologicos y no en segmentos de tejido.

Uno de los pasos importantes para el estudio morfoldgico de los tejidos duros es la
desmineralizacién. Los agentes descalcificantes extraen componentes organicos
de los tejidos, y la cantidad de material extraido depende de la solucién
descalcificante utilizada ®®. Para resolver este problema metodoldgico, que es
importante en los estudios histoquimicos de PGs, se utiliza acido formico al 10%,
en lugar de EDTA u otros acidos, ya que se ha demostrado que produce una
pérdida minima o nula de acidos urénicos a partir de cortes de cartilago fijadas con
formaldehido e incluidas en parafina, lo que no puede apreciarse por medios

histoquimicos (26),

En nuestro estudio, el analisis del comportamiento inmunohistoquimico de los PGs
intratubulares se realizé en segmentos de tejidos previamente desmineralizados en
acido férmico para minimizar la pérdida de PGs antes de realizar la inmunoreaccion,
por lo que la pérdida de estas moléculas no puede ser atribuida a un artefacto de

técnica inducida por el agente descalcificante.

En 2008 Mazzoni y cols. propusieron que después de una digestion enzimatica con
condroitinasa ABC de la matriz de la dentina intertubular desaparecen los GAGs
constitutivos ('), Observaron también que hay un aumento de la resistencia a la
traccién y una disminucion de la nanofiltracion después de la incubacion de la
enzima. Con el propésito de discutir nuestros resultados con estas observaciones,
es importante destacar que las conclusiones sugeridas fueron hechas en
fotografias obtenidas con microscopia electrénica de barrido con altos aumentos,
lo que dificulta reconocer la zona especifica de la dentina en la que se hizo la
observacion. Este estudio se realizé en ausencia de un bloqueo de los sitios
inespecificos por lo que no podemos aseverar la especificidad de la reaccion
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inmune en los especimenes mostrados. Ademas, los autores no muestran

microfotografias de los controles negativos.

En el afio 2014, Lu y cols. demostraron con microscopia electrénica de barrido de
alta resolucion, que en los tubulos dentinarios de dentina humana el tratamiento
con TRY remueve completamente todo el contenido organico de los tubulos
acondicionados con acido fosférico gel al 37% durante 15 segundos. Ademas,
reportaron un aumento en el perimetro del lumen tubular ®. Este estudio, demostré
ademas que los PGs se localizan en el lumen de los tubulos dentinarios y en la
dentina intratubular, disminuyendo su expresién después del tratamiento con TRY.
Nuestras observaciones son coincidentes con este estudio, ya que utilizando el
mismo anticuerpo anti-condroitin sulfato, el epitopo se localiza adherido a la pared
de los tubulos dentinarios y en la lamina limitans. Un dato adicional fue que, en las
muestras pretratadas con TRY, el grosor de la zona hibrida aumentd

significativamente respecto del grupo control.

Farina y cols. en 2020 removieron los PGs de muestras de dentina de 1,5 mm?3
utilizando 1mg/ml de TRY durante 24 horas, la microscopia electrénica de
transmision mostrd la ausencia y/o fragmentacion de los GAGs asociados con el
colageno de la dentina intertubular 9. Por otra parte, la humectabilidad de la
dentina y la resistencia a la traccion aumenta significativamente en los

especimenes digeridos enzimaticamente respecto al grupo control.

En este estudio, la utilizacién de una técnica inmunohistoquimica combinada con
técnicas histoquimicas permiti6 comprobar que la eliminacion de los PGs
intratubulares a través de la digestién enzimatica con TRY modifica la formacion de
una zona hibrida clasica, ya que morfolégicamente se observa de contornos

irregulares y con afinidad tintorial no homogénea por los colorantes empleados.
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Una observacion destacable fue el hecho que en los especimenes
desmineralizados el adhesivo penetra al interior de los tubulos dentinarios
ocupando todo el volumen de estos, contactando microscopicamente con la pared
de dentina intertubular. Esta observacién no fue detectada en los grupos control y
en el grupo en el cual la digestion enzimatica se realiz6 previo a la adhesion, en los

cuales los tubulos dentinarios mantenian una morfologia infundibuliforme.

La ausencia de PGs intratubulares permitié que el adhesivo infiltre el colageno de
las paredes del tubulo conformada por dentina intertubular. Este hecho no fue
reportado por los estudios preexistentes, los que utilizaron imagenes obtenidas con
microscopia electronica de transmisién y microscopia electrénica de barrido de alta

resolucion, en muestras pequefias que no excedian 2mm3 (12 19,20)

Nuestro estudio utilizé cortes histoldégicos consecutivos de especimenes cuya
longitud mesio - distal es aproximadamente de 10 mm, por lo que, observamos
zonas extensas de hibridizacion del adhesivo en todos los especimenes

estudiados.

La infiltracidon del adhesivo en la pared de los tubulos dentinarios fue detectada en
nuestras preparaciones como zonas de alto contraste (azul - morado o rojo -
anaranjado) con el resto de tejido. El adhesivo polimerizado tefiido en la pared del
tubulo dentinario nos permite acufiar el término de Zona Hibrida Intratubular (ZHI).
La existencia de esta Zona Hibrida Intratubular no documentada por los estudios
anteriores permite explicar los aumentos en los valores de fuerza de traccion luego

de la digestion enzimatica de los PGs realizada en los estudios anteriores (% 12 20),

El descubrimiento y el reporte de una ZHI constituye un hecho que permite
esclarecer el rol de la matriz extracelular en general y de los PGs intratubulares en

particular, durante el proceso de adhesion dentinaria. La eliminacién de las
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moléculas polianidnicas del lumen tubular es un hecho que la tecnologia adhesiva
deberia considerar para mejorar la adhesion y longevidad de las restauraciones

hechas sobre dentina.

36



Modelo tedrico del efecto de la degradacion enzimatica de PGs en la

adhesion a dentina
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El esquema a muestra la organizacién del SLRP Decorina en la dentina intratubular de un espécimen control.
El esquema b muestra la organizacién del SLRP Decorina después del acondicionamiento acido de la dentina y la eliminacion
de la hidroxiapatita del compartimento intratubular. Se observa la formacién de la Iamina limitans producto del colapso de la

red tridimensional del PGs.

En el esquema ¢ se muestra la acciéon de la TRY sobre los PGs intratubulares después de la desmineralizacion total de la
dentina. Se esquematiza la desaparicion casi total de los PGs intratubulares.

En el rectangulo azul del esquema d se muestra un segmento de un tag de resina (TR) infundibuliforme rodeado por los PGs
de la dentina intratubular expuestos después del grabado &cido de la superficie de la dentina. En el rectangulo blanco del
esquema se esquematiza un segmento de un tibulo dentinario en el cual los PGs fueron digeridos enzimaticamente. El tag
(TR) de resina ocupa completamente el lumen tubular tomando contacto con las paredes de la dentina intertubular. Se

destaca la infiltracion del adhesivo en las paredes tubulares para conformar una zona hibrida intratubular (ZHlI).
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CONCLUSIONES

1. Los PGs de la dentina intratubular determinan la morfologia infundibuliforme

de los tags de resina en los especimenes control.

2. La remocion enzimatica de los PGs de la dentina intratubular permite la
infiltracion del adhesivo en las paredes laterales del tubulo dentinario generando

una zona hibrida intratubular.
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