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RESUMEN

El presente trabajo fue una investigacion de tipo cuantitativa descriptiva con un disefio
experimental, el cual tiene como objetivo general comprobar que la solucidon de extracto de Vitis
vinifera inhiba la degradacion de la matriz de dentina por las metaloproteinas (MMPs) en las
concentraciones 25%, 50% y 75%. La muestra a seleccionar fue no probabilistica intencional o
por conveniencia basado en 6 unidades dentarias, 24 grupos de estudio, que cumplieron con los
criterios de seleccion, como los requisito bioético de permisologia y consentimiento informado.
Como técnica de recoleccion de datos se empleod la observacion y como instrumento una guia de
observacion. Resultados, las MMPs poseen una actividad proteolitica en la matriz de dentina, la
cual es inhibida por la solucion de extracto de Vitis vinifera al realizar el analisis colorimétrico y
automatizaciéon mediante el uso del software ImageJ. De esta manera la conclusion que se
destaca que la concentracion de 25% posee mayor capacidad inhibitoria en comparacion con los
otros grupos tratados a nivel descriptivo. No obstante el andlisis de varianza afirma que la
inhibicidn presentada es independiente del porcentaje de concentracion, por lo que la capacidad
inhibitoria de la solucion es independiente de su porcentaje de concentracion. Certificado
bioético N°: Tg-17-2022

Palabras Clave: Metaloproteinas, Vitis Vinifera, Dentina, Matiz dentinaria, Caries.



15

UNIVERSIDAD DE CARABOBO

Facultad De Odontologia

Departamento De Formacion Integral Del Hombre
Metodologia De Investigacion

INHIBITION OF METALLOPROTEINSPRESENT IN DENTIN MATRIX BY VITIS
VINIFERA EXTRACT.

INVITRO STUDY
Author (s): Puente C. Gerardo J.
Quintero. P. Moisés S.
Content Tutor: Roba Izzeddin
Line of Research: Biotechnology
Date: November 2022

ABSTRACT

The following work is a quantitative descriptive research with an experimental design whose
general objective is to verify that the Vitis vinifera extract solution inhibits the degradation of the
dentin matrix by metalloproteins (MMPs) at concentrations of 25%, 50%, and 75%. . The sample
was selected through a non-probabilistic purposive sampling method, based on 6 dental units and
24 study groups that met the selection criteria. The data collection technique was observation and
an observation guide was used as an instrument. Results show that MMPs have a proteolytic
activity in the dentin matrix, which is inhibited by the Vitis vinifera extract solution when
performing the colorimetric analysis and automation using Image] software. The most
outstanding conclusion reveals that the solution at a 25% concentration has a greater inhibitory
capacity when compared to the other treated groups at a descriptive level. However, from the
analysis of variance follows that the inhibition presented is independent of the concentration
percentage, thus, the inhibitory capacity of the solution is independent of its concentration
percentage.

Key words: Metalloproteins, Vitis Vinifera, Dentin, Dentinal matrix, Caries.
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Introduccion
Multiples estudios han demostrado una estadistica significativa de restauraciones
defectuosas que necesitaron ser reemplazadas producto de una caries secundaria, siendo mayor
su porcentaje que en dientes con caries primaria, lo cual muestra la poca durabilidad de las
restauraciones a través del tiempo, ya sea por lesiones cariosas o por el deterioro de las mismas,
el cual crea en algunos pacientes un ciclo repetitivo de cambios de restauraciones por su fracaso,

volviendo mucho mas débil el tejido dentario remanente y restauraciones mas extensas.

En tal sentido, investigaciones refieren que una enzima llamada metaloproteinasas
(MMPs), juega un rol fundamental en dicho proceso. Debido a que posee una alta actividad
proteolitica capaz de degradar las fibras de coldgeno y desnaturalizar la matriz de dentina. Lo
cual contribuye al desarrollo y avance de la caries en dentina, siendo un favor importante en el

fracaso de las restauraciones.

Asimismo en los protocolo de los sistemas adhesivos actuales se ha comprobado que,
compuestos 4cidos como el acido fosforico al 37% activa la funcion catalitica de las
metaloproteinasas (MMPS), iniciando un proceso de desnaturalizacion en la matriz de dentina
afectando la capa hibrida creada por el sistema de adhesivos. Favoreciendo el deterioro de las
restauraciones y disminuyendo su adhesion, resultando en un futuro fracaso en restauraciones
con materiales resinoso, creando filtraciones en los margenes y estimulando al desarrollo de la

carie secundaria.

Por ende, en este presente estudio se plantea comprobar la capacidad inhibitoria de un

extracto natural, compuesto de Vitis vinifera con respecto a las MMPS. Evaluando los cambios
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fisicos que se obtendrian con la aplicacion de dicha solucion mediante el estudio de colorimetria

mediante el uso del microscopio y el software Image].

Capitulo 1

El Problema

Planteamiento Del Problema

De acuerdo al estudio de la Organizacion Mundial de la Salud (2016) ratifica que las
enfermedades bucodentales afectan a la mitad de la poblaciéon mundial (3580 millones de
personas), en tal sentido, la caries dental en unidades permanentes cada dia es la més prevalente.
Aunado a esto, el avance de dicha patologia sin ser tratada ocasiona alteraciones en las diferentes
estructuras dentarias, entre ellas la pulpa dental y los tejidos mineralizados, las cuales son
tratadas a través de tratamientos de operatoria para la eliminacion de la misma y posteriormente

proceder a restaurar la unidad dentaria.

Al respecto el Comité Internacional de Coordinacion del Sistema de Evaluacion y
Deteccion de Caries (ICDAS), denomino que para el reconocimiento de toda lesion cariosa
contigua a una restauracion y/o sellantes, las siglas CARS (caries adyacente a restauraciones y
sellantes). La caries secundaria es un detrimento que se forma adyacente a una restauracion, a la
vez que la caries primaria se desarrolla sobre una superficie dentaria no restaurada previamente,
ambas lesiones se contemplan clinicamente y radiograficamente igual, la inica distincioén entre

estas, es que la secundaria ocurre adyacente a una restauracion (Figueroa-Gordon M., 2009).

Existen estudios que han demostrado que 46% de restauraciones realizada en boca, son
por producto de caries primaria, mientras que 54% son por la sustitucion de restauraciones

defectuosas. La estrecha durabilidad de las restauraciones dentales, siendo por lesiones
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secundarias o por el detrimento de las restauraciones, los pacientes terminan ingresando en ciclos
constantes del tratamiento restaurador, creando dientes mas labiles y vulnerables, restauraciones
mas dilatadas y un aumento de la adaptacion de medidas terapéuticas mas actualizadas y

dificiles (Carrillo C., 2012).

De esta manera, se ha demostrado que las Metaloproteinas (MMPs) pueden afectar el
desarrollo del esmalte y el establecimiento de la caries dental. Relacionado con este proceso se
encuentran las MMPs-2 y MMPs-20 que fragmentan la amelogenina, mayor proteina estructural
que compone la matriz del esmalte, donde los odontoblastos son los responsables de secretar

MMPs-2 en respuesta a la lesion cariosa (Pereira V. et al., 2016).

Con respecto a las metaloproteinas, otros estudios identificaron que estan situadas en la
matriz extracelular de la dentina, las cuales pueden desnaturalizar los componentes de la dentina

y contribuir con la progresion de la caries en dentina. (Mazzoni A.et al., 2015).

En tal sentido, cuando se estudian materiales de restauracion, especificamente respecto a
la capa hibrida de los sistemas adhesivos actuales son inestables en medios acuosos por la
degradacion hidrolitica tanto del adhesivo resinoso como las fibras de coldgeno, se ha
demostrado que las proteasas endogenas de la matriz de la dentina pueden degradar las fibras
colagenas expuestas con la capa hibrida si no se encuentra protegida por un adhesivo
monomérico. Se considera a las MMPs como causantes de dicha degradacion, cuando la dentina
es parcialmente desmineralizada se activan las formas latentes de MMPs-2 MMPs-9. (Pereira V.

etal., 2016)

De la misma manera Hidalgo R. (2006) sefiala que las MMPs poseen inhibidores

endogenos del huésped (TIMPs), algunas provenientes del liquido crevicular. Los cuales
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controlan el proceso carioso cuando existen concentraciones normales de MMPs, hasta que son
mermados por el aumento de las MMPs provenientes de la saliva, restableciendo el proceso

proteolitico y el avance de la caries en dentina.

Ante este hecho, dicho autor ha surgido la aplicacion de inhibidores artificiales de MMPs
en la superficie dentaria luego del proceso de grabado acido o durante la aplicacion del sistema
adhesivo, promoviendo la integridad y estabilidad de la restauracion durante un tiempo mas
largo. Entre estos se han sugerido la aplicacion de clorhexidina 2% y al 0,2%. (Montagner A. F.,

etal., 2014)

Adicionalmente se han utilizado otro inhibidor artificial de MMPs que es el gluma
(glutaraldehido al 5.0% y HEMA al 35% en agua) el cual dio excelentes resultados ayudando a

preservar las interfaces adhesivas e inhibiendo las MMP enddgenas. (Sabatini C. et al., 2014).

No obstante, en la actualidad es de preocupaciéon global la gran resistencia que
desarrollan los microorganismos ante farmacos antimicrobianos y como ellas ceden sus cargas
genéticas evolucionadas a otras especies de microorganismos de acuerdo a la Organizacién

Mundial de la Salud [OMS] (2018).

Por ello diferentes investigaciones en amplios campos de la odontologia se han enfocado
en soluciones de extracto naturales como Soligo L. et al., (2018) quienes exploraron la semilla de
la uva, cientificamente llamada Vitis vinifera demostrando su capacidad bactericida, ante

bacterias como el Enterococus fecalis presente en diferentes patologias bucales.

Asi mismo se estudio su efecto inhibitorio sobre ciertas MMPs, al aplicar una solucion en
extractos de Vitis vinifera como tratamiento previo en la dentina se demostr6 que limita el efecto

de degradacion de la dentina ocasionado por las diferentes MMPs (Khaddam M. et al., 2014).
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En este orden de ideas una sustancia de compuesto natural sera un nuevo obstaculo para
los microorganismos, ya que no podran crear resistencias a dichas soluciones aumentando las
probabilidades del éxito post-tratamiento. Por consiguiente disminuyendo el gasto econdomico
generado por los casos donde se presenta una reaccion adversa por el uso de sustancias con bajo
nivel de biocompatibiladad y el fracaso de tratamientos restauradores ineficientes ante las

MMPs.

De todo lo anteriormente expuesto surge las interrogantes de: ;Cuan eficaz es la Solucion
de Vitis vinifera como agente inhibidor la degradacion de la matriz del esmalte por las MMPs?
(Cuales serian los beneficios de utilizar la solucion de Vitis vinifera como un nuevo material

restaurador?

Objetivos de la I nvestigacion
Objetivo General
Comprobar que la solucion de extracto de Vitis vinifera inhiba la degradacion de la

matriz de dentina por las metaloproteinas (MMPs) en las concentraciones 25%, 50% y 75%.

Objetivos Especificos

1. Establecer la actividad proteolitica de degradacion de la matriz de dentina por las
metaloproteinas (MMPs).

2. Determinar la capacidad inhibitoria de la solucion de extracto de Vitis vinifera en el
proceso de degradacion de la matriz de dentina por las metaloproteinas (MMPs).

3. Comparar la inhibicion de la degradacion de la matriz de dentina por las metaloproteinas
In Vitro después de la aplicacion de una solucion de extractos de Vitis vinifera en las

concentraciones 25%, 50% y 75%.



21

Justificacion de la I nvestigacion

Ante la presencia de prevalencia de caries recurrente post-tratamiento restaurado y
estudios de la actividad de MMPs en el desarrollo de la caries dental, es necesario profundizar
investigaciones en soluciones innovadoras que inhiban la degradacion de la matriz por las MMPs
con mejores propiedades biocompatibles y que puedan utilizarse en conjunto como coadyuvante

de materiales restauradores.

Ciertamente en paises con situaciones de crisis humanitaria compleja, tal como es el caso
de Venezuela, se requiere una alternativa de material restaurador asequible en materia
econdmica. De forma simultanea el profesional odontélogo dispondrd de una nueva herramienta

en su clinica, maximizando su gama de opciones.

Entre estas alternativas se encuentra la solucion del extracto de Vitis vinifera, donde se
ha demostrado su eficacia bactericida contra la bacteria Enterococus fecalis que es la especie
etiologica principal en las afecciones endodonticas y periradiculares, asi como también su
actividad inhibitoria de la degradacion de la matriz de la dentina por las MMPs. Sin embargo no
se ha creado un material coadyuvante en el tratamiento restaurativo con la capacidad bactericida,

biodisponible y que inhibida el desarrollo de la caries dental después del tratamiento restaurador.

Es por ello que surge la necesidad de realizar una investigacion que contribuya en la linea
de investigacion biotecnologia, que determine la eficacia de la solucion de extracto de Vitis
vinifera como agente artificial que inhiba la actividad de la MMPs en el desarrollo de la caries
dental. De esta manera, asi aportar un material coadyuvante en el tratamiento restaurador de
caracter innovador con capacidades biocompatibles mayores y con una alta sensibilidad a los

principales microorganismos presentes en las patologias bucales. Otro aspecto importante de
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dicha investigacion es aportar las bases para futuro proyecto en el campo odontoldgico con el fin
de comprobar las diferentes propiedades de la solucion de extracto de Vitis vinifera en campos

como implantologia, endodoncia y periodoncia.

De esta manera, la linea de investigacion de Biotecnologia perteneciente a la estructura
de investigacion UNIMPA contara con avances innovadores en su produccion como unidad de
investigacion, siento en consecuencia esta investigacion de gran provecho para tan indispensable

area de la Facultad de Odontologia UC.
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Capitulo 11

Marco Tedrico

Antecedentes De La I nvestigacion
A continuacidn, se presentan diferentes investigaciones que se han realizado en multiples
niveles y afios, vinculados directamente con el presente tema de investigacion y serviran como

guias en la linea de investigacion.

En tal sentido, Pereira V. et al., (2016), en su investigacion titulada “Metaloproteinasas
de la matriz extracelular (MMPS) en odontologia” establecié que las metaloproteinasas de la
matriz extracelular (MMPs) son una familia de 25 endopeptidasas zinc dependientes encargadas
de escindir los componentes inmediatos de la matriz extracelular. Donde especialmente MMP-2
y MMP-9, se ven implicadas en el desarrollo del germen dental, asi como con la proliferacion e
invasion de los tumores odontogénicos, siendo un factor a considerar sobre la posible agresividad

tumoral y la base para el tratamiento de los mismos.

A su vez, ambas MMPs actiian en la progresion de las lesiones cariosas, asi como en
progresion de la periodontitis apical de pacientes con necrosis pulpar. Varios patdogenos
periodontales, promueven la secrecion tanto de MMP-2 como MMP-9 favoreciendo la
destruccion de los tejidos periodontales, intimamente relacionadas con el avance de Ia
enfermedad. En pacientes bajo tratamiento ortodontico se encuentran altos niveles de estas
MMPs, tanto en zonas de compresion como de tension, relacionando los movimientos dentales

con la renovacion de los tejidos. Dicha revision analiza su expresion y utilidad relacionandolas
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con diferentes disciplinas en el area de las ciencias odontologicas, enfatizando su potencial como

biomarcadores.

El trabajo de investigacion realizado por Pereira V. et al., (2016) utilizo la metodologia
de una busqueda electronica de la literatura tanto en espafiol como en ingles utilizando diferentes
bases de datos, como lo fueron Science Direct, SCiELO, Pudmed y Timb6 (Portal de acceso a
materiales ofrecido por la Agencia Nacional de Investigacion e Innovacion de la Republica de
Uruguay). Esta busqueda se comprendio en el periodo entre los afios 2005 y 2015, utilizando las
siguientes palabras claves: “metaloproteinasas; matriz extracelular, odontologia, matrix-
metalloproteinases, extracellular-matrix, dentistry”. Donde se seleccionaron un total de 29

articulos de los ultimos 6 afios para desarrollar el trabajo de investigacion.

De igual manera, Hidalgo R., (2006), en su revision titulada “Las metaloproteinasas y el
progreso de la lesion cariosa en dentina” plantea que tradicionalmente se ha entendido a la caries
como un proceso desmineralizante de los tejidos dentales, donde el progreso es dependiente de
bacterias que degradan carbohidratos y alteran el equilibrio quimico de las superficies dentales.
De hace unas décadas a la actualidad, la investigacion de tipo histomolecular ha revelado la
notable injerencia del sistema inmune enzimdatico del huésped como un coadyuvante en el
progreso de las lesiones cariosas, especialmente las metaloproteinasas. Por medio de esta
investigacion se direcciona a un nuevo entendimiento de la caries como enfermedad y abriran
nuevas posibilidades de prevencion y tratamiento del proceso, y de las lesiones en un futuro

cercano.

Por otro lado, Montagner AF. et al., (2014) por medio de su trabajo titulado “Inhibidores

de MMPs sobre la estabilidad de la dentina” realizaron una revision sistematica sobre estudios
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que evaluaron el efecto de los inhibidores de las metaloproteinasas de matriz (MMP) durante el
procedimiento adhesivo sobre la resistencia de la union resina-dentina inmediata y a largo
plazo. La busqueda se realiz6 en 6 bases de datos sin afio de publicacion o limites de idioma,
siguiendo la declaracién de elementos de informes preferidos para revisiones sistematicas y
metaandlisis (PRISMA). De 1.336 estudios, 48 fueron seleccionados para el andlisis de texto
completo, y 30 fueron incluidos para su revision, con 17 considerados en el metandlisis. Dos
revisores seleccionaron de forma independiente los estudios, extrajeron los datos y evaluaron el

riesgo de sesgo.

El inhibidor de MMP mas utilizado fue la clorhexidina (CHX). Los resultados inmediatos
de la resistencia de la uniéon no mostraron diferencias entre el 2% de CHX y el control; sin
embargo, se encontrd6 una diferencia entre el 0,2% de CHX y el control al inicio del
estudio. Luego de la maduracion, CHX presentd valores de fuerza de union mads altos en
comparacion con los grupos de control (p<.05). No obstante, esto no se observd durante
periodos mas largos de maduracion. Se encontré alta heterogeneidad en algunas comparaciones,
especialmente para el subgrupo de maduracion del almacenamiento de agua. Los analisis de
subgrupos mostraron que los adhesivos de autograbado, y de grabado y enjuague se benefician
con el uso de CHX. De los estudios incluidos, solo 1 present6 bajo riesgo de sesgo, mientras que
los otros mostraron riesgo de sesgo medio o alto. El uso de inhibidores de MMP no afecté la
fuerza de enlace inmediata en general, mientras que influy6 en la fuerza de enlace madurada. Los
procedimientos de maduracion influyeron en los valores de resistencia de la union de la

estabilidad de adhesion de la dentina.

Asi mismo Sabatini C. et al., (2014) por medio de su investigacion “Inhibicion de mmp

de dentina humana enddgena por gluma” planteo determinar si el desensibilizador de dentina
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Gluma (glutaraldehido al 5.0% y HEMA al 35% en agua) puede inhibir las MMP enddgenas de
las matrices de dentina en 60 segundos, evaluar su efecto sobre la rigidez de la matriz de dentina

y peso seco.

Se obtuvieron haces de dentina de 2 X 1 X 6 mm de la dentina coronal extraida de los
terceros molares humanos, para medir la influencia del tiempo de tratamiento con Gluma en la
actividad MMP total de la dentina, los haces se sumergieron en 4cido fosforico (PA) al 37%
durante 15 segundos, y luego enjuagado en agua. Los haces grabados con acido se sumergieron
luego en Gluma durante 5, 15, 30 o 60 segundos, se enjuagaron en agua y se incubaron en
sustrato genérico SensoLyte MMP (AnaSpec, Inc.) durante 60 minutos. Los controles se
sumergieron en agua durante 60 segundos, vigas adicionales de 1 x 1 X 6 mm fueron
completamente desmineralizadas en 37% PA durante 18 h, enjuagadas y utilizadas para evaluar
los cambios en el peso seco y el modulo de elasticidad (E) después de 60 segundos del
tratamiento con Gluma seguido de incubacioén en tampon de fluido corporal simulado durante

cero, una o cuatro semanas y se midio por flexion de 3 puntos.

Los resultados afirman que el tratamiento con Gluma inhibi6 la actividad total de MMP
de la dentina grabada con 4cido en un 44, 50, 84, 86% después de 5, 15, 30 o 60 segundos de
exposicion, respectivamente. Todos los haces de dentina completamente desmineralizados
perdieron rigidez después de 1 y 4 semanas, sin diferencias significativas entre el control y la
dentina tratada con Gluma. Tratamiento con gluma durante 60 segundos demostrd
significativamente menos pérdida de masa seca que el control después de cuatro semanas.
Concluyendo que el uso de Gluma puede contribuir a la preservacion de las interfaces adhesivas

por sus propiedades de reticulacion e inhibitorias de las MMP de dentina endogena.
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Adicionalmente otra investigacion ha demostrado que las Metaloproteinas de matriz
(MMP) contribuyen con la progresion de la caries en dentina, Khaddam M. et al., (2014)
realizaron una investigacion cuyo objetivo era evaluar la capacidad de un enjuague bucal GSE
para prevenir la degradacion de la matriz de dentina desmineralizada por MMP-3 (estromelisina-
1). Mediante bloques estandarizados de dentina obtenidos de dientes permanentes sanos
extraidos por razones de ortodoncia se desmineralizaron con 4cido etilendiaminotetraacético
(EDTA) y se pre-trataron con (A) GSE (0.2% p / v), (B) fluoruro de amina (AmF) (20% p / v),
(C) un enjuague bucal que contiene ambos, (D) placebo, (E) fluoruro de sodio (0.15 mg.ml ),
(F) PBS, (G) Digluconato de clorhexidina (CHX), o (H) cloruro de zinc (ZnCl ;). Los bloques
de dentina se incubaron luego con MMP-3 recombinante activado. Los sobrenadantes fueron
analizados por Western Blot para varias proteinas de matriz de dentina conocidas por ser sustrato
MMP-3. Paralelamente, se realizd microscopia electronica de barrido (SEM) en una réplica de

resina de los bloques de dentina.

Donde el analisis de Western blot de los sobrenadantes revel6 que MMP-3 liberaba de la
matriz de dentina pequefios proteoglicanos (decorina y biglycan) y sialoproteina de dentina
(DSP) en los grupos pre-tratados con AmF, fluoruro de sodio, PBS y placebo, pero no en el GSE
y grupos pre-tratados con enjuague bucal. El examen SEM de la réplica de resina mostrd que el
enjuague bucal y sus componentes activos no solo tenian una accidon anti-MMP sino que también
modificaban la accesibilidad de la superficie de la dentina. Concluyendo que GSE solo o
combinado con AmF como en el enjuague bucal evaluado limita la degradacioén de la matriz de
dentina. Esta asociacion puede ser prometedora para prevenir la progresion de la caries dentro de

la dentina. Sin embargo, el procedimiento debe adaptarse a duraciones clinicamente relevantes.
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Asimismo, Dang La V., et al., (2009) investigaron el efecto del extracto de semilla de uva
(GSE) en la secrecion de MMP por macrofagos derivados de monocitos humanos estimulados
con lipopolisacarido (LPS) de Aggregatibacter actinomycetem comitansy en la actividad de
MMP - 1 y -9 recombinante humano. Donde los macrofagos se trataron con diversas
concentraciones de GSE antes de ser estimulados con LPS de A. actinomycetem comitans, la
secrecion de MMP vy la activacion del factor nuclear kappa B (NF kB) p65 y la proteina
activadora - 1 (AP - 1) se evaluaron mediante un ensayo inmuno absorbente ligado a enzimas
(ELISA). El efecto de GSE sobre la actividad catalitica de MMP - 1 y —9 humano recombinante

se probo mediante ensayos fluorogénicos.

Demostrando que el GSE inhibid la secrecion de MMP-1, -3, -7, -8, -9 y -13 por los
macrofagos estimulados por LPS de una manera dependiente de la concentracion. La supresion
de la secrecion de MMP se asoci6 con la inhibicidon de la activacion de NF - kB p65 y AP -
1. Ademas, el GSE inhibi6 de forma dependiente de la dosis la actividad de MMP-1 y -9.
Concluyendo de esta manera que el GSE puede ser potencialmente utilizado en el desarrollo de
nuevas estrategias de modulacion del huésped para el tratamiento de trastornos mediados por

MMP como la periodontitis.

En otro aspecto se evidencia que el GSE se ha utilizado en otras areas de la odontologia
como Soligo L. et al., (2018) realizaron una investigacion titulada: “Eficacia antibacteriana de
soluciones de irrigacion endodontica novedosas sintéticas y naturales”. Dicho estudio
comparativo, descriptivo in vitro cuyo objetivo fue comparar la eficacia de GSE, Ca (ClO) 2 y
NaOCl en combinacidon con instrumentos rotativos o alternativos para la desinfeccion de los
conductos radiculares inoculados con E. faecalis, dichos autores refieren que el hipoclorito de

sodio (NaOCl) es el irrigante mas utilizado ya que posee un amplio espectro antimicrobiano y su
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accion solvente sobre el tejido organico. También presenta una propiedad durante la exposicion
del foramen apical y los tejidos periapicales a esta solucion, a menudo puede causar efectos
lesivos, toxicos en los tejidos vitales y el debilitamiento de la estructura dentinaria. El hipoclorito
de calcio [Ca (OCIl) 2] se usa comunmente para la esterilizacion industrial y la purificacion de

agua.

Cabe destacar que este agente tiene la capacidad de promover la disolucion de tejidos
blandos similar a NaOCl y muestra actividad antibacteriana contra E. faecalis, pero no existen
estudios que evalten la capacidad del Ca (OCIl) para eliminar E. faecalis en los conductos
radiculares utilizando técnicas de preparaciéon con un numero reducido de instrumentos como
PTN y Reciproc. En conclusion, esta ultima investigacion aporta una novedosa y sintética

solucion irrigadora eficaz contra el E. Faecalis, en el area de endodoncia.

Bases Tedricas

Estructura Dentaria

Esmalte. El esmalte es el tejido mas duro y calcificado del organismo, recubre a la
dentina y esta expuesto al medio bucal, formando la corona anatomica de los dientes. Formado
casi integramente por hidroxiapatita, una sal de fosfato de calcio (apatita) con iones hidroxilo u
oxidrilo (OH-), con muy poco contenido organico (Farias F., Falotico G., 2014). Asimismo, esta
constituido en peso por 95% de componentes inorgéanicos, fundamentalmente cristales de apatita

en forma hidroxi, fluoruro, carbonatada, y 5% de agua y material organico (Urefia, 2004).

Complegjo Dentino-Pulpar. El complejo Dentino-Pulpar se estudia como conjunto,
comparten un mismo origen embrioldgico. Por lo cual son considerados una unidad funcional

(Canalda, 2014).
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Dentina. Se ubica inmediatamente debajo del esmalte, esta compuesta por hidroxiapatita
pero en menor cantidad que el esmalte, con mayores fibras colagenas y otros componentes
organicos (proteinas). Se caracteriza por contener en su interior multiples canaliculos
dentinarios, cada uno de ellos ocupados por prolongaciones citoplasmaticas de los odontoblastos
y recorren toda la dentina hasta el limite amelodentinario a nivel de la corona o hasta el limite

cemento-dentinario a nivel de la raiz.

Farias y Falotico (2014) establecen que su funcion es la nutricién dentinaria o recambio
i6nico dentinario, asi mismo mencionan que la pre-dentina es una dentina recién formada en vias
de calcificacion y se encuentra debajo de la dentina y adyacente a la periferia de la pulpa. Esta
constituida en peso por un 70% de material inorganico, 20% de material organico,

principalmente coldgeno y un 10% de agua (Urefia, 2004).

Respecto a su estructura la dentina estd conformada por tibulos dentinarios que la

atraviesan y por una matriz o dentina intertubular.

e Tubulos dentinarios: Estructuras cilindricas y huecas que se extienden desde la
pulpa hasta el limite amelodentinario, delimitadas por la dentina peritubular, de
espesor variable. Tienen un trayecto de “s” itdlica que se conoce como curvaturas
primarias o mayores, de convexidad coronaria en la corona, en la raiz la curvatura
es menos pronunciada y de convexidad apical, mientras que en el apice los
tubulos suelen ser rectos.

Los tibulos muestran ramificaciones bifurcdndose en sus extremos en la dentina

superficial o en el manto. En su interior existen prolongaciones de los
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dentinoblastos, asi como fibras nerviosas amielinicas, fibras colagenas y algunos
cristales de hidroxiapatita.

e Dentina intertubular: Menos mineralizada, esta constituida por una trama
tridimensional de fibras coldgenas sobre las que se depositan los cristales de

hidroxiapatita.

De acuerdo a Canalda (2014), seglin las caracteristicas la dentina se distingue en los

siguientes tipos:

e Dentina primaria: Se forma los primeros estadios del desarrollo embriolégico
hasta que el diente se pone en contacto con el antagonista, es decir, entra en
oclusion. En ella se distingue la dentina del manto y la dentina circumpulpar.

e Dentina secundaria o regular: Se forma durante toda la vida del diente una vez
este se pone en contacto con el antagonista. Condiciona progresivamente la
disminucion de la cdmara pulpar y los conductos radiculares.

e Dentina terciaria o reparativa: Se forma tras agresiones externas, y su espesor
depende de la duracién e intensidad del estimulo. Se caracteriza por poseer

tubulos dentinarios irregulares y tortuosos.

Pulpa. De acuerdo a Farias y Falotico, (2014); la pulpa es el Gnico tejido conectivo laxo

no calcificado de los dientes, y esta formado por:

1. Odontoblastos: Multiples células con largas prolongaciones que se alinean en su
periferia y cuyas funciones son generar dentina para proteger la pulpa.
2. Células de origen mesenquimatoso: Poseen poder regenerativo que pueden

transformarse en cualquier tipo de célula que se requiera.
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3. Fibroblastos: Se especializan en formar fibras, de colageno y elésticas.
4. Arteriolas, Vénulas y Vasos linfaticos que entran al espacio pulpar por el foramen

apical.

Canalda (2014) establece la estructura de la pulpa esta diferenciado, donde se presentan 4

areas:

e Zona de dentinoblastos: Es la mas superficial de la pulpa, constituida por una capa
de células (dentinoblastos) que se disponen formando una empalizada. Los
mismos presentan el cuerpo de la pulpa, mientras que las prolongaciones se
localizan en el interior de los tubulos dentinarios.

e Zona Subdentinoblastica (Acelular): Zona por debajo de la capa de
dentinoblastos, que se observa en la pulpa de la camara pulpar y no existe en los
conductos radiculares.

e Zona Rica en Células: En esta zona se encuentran numerosas células
ectomesenquimatosas y fibroblastos que producen las fibras de Von Korff.

e Zona Central de la pulpa: Estd constituida por un tejido laxo constituido
fundamentalmente por células ectomesenquimatosas, macrofagos de localizacion

perivascular y fibroblastos, entre otras.

Asi mismo al referirnos a las diferentes funciones del tejido pulpar, se comprenden las

siguientes:

e Formativa: No se contempla solamente durante el desarrollo embrionario, sino
durante toda la vida del diente con la formacion de dentina secundaria fisiologica

0 en situaciones patologicas de dentina secundaria reparativa.
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e Nutritiva: Corre a cargo de los vasos sanguineos existentes en la pulpa y que
penetran, fundamentalmente por el foramen apical.

e Sensitiva: Corresponde a los 3 posibles mecanismos de sensibilidad dentinaria
que estimulan las fibras de la pulpa.

e Proteccion: La pulpa realiza la proteccion mediante la formacion de dentina
secundaria reparativa o por las células propias del tejido conectivo que responden

ante el proceso infeccioso o no (Canalda, 2014).

Fisiopatologia de las estructuras dentarias

Caries Dental. Definida por Willioghby Dayton Miller (citado por Farias y Falotico,
2014) uno de los primeros en estudiar la Caries dental, determinando la naturaleza microbiana de
la caries, con génesis en la produccion de acidos por parte de microorganismos acidégenos
propios de la cavidad bucal. Sin embargo, en Paul Keyes establecio su triada o grafico donde

presenta 3 factores que convergen en la génesis:

1. Microorganismos Acidogenos
2. Sustratos o azucar fermentable en la dieta

3. Hospedador o Diente susceptible

Sin embargo, Farias y Faldtico (2014), Urefia (2004), Duque J., et al., (2006) y Jiménez
R. et al (2016) definen la caries dental como una enfermedad infecciosa, dindmica, crénica,
compleja, transmisible, muy prevalente en el ser humano, caracterizada por destruccion
localizada de los tejidos duros dentales, por accion de los acidos producidos por los depositos
microbianos adheridos a los dientes. Se agrega ademas el el factor tiempo, ya que los acidos

requieren permanecer en contacto con el esmalte para que se produzca la descalcificacion.
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Adicionalmente se agrega un desequilibrio bioquimico entre la sustancia dental y el
fluido de la placa circundante, lo que ocasiona una pérdida de mineral de la superficie dental,

cuyo signo es la destruccion localizada de los tejidos duros.

Proceso bioquimico de formacion de la caries. El proceso inicia con la formacion de
biopelicula o placa dental, quien corresponde a una entidad bacteriana proliferante con actividad
enzimatica que se adhiere firmemente a las superficies dentarias, siendo propuestas con el agente
etiologico principal de la caries dental. La composicion de la biopelicula varia segun el tiempo

de maduracion y la region de la pieza dentaria colonizada.

Numerosos estudios muestran que la biopelicula adquirida del esmalte se forma en no
mas de dos horas en una superficie dental limpia se le denomina cuticula temprana o pelicula
temprana, carece de microorganismos y sus productos estan formados por proteinas y
glucoproteinas. La capa formada por microorganismos y polimeros extracelulares, en la
colonizacidn inicial de las superficies dentarias, y en su desarrollo y multiplicacion son varios los
mecanismos que intervienen dentro de la biopelicula o placa dental: adherencia de la biopelicula

adquirida, colonizacion primaria agregacion interbacteriana y multiplicacion.

Respecto a la adherencia a la biopelicula adquirida, una vez establecida la pelicula, la
falta de higiene oral adecuada se depositan las primeras colonias bacterianas especificas,
especialmente Streptococcus sanguis. La existencia de cargas negativas sobre las bacterias y las
glucoproteinas dificultan las uniones entre ambas, pero los iones de calcio presentes en la saliva

pueden neutralizar las cargas y actuar como puentes entre la pelicula y las bacterias.

Posteriormente se presenta la colonizacion secundaria, y maduracion dependera

exclusivamente de la sacarosa y de la sintesis extracelular de polimeros de glucosa y fructosa. En
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presencia de sacarosa Streptococcus mutans sintetizan polisacaridos extracelulares que actuan
como adhesivos extracelulares para unirlos entre si y al diente. A medida que la biopelicula crece

se observa un cambio en los tipos morfologicos de las bacterias presentes en ella.

Asimismo, en cuanto a la multiplicacion de la colonizacidén secundaria al principio de la
biopelicula esta formada por cocos Gram positivos, pero con posterioridad se desarrolla una
compleja poblacion de cocos, bacilos y filamentos gran positivos. Las condiciones acidogenas
creadas por los colonizadores primarios facilitan el desarrollo de diferentes microorganismos
como Veillonellay Lactobacillus, que prefieren un medio acido para su desarrollo. Los hidratos
de carbono son desdoblados por la via glucilitica y se obtienen ATP, CO2, acido lactico y en
menor cantidad otros acidos orgdnicos como el acético y el butirico. Estos acidos van a producir
la desmineralizacion de los cristales de hidroxiapatita y asi se iniciard el proceso carioso

(Barrancos, J. Mooney P., 2015).

Cuando se habla de virulencia de un microorganismo, se estd haciendo referencia a su
capacidad de producir dafo, en el caso del Estreptococcus mutans, los mas involucrados en la

produccion de caries son:

1. Acidogenicidad: Puede fermentar los azicares de la dieta para producir
principalmente 4cido lactico como producto final del metabolismo. En
consecuencia, baje el pH y se desmineralice el esmalte dental.

2. Aciduricidad: Es la capacidad de producir acido en un medio con pH bajo.

3. Acidofilicidad: El Estreptococo mutans puede resistir la acidez del medio

bombeando protones (H +) fuera de la célula.
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4. Sintesis de glucanos y fructanos: Por medio de enzimas como glucosil y
fructosiltransferasas (GTF y FTF), se producen los polimeros glucano y fructano,
a partir de la sacarosa.

5. Sintesis de polisacéridos intracelulares, como el glucogeno: Sirven como reserva
alimenticia y mantienen la produccion de acido durante largos periodos.

6. Produccion de dextranasa: Ademas de movilizar reservas de energia, esta enzima
puede regular la actividad de las glucosiltranferasas removiendo productos finales

de glucano. (Duque J., et al., 2006).

Adicionalmente en el proceso de formacion de la caries, se ha evidenciado que las
metaloproteinas (MMPs) afectan el desarrollo del esmalte y contribuyen a la formacién de la
caries dental. Donde los odontoblastos se encargar de secretar MMPs-2 ante la respuesta a una

lesion cariosa (Pereira V. et al., 2016).

Al igual que Mazzoni A et al., (2015) determinaron que las MMPs ubicadas en la matriz
extracelular de la dentina logran desnaturalizar los componentes presentes en la misma

favoreciendo el desarrollo de la caries dental en la dentina.

Enzimas

Las enzimas se caracterizan por ser los catalizadores biologicos del cuerpo humano,
encargadas de aumentar la velocidad de las reacciones presentes en el organismo al brindar una
ruta de reaccidn alternativa que requiera menor gasto energético que la reaccion sin catalizar. La

mayoria de las enzimas son de naturaleza proteica y de elevado peso molecular.

Clasificacion de las Enzimas. Mckee y Mckee (2003) afirman que las enzimas se

clasifican de acuerdo a seis categorias principales:
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1. Oxidorreductasas. Caracterizadas por catalizar reacciones de oxidacion-reduccion. Y

se sub-clasifica en: deshidrogenasas, oxidasas, oxigenasas, reductasas, peroxidasas e hidrolasas.

2. Transferasas. Encargadas de catalizar reacciones en las que hay una transferencia de
grupos de una molécula a otra, como pueden ser amino, carboxilo, carbonilo, metilo, fosforilo y

acilo.

3. Hidrolasas. Catalizan reacciones en las que se produce el rompimiento de enlaces por

la adicion de agua. Se sub-clasifican en hidrolasas, esterasas, fosfatasas y peptidasas.

4. Liasas. Se caracterizan porque catalizan reacciones en las que se eliminan grupos con
la finalidad de formar un doble enlace o se afladen a un doble enlace. Se sub-clasifica en: liasas,

descarboxilasas, hidratasas, deshidratasas, desaminasas y sintasas.

5. Isomerasas. Enzimas caracterizadas por tratarse de un grupo heterogéneo de enzimas,
donde se encargan de catalizar diferentes tipos de reordenamientos intramoleculares. Se destacan

las epimerasas y las mutasas.

6. Ligasas. Encargadas de catalizar la formacion de un enlace entre dos moléculas de

sustrato. La energia para estas reacciones la aporta siempre la hidrolisis del ATP.

Inhibicion Enzimatica. El estudio de las enzimas sin duda alguna engloba su inhibicion,
donde la inhibicidon enzimatica puede ser reversible e irreversible. En el primer caso el inhibidor
puede disociarse de la enzima, mientras que en el segundo mayormente se unen de forma
covalente a la enzima. La mayoria de los inhibidores son reversibles, y se estudian de acuerdo a
su forma de relacionarse con la enzima en: competitiva, acompetitiva y no competitiva. (Mckee y

Mckee, 2003).
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Enzimas en la Medicina y Odontologia. Se ha demostrado que con el avance de los
conocimientos en las enzimas y con la tecnologia se ha incrementado la resolucion de problemas.
Desde hace afios, se han estudiado algunas enzimas, como por ejemplo la renina, enzima
proteolitica de los estobmagos de los terneros para la produccion de queso. Por ello el area de la
salud profundizo estudios en la misma, donde inicio en 1954 con el descubrimiento de la relacion
entre pacientes con infarto de miocardio y niveles elevados en suero sanguineo de la enzima
aspartato aminotransferasa (ASAT), donde posteriormente se presentaron estudios en numerosas
enzimas. En la actualidad la investigacion enzimatica desempefia un papel indispensable en las

practicas de la salud, tanto desde un punto de vista diagnostico como en el terapéutico.

En el aspecto diagnostico las enzimas permiten proporcional informacion relacionada con
la presencia y severidad de la enfermedad, mientras que, en el aspecto terapéutico, permite
contar con un medio de seguimiento de la respuesta del paciente al tratamiento aplicado. Esto se
puede realizar en laboratorios clinicos mediante dos formas, una es a través de la actividad
enzimatica propia de la enzima que se puede medir, y la otra es mediante el uso de dichos

enzimas como reactivos. (Mckee y Mckee, 2003)

M etal oproteinasas (MMPS)
Las Metaloproteinasas también llamadas Matrixins, son una subclase de Péptido
Hidrolasas, enzimas de la familia Zinc-dependiente que estan involucradas en la degradacion de

los componentes proteicos de las matrices extracelulares. (Brickerhoff CE., Matrisian LM.,

2002).

Son producidas por los fibroblastos, osteoblastos, odontoblastos, asi como otras células

defensivas como los leucocitos (polimorfo nucleares y macrdéfagos); estas MMPs se expresan
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generalmente en diversos procesos biologicos, como desarrollo y remodelado de tejidos
normales (Visse R., Nagase H., 2003). Asimismo, estudios afirman que algunas MMPs son
activadas por proteinas séricas (como plasmina, calicreina, furina), proteasas bacterianas, y otras

MMP. (Chaussain-Miller C., et al., 2006)

Metaloproteinasas en la Caries Dental. A su vez se ha destacado que las
metaloproteinas de matriz (MMP) y las catepsinas de cisteina poseen la capacidad de degradar
los componentes presentes en la matriz extracelular en su mayoria. Desempefiando un papel en la
fisiopatologia de la caries en dentina, especialmente en el proceso de las primeras fases de

desmineralizacion.

Los cambios en la estructura del colageno y de las proteinas no colagenosas pueden
participar en las disminuciones observadas en las propiedades mecanicas de la dentina afectada
por caries y reducir la capacidad de remineralizacion de la dentina afectada por caries. (Mazzoni,

A, etal., 2015)

Sin embargo, el progreso carioso no ocurre Unicamente a expensas del metabolismo
patoldgico de las bacterias cariogénicas, ya que también coadyuvan las enzimas proteoliticas del
huésped, pero por medio de una humectacion externa de la superficie dentaria cariada, con la
saliva y el fluido crevicular. Las MMPs de la saliva demuestran actividad colagenolitica (in

vitro) en respuesta a las variaciones de pH tipicas de proceso carioso. (Tjdderhane L., et al.,

1998)

Inhibicion de las Metaloproteinasas. Las MMPs tienen un efecto perjudicial en la
caries de la dentina como anteriormente se menciono, de tal manera que la inhibicién de las

MMPs puede representar una nueva via para la prevencién y/o tratamiento de la caries dental.
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En este orden de ideas se han realizado diferentes estudios para la creacion y aplicacion

de inhibidores de MMP sintéticos que incluso ya estan en uso en la practica dental, entre ellos:

e Tetraciclinas y Zoledronato Modificados: Son conocidos inhibidores quimicos de
MMP, y se ha demostrado clinicamente su uso en el retraso de la progresion de la
caries en ratas. (Tjdderhane, L., et al., 1999)

e Acido Etilendiaminotetraccetico (EDTA): El EDTA inhibe significativamente la
actividad endégena de MMP de la dentina humana en 1-2 minutos. (Thompson et
al., 2012)

e GLUMA: Compuesta en 5.0% de glutaraldehido, 35% de hidroxietilmetacrilato
(HEMA) y 60% de agua. Es un potente inhibidor de la actividad de MMP en
matrices de dentina, donde el glutaraldehido puede inactivar las proteinasas de
dentina unidas a la matriz en matrices de dentina desmineralizadas. (Sabatini C. et
al., 2014).

e Digluconato de clorhexidina (CHX): La CHX al inhibir las MMP demuestra
nuevas propiedades antiproteoliticas beneficiosas que, ademas de las propiedades
antimicrobianas conocidas de esta sustancia, son utiles en el tratamiento de la
periodontitis. (Gendron R., et al., 1999); (Carrilho M.., et al., 2007)

e (loruro de zinc (ZnCl): Su efecto inhibidor de MMP se basa en sus propiedades
quelantes de zinc y calcio, donde sirve como un inhibidor efectivo de la
degradacion de coldgeno mediada por MMP en dentina fuerte o ligeramente

desmineralizada. (Toledano M., et al., 2012).

Asimismo, debido al crecimiento de la resistencia bacteria ha incentivado a diversos

investigadores a enfocarse en soluciones de extracto naturales, capaces de producir un efecto
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inhibitorio sobre ciertas MMPs, como lo es la solucién en extractos de Vitis vinifera.
Potenciando su uso como tratamiento en dentina, con la finalidad de limita el efecto de

degradacion producida por las MMPs. (Khaddam M. et 4l., 2014)

Extracto de Semilla de Uva (GSE)

Las uvas y vinos contienen una gran variedad de compuestos fenolicos, de muy diversas
estructuras quimicas y pesos moleculares. Los compuestos fendlicos de la uva se localizan en las
partes solidas: cascara, semilla y tejido vascular. En la pulpa, destaca la presencia de acidos
fenolicos y sus derivados. Los flavonoles y antocianos se encuentran localizados en las células
de la cascara de la uva, siendo estos ultimos responsables del color rojo de los vinos tintos. Las

procianidinas y flavanoles se localizan en las semillas de las uvas.

Su estructura quimica es propicia para secuestrar radicales libres, debido a la facilidad
con la que el atomo de hidrogeno desde el grupo hidroxilo aromatico puede ser donado a la
especie radical, y a la estabilidad de la estructura quinona resultante, que soporta un electron
desapareado. La actividad antioxidante de los polifenoles depende del nimero y la localizacion
de los grupos hidroxilo que contiene en su estructura. Ademas de su actividad antioxidante, se ha
atribuido las siguientes propiedades bioldgicas a los compuestos fendlicos: inhiben la agregacion

plaquetaria, antiinflamatorios y anticancerigenos. (Sandoval M., et al., 2008).

Avanzando en esta linea de investigacion sobre inhibidores de las MMP se ha
demostrado que el extracto de semilla de uva (GSE) suprime la secrecion de MMP-1 y MMP-9,
inducida por lipopolisacaridos y macrofagos en cultivo, asi como también inhiben su actividad, y
por lo tanto se recomendaron para su uso en el desarrollo de nuevos tratamientos de trastornos

mediados por MMP como como periodontitis (Dang La V. et al., 2009).
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Relacion del extracto de semilla de uva (GSE) y € sistema adhesivo. Las
metaloproteinas de matriz (MMP), las catepsinas de cisteina en la dentina y el fluido dentinal
contribuyen a la degradacion enzimdtica de la capa hibrida adhesiva y, por lo tanto, a la
reduccion de la durabilidad del enlace con el tiempo. Los cambios de pH causados por el
grabado 4cido o los mondémeros acidos y los mismos monomeros de resina adhesiva pueden
modular la activacion y expresion de MMP y catepsinas de cisteina, lo que resulta en una mayor
digestion de colageno dentro de la capa hibrida (Tjaderhane L. et at., 2013, y Mazzoni A. et al.

2013)

Se ha demostrado que el tratamiento previo con enjuague bucal y el GSE inhiben el
agrandamiento de los tibulos dentinarios por la accion enzimatica de MMP-3, lo cual podria

mejorar la esperanza de vida de los interfaces adhesivo-resina. (Khaddam M. et al., 2014).

Por consiguiente, el GSE se ha demostrado que interactia con proteinas para inducir
enlaces cruzados mediante cuatro mecanismos diferentes: interacciones covalentes, interacciones

i6nicas, uniones hidrogeno e interacciones hidrofobicas (Vola, J., 2015).

Donde el GSE promueve cambios en las propiedades mecanicas y fisicas de la matriz de
la entina, que generan un aumento de la resistencia de la union del sistema adhesivo a dentina,

asi como también la resistencia propia de la dentina.

Adicionalmente Al-Ammar A, et al., (2009) establecieron que los enlaces cruzados
intrinsecos de colageno proporcionan las propiedades de traccion de las moléculas de colageno.
Donde el uso de agentes de reticulacion de colageno extrinseco puede inducir la formacion
adicional de reticulaciones inter e intramoleculares, aumentando de esta forma la resistencia

maxima a la traccion y el modulo elastico de la dentina desmineralizada.
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Dentro de los cuales existen diferentes agentes reticulantes, como lo es la
proantocianidina (PA) componente natural presente en frutas, verduras, nueces, semillas y flores,
y siendo el principal compuesto del extracto de semilla de uva (GSE). Donde se ha demostrado
que puede mejorar las propiedades mecanicas de la dentina desmineralizada. (Al-Ammar A, et

al., 2009).

Accion bactericida del extracto de semilla de uva (GSE). De acuerdo a los estudios de
Soligo L. et al., (2018) determinaron la eficacia antimicrobiana del extracto de semilla de uva
(GSE) sobre la base de una reduccion en las unidades formadoras de colonias (UFC) contada con
muestras bacterianas recogidas antes y después de la instrumentacion en un tratamiento de

conductos in vitro.

Por consiguiente, Wu CD., (2009) determinado que el extracto de semilla de uva (GSE)
rico en proantocianidinas (PA) afecta positivamente los procesos de desmineralizacion y

remineralizacion in vitro de lesiones de caries radiculares.

De igual forma Wu CD., (2009) demostrd la existencia de actividad inhibitoria del
crecimiento contra dos patdgenos orales: El S. Mutans de caricter cariogénico y el
Porphyromonas gingivales de caracter periodontopatico. Asi como la presencia de compuestos

antimicrobiano.

Adicionalmente se detectaron compuestos fendlicos presentes en las semillas de la uva
(GSE) que brindan diferentes efectos biologicos, como lo son: antioxidantes, captores de
radicales libres, antinflamatorios, antihipertensivos, antimutagénicos, antineoplasicos,
antivirales, antibacterianos, antiulcera estomacal, antitumorales, cicatrizantes,

antihiperglucémicos, cardioprotectores, antihepatotoxicos, anticataratas oculares y actuan
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también como filtros solares. Comprobados in vitro como in vivo, en animales y seres humanos.

(Paladino SC. y Zuritz CA., 2011)

Ficha Técnica de la Solucidon de Extracto de Vitis vinifera

A continuacion se presenta la solucion de extracto de Vitis vinifera en tres diferentes

concentraciones, donde sus componentes se establecen en base a 100 ml.

Cuadro 1. Ficha Técnica de la Solucion de Extracto de Vitis vinifera

Extracto de Saliva
.., Concen Semillade Tween Metilparabeno Propilparabeno
Descripcién p s Artificial
tracion VitisVinifera 80 (q) (9 (9
© (©)
Solucion de
Extractode 25 67 7 0.5 0.5
Vitisvinifera
25%.
Solucion de
Extractode ., 50 39 10 0.5 0.5
Vitisvinifera
50%.
Solucién de
Extractode . 75 14 10 0.5 0.5
Vitisvinifera
75%.

Nota. Datos de la fabricacion de la solucidon de Extracto de semilla de Vitis vinifera.

Ficha Técnica dela Saliva Artificial

A continuacidn se presenta la saliva artificial, donde sus componentes se establecen en

base a 1000 ml.
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Cuadro 2. Ficha técnica dela saliva artificial.

Descripcion Cantidad
Carboximetilcelulosa CMC 9000 cps 10g
Glicerina 30g
Potasio Cloruro 1,2¢g
Sodio Fosfato monobasico 0,342 g
Sodio cloruro 0,084 g
Calcio cloruro anhidro 0,146 g
Magnesio cloruro 0,052 g
Metilparabeno 0,5¢g
Propilparabeno 05¢g
Agua desmineralizada 1000 ml

Nota: Datos obtenidos de la fabricacion de la saliva artificial.

Estudios Espectroscopicos o Colorimétricos

La colorimetria se basa en la ciencia encargada del estudio del color, utilizando diferentes
métodos con la finalidad de cuantificar el color. En tal sentido, se basa en la obtencion de valores
numéricos exactos en base a la cantidad de luz reflejada sobre un objeto en cuestion. Esta ciencia
permite en el ambito cientifico convertir un fenémeno subjetivo como lo es la percepcion
sensorial a uno numérico, donde se pueda medir, comparar y reproducir valores referenciales.

(Santos, 2009)

Instrumentos. En tal sentido existen diferentes dispositivos o equipos con la finalidad
de obtener tales valores numéricos, los principales son los colorimetros y los espectrofotometros

de reflectancia, donde difieren en la forma en la cual miden el valor. (Santos, 2009)
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El espectrofotdometro mide la respuesta de toda una gama espectral visible, de esta
manera el segundo es mas preciso, amplio y condensa mayor informacion (Santos, 2009). El
espectrofotometro compara la energia incidente con la reflejada sobre la muestra, obteniendo asi

una longitud de onda (Vasquez, 2015).

En otro sentido Konica-Minolta (2017) establecen el espectrofotometro brinda una curva
de cada muestra de color, la cual es tan particular y tinica como una huella o firma digital. Siendo

una herramienta de gran utilidad para identificar, compara o igualar colores de referencia.

De acuerdo a Mathias-Rettig y Ah-Hen (2014) el colorimetro es un dispositivo
triestimulante, de bajo costo y de que emula el ojo humano. Este se encarga de medir la respuesta

para cada uno de los tres valores triestimulo, como lo son el azul, verde y rojo (Santos, 2009).

Dicha medicion realizada por el colorimetro se codifica en una sefial basada en un
sistema de medicién luminico de espacio polar, mayormente conocido como la Escala de

CIELAB (Ramirez Navas, 2010)

Escala CIELAB. Al momento de valorar la percepcion del tono se presentan enormes
dificultades al efectuar comparaciones cromadticas. Por ello existe una escala de color que
soluciona esas dificultades, dentro de las cuales se encuentra la esfera de Munsell, encargada de
clasificar y ordenar los diferentes colores en una secuencia logica mediante un modelo
tridimensional, donde existen tres dimensiones de color, el tinte, valor e intensidad. Considerado

uno de los mejores de acuerdo a percepcion (Lopez L., 2015).

En la actualidad, la medicion del color se establece mediante la escala CIELab. La
Standard Comision Internacionale de I’Eclairage (CIE), organismo destinado a estandarizar los

colores (Lopez L., 2015). La escala de CIELAB se basa en un sistema de coordenadas cartesiano
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definido por tres coordenadas colorimétricas, como lo son las magnitudes de dimensiones L*, a*,

b* (Espinoza, 2017).

Basandose en ciertas coordenadas, la L* como medida de valor o luminosidad que se
valora entre 0-100, la a* que mide la desviaciéon del punto cromatico con la claridad
determinando la cantidad de rojo a*>0 y verde a*<0, y la b* mide la desviacion de amarillo b*

>0y azul b* <0 (Lopez L., 2015; Espinoza, 2017).

En tal sentido, los valores del color se encuentran representados en un espacio a una

distancia proporcional a las diferencias visuales existentes entre ellos. (Carvajal, J., et al., 2011).

Aplicacion de Estudios Colorimétricos en la Salud. La colorimetria en la odontologia
es ampliamente utilizada, desde el punto de vista macro hasta el micro del campo odontolégico.
Donde multiples investigadores han utilizado dispositivos o instrumentos para la medicion de la

colorimetria en el area, desde colorimetros hasta espectrofotometros.

Como se puede observar en las investigaciones realizadas por Lopez L. (2015); Melgosa,
M et al., (2020); Mayoral (2013) y Arocha (2015), donde se han estudiado caracteristicas de
tejidos, materiales dentales y ciertas caracteristicas especiales, demostrando su gran aplicabilidad

e innovacion en el area odontologica.

Adicionalmente en la actualidad se puede ver su uso en multiples areas, como lo fue en el
area diagnostica por parte de Lalli, M. A., et al., (2021), en su investigacion titulada “Deteccion
rapida y sin extraccion de SARS-CoV-2 de saliva mediante amplificacion isotérmica mediada
por bucle de transcripcion inversa colorimétrica”, donde se desarrolld un protocolo de pre
tratamiento de saliva que permite la deteccion sensible de SARS-CoV-2 a partir de muestras no

purificadas en un ensayo colorimétrico optimizado de RT-LAMP y RT-qPCR. Donde se
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realizaron lecturas con colorimetria a simple vista, espectrofotometria y fluorescencia en tiempo

real.

Estudio Colorimétrico en tgidos de la Cavidad Bucal. En la actualidad se ha
demostrado el estudio la colorimetria en unidades dentarias, evaluando aspectos basicos como
las propiedades opticas de las mismas. Tanto desde el punto de vista fisioldgico, asi como su
variacion en aspectos caracteristicos del paciente y la presencia de fisiopatologias (Rodriguez de

M., et al., 2018).

De esta manera, al analizar las propiedades opticas de las unidades o estructuras dentarias
mediante estudios colorimétricos se utiliza frecuentemente el sistema LAB, logrando alcanzar
resultados exitosos en multiples investigaciones (Arocha, 2015). Por su parte Mayoral, (2013)
utilizo de la misma manera la escala de la comision internacional de iluminacion (CIE), el cual
expresa mediciones de los tres valores (L, a, b), siendo incluso la American Dental Association

(AD) quien recomienda la implementacion del sistema LAB.

Ademas, con el avance de la tecnologia se ha potenciado los estudios colorimétricos,
siendo utilizados en tratamientos como el blanqueamiento dental, para evidenciar las
caracteristicas del color de las estructuras dentarias en consecuencia, mediante el uso de
diferentes instrumentos y multiples métodos, como lo son la medicion por colorimetros,
espectrofotometros de reflectancia, e inclusive cdmaras digitales de evaluacion objetiva (Pan, Q.

y Westland, S., 2018).

En otra perspectiva, Polychronokis, N., et al., (2020), implementaron los estudios

colorimetros mediante el uso de coordenadas CIELAB como referencia al evaluar materiales



49

odontolégicos utilizados en la cavidad bucal, como lo fueron los dientes artificiales utilizados en

la protesis dental.

Procedimiento y Analisis de | magenes
La interpretacion de una imagen es la tltima etapa del procedimiento y andlisis de una

imagen, por ello es necesario profundizar en las etapas iniciales.

Etapas en el andlisis de una imagen. Con el avance del conocimiento y la tecnologia se
han implementado diferentes analisis automatizados de una imagen, donde uno de los mas
estudiados es el planteado por Gonzalez R. & Woods R. (1992 y 2002). El cual se detalla en base

a las siguientes etapas:

1. Captacion de la imagen.

2. Pre-Tratamiento o Pre-Procesamiento.
3. Segmentacion.

4. Representacion.

5. Extraccion de rasgos y descripcion.

6. Deteccidn, reconocimiento e interpretacion.

Donde todas estas etapas van a verse modificadas o manifestar multiples niveles de
profundidad en base a algunos factores, como pueden ser: Calidad de la imagen original,
hardware empleado en la adquisicion, métodos utilizados en el procesamiento y el objetivo de la

aplicacion. (Rodriguez R., & Sossa J., 2012)

Proceso de captaciéon y formacion de una imagen. En el proceso de formacion de

imagen, la misma es una representacion optica de uno o mas objetos iluminados por una o mas
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fuentes de radiacion, cuya fuente de radiacion puede ser luz visible, rayos X, radiacion

ultrasonica, infrarroja, entre otras.

Modelo de imagen digital. La imagen digital es una imagen que se encuentra
internamente formada o caracterizada por niimeros. Donde una imagen digital cualquiera se
relaciona con una matriz de numeros asociada a ella, donde la misma dependerd de la

cuantificacion que se realice.

Multiples modelos de imagenes han sido planteados, sin embargo, el Modelo de imagen
de Sistema Aleatorio Estacionario es uno de los mas utilizados, tanto en el pasado como en la

actualidad. (Rodriguez R., y Sossa J., 2012).

Segmentacion de imagenes. La segmentacion es una de las etapas fundamentales
presente en la sistematizacion del andlisis de imagen, debido a las dificultades que acarrea su

realizacion como la importancia de la misma en la obtencion de resultados.

Rodriguez R., y Sossa J., (2012) definen la segmentacion como “Conjunto de regiones R
no solapadas, homogéneas respecto a algin criterio cuya unién cubra la imagen completa”.
Donde su finalidad principal es el proceso del analisis de imagenes, al separar los objetos de

interés del resto no relevantes para el analisis.

Por esta razon la segmentacién de imagenes se puede apreciar como un proceso de
reconocimiento de imagenes debido a la clasificacion de objetos que realiza. Cabe enfatizar que
la segmentacién es una etapa muy importante, donde permite al clasificar y subdividir resolver
problemas que se presenten con la imagen de entrada. Es por ello que se han descrito diferentes

técnicas de segmentacion, como lo son:
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Métodos basados en el umbralado a partir del histograma de la imagen: Mediante un

histograma se obtiene un umbral de comparacion para el agrupamiento de los pixeles. Sin

embargo no se obtiene en buena calidad (Gonzalez R. y Woods R, 2002, Sahoo P., et al.,

1988 y Otsu N., 1979).

Métodos basados en la deteccion de discontinuidades: La imagen es subdividida

mediante cambios bruscos de los niveles de grises.

Meétodos basados en la propiedad de similitud de los valores de los niveles de grises: Se

basa en criterios de homogeneidad para la agrupacion de los pixeles.

Meétodos heuristicos de segmentacion: Se basa en el conocimiento previo de la imagen,

donde utiliza la experiencia del observador y métodos supervisados de segmentacion.

(Rodriguez R., y Sossa J., 2012)

Técnicas actuales de segmentacion: Con el avance de la ciencia y la busqueda del

perfeccionamiento se han creado nuevas e innovadoras técnicas de segmentacion, :

e Modelos deformables: Los modelos deformables o contornos activos son algoritmos
sofisticados en la segmentacion de imagenes. Que se caracterizan por presentar una
capacidad de adaptarse a la variabilidad que presentan los objetos y a su vez poseen
mecanismos de interaccion intuitiva (Xu Ch., et al., 2000; Mclnecnet T. &
Terzopoulos, 1996).

e Medidas desplazadas: También conocidas como “Mean Shift”, fue propuesto por
Fukunaga K. y Hostetler D., (1975), sin embargo, Cheng Y en 1995 lo volvié util al
plantear otros intereses del mismo, brindando excelentes cualidades, siendo una

excelente herramienta versatil para el andlisis del espacio de caracteristicas y que
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brinda muchas tareas al momento de analizar una imagen (Comaniciu D., & P. Meer
2000, y Comaniciu D. y P. Meer, 2002).

e Estimacion por ntcleos: es una adecuada practica de eleccion cuando el conjunto de
datos es de tamafio medio y pequefio, es decir, debajo de los 10,000 puntos, donde es

relativamente simple su uso (Rodriguez R., y Sossa J., 2012).

Ficha Técnica del Software | magel

Cuadro 3. Ficha Técnica del Software Imagel

Ao de lanzamiento 1997
Fabricante Wayne Rasband
Ultima Actualizacion 23-04-2018

Java 5 o superior, Microsoft Windows, Mac

Compatibilidad 0S, Mac OS X, Linux, y Sharp Zaurus PDA.

Peso 9,92MB

Nota: Fuente obtenida de Wayne Rasband, 2018

Bases Legales:
Como basamento en el area legal en la presente investigacion se abordo el Manual de
bioseguridad en el laboratorio, en su tercera edicion de la Organizacion Mundial de la Salud

{OMS] (2005):

Laboratorios basicos — niveles de bioseguridad 1y 2

En el codigo de practicas se establece que todo personal del laboratorio usara de manera
estricta y en todo momento monos, batas o uniformes especiales, gafas de seguridad, guantes los
cuales una vez terminado el procedimiento se retiraran de manera aséptica y seguidamente el
personal del laboratorio se lavara las manos luego de manipular materiales infecciosos y antes de

retirarse del laboratorio.
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Asimismo, tienen prohibido usar accesorios de proteccion fuera de las instalaciones del
laboratorio, como también calzado sin puntera, no se permite ingerir ni almacenar alimentos

dentro del mismo.

En la seccion de Normas para la vigilancia de los trabajadores que manipulan
microorganismos en el nivel de bioseguridad 1, se establece que estos microorganismos tienen
pocas posibilidades de crear enfermedades humanas o enfermedades animales de gran
importancia, aunque lo ideal es imponer a todo el personal del laboratorio a un examen médico
previo a la contratacion y establecer los antecedentes médicos de cada individuo. Todo personal
debera reconocer enfermedades o accidentes de laboratorio y tener consciencia de la importancia

sobre las técnicas apropiadas de manipulaciones microbiologicas.

De igual manera se resalta la importancia de la capacitacion del personal de laboratorio
en medidas de seguridad, establecer codigos de practicas, manuales de seguridad o de
operaciones en manipulacion de muestras con el fin de prevenir infecciones adquiridas y

accidentes de laboratorio.

Adicionalmente en los laboratorios la descontaminacion y eliminacion de desechos son
maniobras muy relacionadas en el trabajo cotidiano, es necesario la descontaminacién por medio
del autoclave, en donde, todo material debe ser descontaminado y desechado introduciéndose en
recipientes resistentes al autoclave, deben identificarse dichos materiales si son desechos no
contaminados que pueden reciclarse o eliminarse como si fuesen basura, los objetos cortantes y
punzantes contaminados se almacenan en recipientes a prueba de perforacion y provistos de
tapaderas, materiales contaminados designados al autoclave que después puedan reciclarse y

materiales contaminados que serdan sometidos al autoclave y luego seran eliminados.
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Ley De Medicamentos Gaceta Oficial N° 37.006 de Venezuela, fecha 3 de agosto de

2000

Del Comercio Exterior De Los Medicamentos Capitulo I De la Importacion de los
Medicamentos Articulo 66. Todo nuevo medicamento que ingrese al pais deberd ser evaluado
clinicamente en pacientes antes de ser distribuidos, a través de estudios clinicos realizados en el
pais por profesionales del area vinculados a instituciones que realicen investigaciones tales como
universidades y Hospitales exceptuando este articulo cuando no exista la tecnologia apropiada
para efectuar el estudio clinico a efectuarse de conformidad con los establecidos en los articulos

71y 71 de esta Ley.

Sistema de Variables
| dentificacion de Variables.
- Actividad proteolitica de degradacion de la Matriz de dentina por las MMPs.

- Solucion de extracto de Vitisvinifera en concentraciones de 25%, 50% y 75%.

Definicion conceptual:

Actividad Proteolitica de degradacion de la Matriz de dentina por las MMPs:. Se ha
demostrado que las MMPs de origen odontobléstico actuando como coadyuvante en el proceso
proteolitico de la matriz organica de la dentina a nivel de la capa profunda de una lesion cariosa.
De esta forma los procesos de degradacion de la matriz organica y la desmineralizacion de la

dentina ocurren de manera simultanea, por las oscilaciones en el pH critico de la dentina.

Soluciéon de extracto de Vitis vinifera en concentraciones de 25%, 50% y 75%:

Solucion basada en extracto de Vitis vinifera presentado en diferentes concentraciones, 25%,
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50%, 75%, con capacidad inhibitoria sobre la actividad proteolitica de degradacion de la matriz

de dentina de las metaloproteinas (MMPs).

Definicion operacional: La variable se estudiara de acuerdo a la actividad inhibitoria la
solucion de Vitis vinifera sobre de la degradacion de la matriz organica de las Metaloproteinas

(MMPs) utilizando un analisis colorimétrico, evaluando la efectividad de cada concentracion,

25%, 50%, 75%..

Hipbtesis
Hipdtesis general: La solucion de extracto de Vitis vinifera contara con un efecto
inhibitorio sobre la actividad proteolitica de degradacion de la matriz de dentina de las MMPs In

Vitro.

Hipoétesis especifica: La solucion de extracto de Vitis vinifera de mayor concentracion
(75%) presentara mayor grado de inhibicion de la actividad proteolitica de degradacion de la

matriz de dentina de las MMPs In Vitro.
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Cuadro 4. Tabla de Operacionalizacion de Variables.

Objetivosdela Investigacion Variables Dimensiones Indicadores
Estudio In Vitro de la
Variable dependiente: Variacion de luminosidad de
Actividad de las MMPS
Actividad Proteolitica de acuerdo a la coordenada L*
Comprobar que la solucion de
degradacion de la Matriz de Estudio In Vitro de la presentada en el analisis de
extracto de Vitisvinifera inhiba la
_ . dentina de las MMPs Inhibicién de la Actividad de colorimetria
degradacion de la matriz de
las MMPs

dentina por las metaloproteinas

(MMPs) en las concentraciones Concentraciones al 25%, 50% y

25%, 50% y 75%. Variableindependiente: ' ' .
Concentraciones de la solucion 75% en los intervalos de
Solucioén de extracto de Vitis
de extracto de Vitisvinifera tiempos: 24 horas, 48 horas, 72
vinifera.
horas y 168 horas.
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Definicion de Términos.

e Caries dental: Es una enfermedad infecto-contagiosa de origen multifactorial,
localizada, caracterizado por el reblandecimiento del tejido duro del diente y que
evoluciona hasta la formaciéon de una cavidad hasta el complejo Dentino-Pulpar.

e Metaloproteinasas: Son enzimas de la familia de las proteasas cuya funcion es la
degradacion de proteinas, en tal sentido posee actividad proteolitica. Y se
encuentran involucradas en la degradacion de la matriz de dentina.

e Inhibidores de las Metaloproteinasas. Son toda sustancia o material natural o
artificial que realice un efecto inhibitorio de las diferentes acciones de las
metaloproteinasas en el cuerpo humano.

e Extracto de Semilla de Uva: Es una solucion en base a la semilla de uva, con
diferentes propiedades y aplicaciones en el area odontologica.

e PPM: Consiste en una unidad de medida empleada en concentraciones, con la
finalidad de determinar la cantidad de unidades de una sustancia que hay por cada
millon de unidades del conjunto.

e Colorimetria: Ciencia encargada del estudio del color mediante métodos para

cuantificar el color mediante valores numéricos exactos.
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Capitulo 111
Marco M etodol6gico
Anteriormente se expusieron los diferentes recursos teoricos que fundamentan Ia
estructura de la presente investigacion, por ello detallaron los diferentes elementos, recursos y
estrategias metodologicas utilizadas satisfactoriamente la investigacion. Como lo fueron el tipo y
disefio de investigacion, la descripcion de la poblacion y muestra, asi como también las técnicas

de recoleccion de informacion y su respectiva validacion y confiabilidad.

Para de esta forma alcanzar una adecuada investigacion, como lo define Arias, F como
“Un proceso metodico y sistematico dirigido a la solucion de problemas o preguntas cientificas,
mediante la produccion de nuevos conocimientos, los cuales constituyen la solucién o respuesta

a tales preguntas” (2016).

Tipo y Disefio de I nvestigacion

El tipo de investigacion que se utilizd es la cuantitativa, de tipo descriptiva. Esto debido a
que se busca comprobar que la solucion de extracto de Vitis vinifera inhiba la degradacion de la
matriz de dentina de las metaloproteinas (MMPs) in vitro. Donde Arias, F. (2016) estableci6 que
este tipo de investigacion consiste en la caracterizaciéon de un hecho, fenémeno, individuo o

grupo, con el fin de establecer su estructura o comportamiento.

El disefio de investigacion de acuerdo a Arias, F. “Es la estrategia general que adopta el
investigador para responder al problema planteado. En atencion al disefio, la investigacion se

clasifica en: documental, de campo y experimental” (2016).

Donde el disefio empleado en la realizacion de la presente investigacion fue el disefio

experimental. Debido a que la investigacion experimental es un proceso que consiste en someter
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un objeto o grupo de individuos a determinas condiciones, estimulos o tratamientos (variable
independiente), para observar los efectos o reacciones que se producen (variable dependiente)

(Arias, F., 2016).

Asimismo el disefio de la investigacion se caracterizé por ser de campo. Como lo define
Hurtado, J. (2016) “El donde del disefio alude a las fuentes, si son vivas, y la informacion se

recoge en un ambiente natural”.

Ademas, dentro de la investigacion experimental, la investigacion se situd6 como un
disefio de investigacion experimental verdadero o puro. El cual, de acuerdo a Arias, F (2016)
debe controlar todos los factores que pudieran alterar el proceso. Este modelo cumple con dos
requisitos fundamentales: empleo de grupos de comparacion y equivalencia de los grupos

mediante la asignacion aleatoria o al azar.

De esta forma los investigadores observaron in vitro como la solucién de Vitis vinifera
acttia inhibiendo la actividad proteolitica de las Metaloproteinas (MMPs) al degradar la matriz de

dentina.

Poblacién y Muestra

De acuerdo a Sampieri R. (2014) “una poblacion es el conjunto de todos los casos que
concuerdan con una serie de especificaciones”. De esta forma la poblacion fue conformada por
seis (6) unidades dentales permanentes, que cumplieron con los criterios de inclusion

establecidos por los investigadores, y sefialados més adelante.

Respecto a la toma de muestra de la presente investigacion se decidio por realizar un

muestreo no probabilistico intencional o por conveniencia. Donde Arias refiere (2016) “un
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muestreo intencional los elementos son escogidos con base en criterios o juicios preestablecidos

por el investigador”, para lo cual se tomara ciertos criterios de inclusion.

Criterios De Inclusion:

e Unidades dentarias permanentes con presencia de su porcion coronal.

Criterios De Exclusion:
e Unidades dentarias temporarias.
e Unidades dentarias con tratamientos endoddnticos.

e Unidades dentarias sin su porcidon coronal.

Los criterios de inclusion y exclusion fueron establecidos en base a las afirmaciones
planteadas por Hurtado J. (2012) donde en un muestreo intencional se debe identificar las
unidades de estudio mas convenientes que puedan brindar informaciéon abundante para la

investigacion, siendo de esta manera un total de seis (6) unidades dentarias.

Técnicas e | nstrumentos de Recoleccion de I nformacion

Una vez establecido el tipo de investigacion que se realizd, su respectivo disefio, la
poblacion del estudio, asi como la muestra a estudiar, el paso siguiente fue delimitar o fijar el
método o conjunto de técnicas e instrumentos que se utilizaron para recoger la informacion y

datos requeridos durante el desarrollo de toda la investigacion.

En este aspecto Arias, F (2016) establecid a las técnicas de recoleccion de informacion
como el procedimiento o forma particular de obtener datos o informacion. Donde estas pueden
ser particulares y especificas de una disciplina, por lo que sirven de complemento al método

cientifico, el cual posee una aplicabilidad general.
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De esta manera la técnica de recoleccion de informacion empleada en la investigacion fue
la observacion. Que de acuerdo a Arias, F. (2016) La observacion es una técnica que consiste en
visualizar o captar mediante la vista, en forma sistematica, cualquier hecho, fenémeno o
situacion que se produzca en la naturaleza o en la sociedad, en funcion de unos objetivos de

investigacion preestablecidos.

Igualmente, el instrumento de recoleccion de datos es cualquier recurso, dispositivo o
formato (en papel o digital), que se utiliza para obtener, registrar o almacenar informacion
(Arias, F., 2016). Donde el instrumento de recoleccion de informacion implementado en la
investigacion fue la guia de observacion, donde se registraron los valores exactos obtenidos del

analisis colorimétrico.

Técnica de Andlisis de I nformacion

El presunto estudio tiene como fin describir, analizar, clasificar y registrar toda la
informacion obtenida por las distintas técnicas empleadas para la obtencion de datos, la cual se
utiliz6 las estadistica descriptiva, con el fin de clasificar los dato obtenidos por las muestras en
este estudio, requiriendo de la estadistica no paramétrica con el fin de estimar pardmetros y

justificar la hipdtesis (Arias, F., 2016).

En tal sentido, se decide utilizar una prueba de Kruskal-Wallis en base a un paquete
estadistico SPSS, con la finalidad de determinar si la diferencia es significativa o no, al momento

de analizar la variacion de los resultados obtenidos en la fase experimental.

Asimismo se debe aclarar que el criterio de evaluacion establecido para la variacion de
las coordenadas L*, es fijado para aquel que presente menor variacion en comparacion con la

medicién inicial.
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Validez y Confiabilidad

De esta manera de acuerdo a Sampieri R. (2014), un instrumento de recoleccion de datos
es valido cuando refleja un dominio especifico del contenido de lo que se mide. En este marco, la
validez de contenido de la investigacion es brindada por un repertorio o juicio de expertos en el
area. De esta manera se logro elaborar un instrumento idéneo para la recoleccion de datos que se

caracterizara por ser valido por

Una experta especialista en el area de farmacologia y terapéutica y docente UC, Tibisay
Matheus; un experto especialista en el area de estética y rehabilitacion protésica y docente UC,

Douglas Rodriguez, y una especialista en microbiologia oral y Docente UC, Mariela Pérez.

El autor antes mencionado establece que “La confiabilidad de un instrumento de
medicion se refiere al grado en que su aplicacion repetida al mismo individuo u objeto produce
resultados iguales”. Sin embargo, por las caracteristicas propias de la investigacion la
confiabilidad del instrumento no es requerida en este caso, debido a la técnica que se empleara y

la sustentacion en la existencia de expertos.

Procedimiento
| Fase. Procesamiento de la solucidon de extracto de Vitis Vinifera en distintas

concentraciones: se extrajo el concentrado en distintas concentraciones, siendo 25%, 50% y75%.

Il fase. Obtencion de las muestras: en relacion a las unidades dentarias se utilizaron seis
(6) unidades dentarias con suficiente remanente dentario coronal, de los cuales se obtuvieron
mediante un consentimiento informado de cada uno de los pacientes (Anexo C). Las unidades
dentarias fueron limpiadas eliminando desechos bioldgicos con agua potable, se realizaron cuatro

(4) cavidades hasta exponer la dentina mediante una fresa cilindrica diamantada mediante
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irrigacion continua, posteriormente fue almacenada en envases con saliva artificial para ser
transportados al laboratorio como un medio de preservacion dentaria. Cada envase fue
identificado en base a la muestra, siendo un total de seis (6) unidades dentarias y un total de

veinticuatro (24) grupos.

1l Fase. Procesamiento de las muestras: cada unidad dentaria se tratd con acido
fosforico al 37% durante 15 segundos para inducir la activacion de las metaloproteinas en la

matriz de dentina.

Las cavidades en la unidad dentaria fueron divida en cuatro grupos, donde el ler grupo
corresponde al grupo control que no fue tratado con la solucion de extracto de Vitis vinifera, el
resto de los grupos fueron tratados con la solucion del extracto de Vitis Vinifera en diferentes
concentraciones, de tal manera que el 2do grupo al 25%, el 3er grupo al 50%, y el 3er grupo al

75%. El tratamiento fue durante 60 segundos exactamente.

|V Fase. Preservacion de las muestras: las muestras fueron almacenadas en una estufa
BLUE M a 37° de temperatura sumergidas en saliva artificial, con la finalidad de mantener una

temperatura y pH fisiolégico.

V Fase. Obtencion de valores referenciales: De esta manera cada unidad dentaria fue
evaluada mediante un estudio con colorimetria, mediante el uso del software Imagel con la
finalidad de obtener de forma automatizada la cuantificacion de los valores LAB, donde las

imagenes digitales fueron obtenidas mediante un microscopio.

Las técnicas de procesamiento digital de imagenes a través de colorimetria con el objeto

de resaltar elementos de importancia que contempla en tejido dental estudiado. En el caso de las
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iméagenes de microscopio de las muestras dentales, basadas en la técnica colorimétrica

permitieron resaltar la luminiscencia caracteristica del tejido dentinario.

VI Fase. Luego cada unidad dentaria fue evaluada mediante la técnica colorimetria
mencionada anteriormente, en diferentes intervalos de tiempo como lo son: 24 horas, 48 horas,
72 horas y 1 semana (168 horas), y posteriormente registrados los resultados en el instrumento de

recoleccion de informacion, para asi llegar a las conclusiones del estudio.

Consideraciones Bioéticas:
El Codigo de Etica para la Vida (2011), establece que es una de las ramas de la ética y se
rige por principios guiando la conducta humana hacia el respeto de la vida humana y el resto de

los seres vivos, asi promover conductas para no causar dafios en el ambiente.

De acuerdo a los principios bioéticos que son justicia, responsabilidad y no maleficencia
protegiendo la integridad, vulnerabilidad, intimidad y dignidad de los sujetos que van a permitir
mediante un Consentimiento Previa Informacion (CPI) muestras bioldgicas, con el fin de

enriquecer el estudio. El cual se puede observar en el Anexo C.

Los investigadores asumen el compromiso de salvaguardar la informacidon que se recaude
sin vulnerar el bienestar de los sujetos donde se obtendran las muestras bioldgicas, por ende, se
utiliza el (CPI) como lo explica el codigo de ética para la vida “es un acuerdo, resultado de un
consenso de los actores que voluntariamente deciden participar en el logro de las metas

cientificas”.

El manejo de los desechos bioldgicos se regula mediante la ley Sobre Sustancias,
Materiales Y Desechos Peligrosos Gaceta Oficial De La Republica Bolivariana De Venezuela N°

5554 Ext. Del 13-11-2001. Donde el articulo N° 9 se establece que:



65

Almacenamiento de desechos peligrosos: Depdsito temporal de desechos peligrosos
bajo condiciones controladas y ambientalmente seguras, sin que se contemple ninguna forma de

tratamiento ni transformacion inducida de los desechos almacenados

Desecho: Material, sustancia, solucion, mezcla u objeto para los cuales no se prevé un

destino inmediato y deba ser eliminado o dispuesto en forma permanente.

Desecho patolégico: Desecho biologico o derivado bioldgico que posea la potencialidad

de causar enfermedades en todo ser vivo.

Eliminacién de desechos peligrosos: Proceso de transformacion de los desechos
peligrosos, previo a la disposicion final, cuyo objetivo no sea el aprovechamiento de alguno de
sus componentes, ni de su contenido energético, ni conduzca a la recuperacion de los compuestos

resultantes.

El Titulo III De Los Desechos Provenientes De Los Establecimientos De Salud de la ley
anteriormente mencionada, en su articulo N° 48 se establece que, los desechos peligrosos
constituidos por restos humanos, desechos infecciosos, patoldgicos, organicos, biologicos,
quimicos, radiactivos, restos de animales y cualquier otra materia putrescible, procedentes de los
establecimientos a los que se refiere el Articulo N° 47 de esta Ley, deberdn ser manejados de

conformidad con lo establecido en la reglamentacion técnica que rige la materia.
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Capitulo 1V
Resultadosy Conclusiones
La metodologia disefiada e implementada en este estudio para la cuantificacion de las
coordenadas L*, luminiscencia, obtenidas del procesamiento de una imagen digital de
microscopia ha proporcionado una solucién inicial que servird de base y sustento para futuras
investigaciones clinicas restauradoras, permitiendo comprobar que la solucion de extracto de
Vitis vinifera inhiba la degradacion de la matriz de dentina por las metaloproteinas (MMPs) en

las concentraciones 25%, 50% y 75%.

En tal sentido se realiz6 un analisis digital y automatizado a seis (6) unidades dentales
inmediatamente post extraccion, siendo subdivididas en un total de veinticuatro (24) grupos de

estudio. Donde los resultados obtenidos se presentan a continuacion:

Cuadro N9. Resultados colorimétricos de las coordenadas L* en la Muestra N°1 de cada

grupo.

G ITi Medicion Medicion Medicion 48  Medicion 72 Medicion
Tuposiiempo Inicial 24 Horas Horas Horas 168 Horas.

Grupo Control 77,5014 75,1841 74,8682 71,9207 70,7792

Grupo tratado con 5 5, 74,5806 75.2785 72,8045 76,4128
solucion al 25%

Grupo tratado con cq 3544 70,057 71,5664 68,4314 66,8689
solucion al 50%

Grupo tratado con ¢ »gq 63,0919 64,3309 62,2331 64,6067

solucién al 75%

Nota: Instrumento de observacion Puente-Quintero.
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Grafico N°1. Resultados colorimétricos Muestra N°1 de cada grupo: Coordenadas L*/Tiempo.
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INICIAL 24 HORAS 48 HORAS 72 HORAS 168 HORAS

Tiempo

Grupo Control Solucién 25% Solucién 50% Solucién 75%

Nota: Instrumento de observacion Puente-Quintero.

Analisis e Interpretacion: El cuadro N°5 se observan los resultados de la muestra N°1
arrojados por el procesamiento automatizado posterior al tratamiento de los grupos de estudio
mediante la solucion de extracto de Vitis vinifera, demostrando que los valores obtenidos por las

propiedades Opticas reflejadas en las coordenadas del sistema CIELAB.

En tal sentido, en el grafico N°1 se aprecia la luminosidad establecida en la coordenada
L*, lo que se interpreta como una inhibicion de la actividad proteolitica de las MMPs en los tres
(3) grupos tratados, logrando un mantenimiento de las propiedades reflejadas en la difusion de la
luz caracteristica de las fibras coldgenas. Donde el grupo control (no tratado) presento una
variacién mayor de -6,7222, mientras que los grupos tratados variaron 25% en 0,8816, 50% en -

1,4855, 75% en 1,3187. De esta manera, el grupo de estudio que presento menor variacion de la
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coordenada L* fue el 25% en base al criterio de evaluacion establecido, siendo la solucion de

Vitisvinifera en 25% la que posee mayor capacidad inhibitoria.

Cuadr o N%. Resultados colorimétricos de las coordenadas L* Muestra N°2 de cada grupo.

G Tiem Medicidon Medicidon Medicion Medicidon Medicion
Tuporiiempo Inicial 24 Horas 48 Horas 72 Horas 168 Horas.
Grupo Control 69,7381 70,1736 673549  65.8803 67.665
Grupo tratado con . co5¢ 79,5147 78,6736 77.9465 77.1044
solucidn al 25%
Grupo tratado con ¢ 5 47 77.7966 78,8002 77.07 77,6783
solucidn al 50%
Grupo tratado con 77.9925 76,632 775232 79,7333 78,0142

solucion al 75%
Nota: Instrumento de observacion Puente-Quintero.

Grafico N°2. Resultados colorimétricos Muestra N°2 de cada grupo: Coordenadas L*/Tiempo.
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Analisis e Interpretacion: El cuadro N°6 se observan los resultados de la muestra N°2
arrojados por el procesamiento automatizado posterior al tratamiento de los grupos de estudio
mediante la solucion de extracto de Vitis vinifera, demostrando que los valores obtenidos por las

propiedades Opticas reflejadas en las coordenadas del sistema CIELAB.

Seguidamente el grafico N°2 se aprecia la luminosidad establecida en la coordenada L*,
lo que se interpreta como una inhibicion de la actividad proteolitica de las MMPs en los tres (3)
grupos tratados, logrando un mantenimiento de las propiedades reflejadas en la difusion de la luz
caracteristica de las fibras colagenas. Donde el grupo control (no tratado) presento una variacion
mayor de -2,0731, mientras que los grupos tratados variaron 25% en -0,5912, 50% en 1,1536,
75% en 0,0217. En consecuencia, el grupo de estudio que presento menor variacion de la
coordenada L* fue el 75% en base al criterio de evaluacion establecido, siendo la solucion de

Vitisvinifera en 75% la que posee mayor capacidad inhibitoria.

Cuadro N°7. Resultados colorimétricos de las coordenadas L* Muestra N°3 de cada grupo.

G T Medicion Medicion Medicion Medicion Medicion
fuposiiempo Inicial 24 Horas 48 Horas 72 Horas 168 Horas.
Grupo Control 67.527 70,1814 70,7253 69,6813 61,4801
Grupo tratado con 72,337 73,7198 712004  68.5691 74,6438
solucion al 25%
Grupo tratado con - » c4¢ 77.5422 775422 74,5556 75.7646
solucion al 50%
Grupo tratado con ) ¢y 74,6574 727769 71,5694 74,5812

solucion al 75%
Nota: Instrumento de observacion Puente-Quintero.
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Grafico N°3. Resultados colorimétricos Muestra N°3 de cada grupo: Coordenadas L*/Tiempo.
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Nota: Instrumento de observacion Puente-Quintero.

Analisis e Interpretacion: El cuadro N°7 se observan los resultados de la muestra N°3
arrojados por el procesamiento automatizado posterior al tratamiento de los grupos de estudio
mediante la solucion de extracto de Vitis vinifera, demostrando que los valores obtenidos por las

propiedades Opticas reflejadas en las coordenadas del sistema CIELAB.

Asimismo en el grafico N°3 se aprecia la luminosidad establecida en la coordenada L*, lo
que se interpreta como una inhibicidon de la actividad proteolitica de las MMPs en los tres (3)
grupos tratados, logrando un mantenimiento de las propiedades reflejadas en la difusion de la luz
caracteristica de las fibras colagenas. Donde el grupo control (no tratado) presento una variacion
de -6,0469, mientras que los grupos tratados variaron 25% en 2,3068, 50% en 3,5008, 75% en

2,6848. En sintesis, el grupo de estudio que presento menor variacion de la coordenada L* fue el
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25% en base al criterio de evaluacion establecido, siendo la solucion de Vitis vinifera en 25% la

que posee mayor capacidad inhibitoria.

Cuadro N°8. Resultados colorimétricos de las coordenadas L* Muestra N°4 de cada grupo.

Crmafifeings Me@igién Medicion Medicion ~ Medicion 72 Medicion
Inicial 24 Horas 48 Horas Horas 168 Horas.

Grupo Control 62,3007 61,3644 58,4448 59,1852 57,6944

Grupo tratado

con solucion al 50,8025 51,5803 51,7994 55,8243 52,7699
25%

Grupo tratado

con solucion al 51,5801 56,8063 52,7568 49,7366 52,1367
50%

Grupo tratado

con solucion al 61,2951 63,1101 64,6095 68,3495 65,9586
75%

Nota: Instrumento de observacion Puente-Quintero.
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Grafico N°4. Resultados colorimétricos Muestra N°4 de cada grupo: Coordenadas L*/Tiempo.
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Nota: Instrumento de observacion Puente-Quintero.

Andlisis e Interpretacion: El cuadro N°8 se observan los resultados de la muestra N°4
arrojados por el procesamiento automatizado posterior al tratamiento de los grupos de estudio
mediante la solucion de extracto de Vitis vinifera, demostrando que los valores obtenidos por las

propiedades Opticas reflejadas en las coordenadas del sistema CIELAB.

De la misma manera en el grafico N°4 se aprecia la luminosidad establecida en la
coordenada L*, lo que se interpreta como una inhibicion de la actividad proteolitica de las MMPs
en los tres (3) grupos tratados, logrando un mantenimiento de las propiedades reflejadas en la
difusién de la luz caracteristica de las fibras coldgenas. Donde el grupo control (no tratado)
presento una variacion de -4,6063, mientras que los grupos tratados variaron 25% en 1,9674,

50% en 0,5566, 75% en 4,6635. De tal modo el grupo de estudio que presento menor variacion
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de la coordenada L* fue el 50% en base al criterio de evaluacion establecido, siendo la solucion

de Vitisvinifera en 50% la que posee mayor capacidad inhibitoria.

Cuadro N°9. Resultados colorimétricos de las coordenadas L* Muestra N°5 de cada grupo.

Medicion Medicion Medicion 48  Medicion 72 Medicion

G/ gy Inicial 24 Horas Horas Horas 168 Horas.

Grupo Control 54,9668 51,7736 50,5523 46,6645 44,776

Grupo tratado

con solucion al 31,3559 35,3902 25,4254 30,6436 33,7627
25%

Grupo tratado

con solucion al 35,3601 36,4114 34,4585 36,3015 34,0597
50%

Grupo tratado

con solucion al 24,0236 23,0535 23,8686 24,3787 23,1023
75%

Nota: Instrumento de observacion Puente-Quintero.

Grafico N°5. Resultados colorimétricos Muestra N°5 de cada grupo: Coordenadas L*/Tiempo.
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Andlisis e Interpretacion: El cuadro N°9 se observan los resultados de la muestra N°5
arrojados por el procesamiento automatizado posterior al tratamiento de los grupos de estudio
mediante la solucion de extracto de Vitis vinifera, demostrando que los valores obtenidos por las

propiedades Opticas reflejadas en las coordenadas del sistema CIELAB.

Ademas en el grafico N°5 se aprecia la luminosidad establecida en la coordenada L*, lo
que se interpreta como una inhibicién de la actividad proteolitica de las MMPs en los tres (3)
grupos tratados, logrando un mantenimiento de las propiedades reflejadas en la difusion de la luz
caracteristica de las fibras colagenas. Donde el grupo control (no tratado) presento una variacion
de -10,1908, mientras que los grupos tratados variaron 25% en 2,4068, 50% en -1,3004, 75% en
-0,9213. En conclusion, el grupo de estudio que presento menor variacion de la coordenada L*
fue el 75% en base al criterio de evaluacion establecido, siendo la solucion de Vitis vinifera en

75% la que posee mayor capacidad inhibitoria.

Cuadro N°10. Resultados colorimétricos de las coordenadas L* Muestra N°6 de cada grupo.

G ITi Medicidon Medicion Medicion Medicion Medicion
Tuposiiempo Inicial 24 Horas 48 Horas 72 Horas 168 Horas.
Grupo Control 70,2100 68,4819 62,8645 63,278 63.4538
Grupo tratado con 5 50, 64,1075 580217 589719  59.9374
solucion al 25%
Grupo tratado con 5 65.6697 54.951 56,7094  59.8046
solucion al 50%
Grupo tratado con ) 4455 62,5732 50,0707 64,0887 66,8794

solucion al 75%
Nota: Instrumento de observacion Puente-Quintero.
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Grafico N%. Resultados colorimétricos Muestra N°6 de cada grupo: Coordenadas L*/Tiempo.
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Nota: Instrumento de observacion Puente-Quintero.

Analisis e Interpretacion: El cuadro N°10 se observan los resultados de la muestra N°6
arrojados por el procesamiento automatizado posterior al tratamiento de los grupos de estudio
mediante la solucion de extracto de Vitis vinifera, demostrando que los valores obtenidos por las

propiedades Opticas reflejadas en las coordenadas del sistema CIELAB.

Adicionalmente en el grafico N°6 se aprecia la luminosidad establecida en la coordenada
L*, lo que se interpreta como una inhibicion de la actividad proteolitica de las MMPs en los tres
(3) grupos tratados, logrando un mantenimiento de las propiedades reflejadas en la difusion de la
luz caracteristica de las fibras coldgenas. Donde el grupo control (no tratado) presento una
variacion de -6,7562, mientras que los grupos tratados variaron 25% en -5,6606, 50% en 2,0775,

75% en 4,4849. De esta manera, el grupo de estudio que presento menor variacion de la
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coordenada L* fue el 50% en base al criterio de evaluacion establecido, siendo la solucion de

Vitisvinifera en 50% la que posee mayor capacidad inhibitoria.

Cuadro N°11. Resultados colorimétricos de las coordenadas L* de todas |las muestras de cada

grupo.

Grupo/Tiemno Medicion  Medicion 24 Medicion 48 Medicion 72 Medicion 168
p p Inicial Horas Horas Horas Horas.

Grupo Control 67,0406 66,1931 64,135 62,7683 60,9747

Grupo tratado con ¢, ) 63,1488 60,0665 60,7933 62,4385
solucion al 25%

Grupo tratado con ) 4,7 64,0472 61,6791 60,4674 61,0521
solucion al 50%

Grupo tratado con 60,1485 60,5196 60,3633 61,7254 62,1904

solucidén al 75%

Nota: Instrumento de observacion Puente-Quintero.

Grafico N°7. Promedio de resultados colorimétricos de todas las muestras de cada grupo:

Coordenadas L*/Tiempo.
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Nota: Instrumento de observacion Puente-Quintero.

Andlisis e Interpretacion: El cuadro N°11 se observa el promedio de los resultados de
las seis (6) muestras estudiadas, arrojados por el procesamiento automatizado posterior al
tratamiento de los grupos de estudio mediante la solucion de extracto de Vitis vinifera,
demostrando que los valores obtenidos por las propiedades Opticas reflejadas en las coordenadas

del sistema CIELAB.

De tal manera en el grafico N°7 se aprecia la luminosidad establecida en la coordenada
L*, lo que se interpreta como una inhibicion de la actividad proteolitica de las MMPs en los tres
(3) grupos tratados, logrando un mantenimiento de las propiedades reflejadas en la difusion de la
luz caracteristica de las fibras coldgenas. Donde el grupo control (no tratado) presento una
variacion de -6,0659, mientras que los grupos tratados variaron 25% en 0,2184, 50% en 0,7504,
75% en 2,0418. En conclusion el grupo de estudio que presento menor variacion fue el grupo
tratado con la solucion de extracto de Vitis vinifera en 25%, seguido por 50%, 75% y el grupo
control. Por ende el grupo de estudio que presento mayor inhibicion fue el grupo de estudio de

25%.

Andlisisde la varianza de los resultados.

El andlisis de los resultados relativos a la variabilidad de la luminosidad establecida en la
coordenada L presentada en el andlisis de colorimetria, en unidades dentales permanentes
obtenido 168 horas después de ser tratadas con la solucion de extracto de Vitis vinifera en las
concentraciones 25%, 50% y 75%, requirid6 un contraste no paramétrico en razoén de que el
tamafio de las muestra es pequefia. Asi, se selecciond un contraste de hipotesis por prueba de
dependencia para mas de dos muestras independientes, para lo cual se aplicod la prueba ANOVA

H de Kruskal — Wallis evaluado en el siguiente tratamiento estadistico:
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Basado en las hipotesis especifica planteada, las hipotesis estadisticas correspondientes
enunciadas fueron:

. Hipotesis de Nulidad 01 (Hy;): La variabilidad de la luminosidad establecida en la
coordenada L* en las unidades dentarias a las 168 horas después de ser tratadas con la solucion
de extracto de Vitis vinifera es la misma independientemente del porcentaje de concentracion de
la solucion utilizada.

° Hipotesis de Investigacion 11 (Hj;): La variabilidad de la luminosidad establecida
en la coordenada L* en las unidades dentarias a las 168 horas después de ser tratadas con la
solucion de extracto de Vitis vinifera difiere en funcion del porcentaje de concentracion de la

solucion utilizada.

En tal sentido, simbodlicamente:

Hoi: VL5 =VLso=VL7;s  Hii: VLas# VLso# VL5

Donde:

® VL,s= Variabilidad de la luminosidad establecida en la coordenada L. 168 horas
después de ser tratadas con la solucion de extracto de Vitis vinifera al 25% de
concentracion.

e VL, = Variabilidad de la luminosidad establecida en la coordenada L 168 horas
después de ser tratadas con la solucion de extracto de Vitis vinifera al 50% de
concentracion.

e VL5 = Variabilidad de la luminosidad establecida en la coordenada L. 168 horas
después de ser tratadas con la solucion de extracto de Vitis vinifera al 75% de

concentracion.

Estas hipdtesis se contrastaron con un indice de significacion a = 0,05.

Los resultados del procedimiento obtenido con el programa SPSS 20 fueron:
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Cuadro N°12. Resumen del procedimiento H de Kruskal — Wallis de dependencia de la
Variabilidad de la luminosidad establecida en la coordenada L* 168 horas después de ser
tratadas con la solucién de extracto de Vitis vinifera en los dientes permanentes segiin €l grado
de concentracion de la solucion.

Rangos
Concentracion de la solucion Fango
de extracto de Vitis vinifera i) promedio
Vanahilidad de la 25% 6 8,67
luminosidad establecida en la
coordenacda L 0% & 8,17
15% ] 11,67
Total 13

Estadisticos de coniraste®

Vanabilidad de

la honinogidacd
eatablecicla en la

coordenacda L
Clhi-cuadrado 1,509
gl 2
Sig. asintat, AT0

a. Prucha de Fiuskal-

Wallis
b, Variahle de agrpacion:
Concentracion de la

solucion de extracto de
Vitis vinifera
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Gréfico N°7. Barras de error simple de la Variabilidad de la luminosidad establecida en
la coordenada L 168 horas después de ser tratadas con la solucion de extracto de Vitis vinifera

en |los dientes permanentes segiin €l grado de concentracion de la solucién.
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Andlisis e interpretacion: El cuadro niamero 12 presenta el p-valor asociado (Sig.
asintot.) igual a 0,470 mayor que a = 0,05; luego al 95% de nivel de confianza no se rechaza la
hipétesis nula (Hgj4). Dado que las diferencias encontradas entre las tres medias de rangos no son
estadisticamente significativas, se puede afirmar que la variabilidad de la luminosidad
establecida en la coordenada L en las unidades dentarias a las 168 horas después de ser tratadas
con la solucion de extracto de Vitis vinifera es la misma independientemente del porcentaje de
concentracion de la solucion utilizada. En particular puede observarse que las medias de los
rangos correspondientes a las concentraciones 25%, 50% y 75% de la solucioén de extracto de

Vitis vinifera son similares entre si.
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Discusion

Una vez realizada la fase experimental, analizada e interpretado todos los datos y
resultados obtenidos, se procedidé a realizar una discusion exhaustiva entre los antecedentes
establecidos al inicio de la investigacion actual presentada por los autores. Donde se busca no
solo compara y constatar los antecedentes con la investigacion, sino resaltar y enfatizar los

resultados obtenidos. Obteniendo la siguiente discusion:

Pereira V. et al., (2016), en su investigacion demostraron que las Metalorpoteinasas de la
matriz extracelular (MMPs), especialmente MMP-2 y MMP-9, se ven relacionadas con el
desarrollo del germen dental y la proliferacion e invasién de tumores odontogénicos, asi como
actuan en la progresion de las lesiones cariosas y progresion de la periodontitis apical en
pacientes con necrosis pulpar. Destacando que las MMPs poseen una gran utilidad en diferentes

areas de las ciencias odontoldgicas, jugando un rol como posibles biomarcadores.

De la misma manera en otro estudio realizado por, Hidalgo R., (2006), profundiz6 en la
relacion de las Metaloproteinasas (MMPs) con la progresion de las lesiones cariosas,
especificamente ubicadas en dentina. Enfatizando el rol del sistema inmune enzimatico del
huésped como un coadyuvante en la progresion de las lesiones cariosas, especialmente por las
MMPs, brindando un nuevo entendimiento de la caries dental como enfermedad y otorgando

numerosas posibilidades de prevencion y tratamientos innovadores enfocados en esa area.

Dichos estudios concuerda con las investigaciones realizadas por los autores en las bases
teoricas, donde se muestra el rol de las Metaloproteinasas (MMPs) en la progresion de la caries

dental en esmalte y dentina, y la incidencia del sistema inmune enzimatico del huésped. Asi
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como la importancia de su estudio en la creacion de nuevos métodos de prevencion y tratamiento

ante tal patologia.

Donde la parte experimental se demostroé en la mayoria los grupos estudiados, en mayor
grado en los seis (6) grupos controles no tratados, presentaron una degradacion de la matriz de
dentina posterior a la activacion de la actividad proteolitica, especificamente en sus fibras
colagenos. Dicho cambio estructural de la dentina se evidencio mediante una modificacion de
sus propiedades Opticas, especificamente de la coordenada L* del sistema CIELAB
correspondiente con la luminosidad, el cual fue analizado mediante una técnica colorimétrica y

un proceso de automatizacion a través el software Imagel.

Por otro lado, Montagner AF. et al., (2014) realizo una revision sistematica sobre el
estudio de inhibidores de las metaloproteinasas de matriz (MMPs) durante el proceso adhesivo
de la unidén resina-dentina inmediata y a largo plazo. Donde el inhibidor mas utilizado fue la
clorhexidina, y demostrando que el uso de inhibidores de las MMPs no afectan la fuerza de

enlace inmediata en general.

Asi mismo Sabatini C. et al., (2014), determino la inhibicion de las MMPs por parte del
desensibilizador de dentina Gluma (Glutaraldehido al 5.0% y HEMA al 35% en agua). Mediante
una parte experimental donde se expuso la dentina en haces, los cuales fueron tratados con acido
fosforico (PA) al 37% durante 15 segundos con la finalidad de activar la actividad proteolitica de
las MMPs. Posteriormente fueron tratados en Gluma durante 5, 15, 30 o 60 segundos, lavados e
incubados. Donde los resultados afirman que los tratados con Gluma inhibio la actividad total de
MMP de la dentina grabada con acido, estableciendo que el Gluma contribuye a la preservacion

de las interfaces adhesivas por sus propiedades.
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De esta manera se evidencia en ambas investigaciones la profundizacion en alternativas
de inhibidores de las MMPs con la finalidad de preservar la matriz de dentina, y su participacion
en el interfaz adhesiva y sus propiedades. De igual forma a la investigacion presentada, donde se
emplea el uso de una solucion de extracto de Vitis vinifera como alternativa de inhibidor de las
MMPs que permita favorecer en el aréa odontologica restauradora. La cual se caracteriza y
distingue de las presentadas en las dos investigaciones anteriores por ser de origen natural y no
sintetico o artificial, en tal sentido evita el desarrollo de una resistencia bacteriana y cuenta con

una biodisponibilidad ideal para un material odontologico que interactua con diferentes tejidos.

Adicionalmente, una investigacién realizada por Khaddam M. et al., (2014) con la
finalidad de evaluar la capacidad de un enjuague bucal GSE para prevenir la degradacion de la
matriz de dentina desmineralizada por MMP-3. Realizando bloques estandarizados de dentina,
desmineralizados con &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) y pre-trataron con diferentes
sustancias, como: GSE (0.2% p / v), fluoruro de amina (AmF) (20% p / v), enjuague bucal que
contiene ambos, placebo, fluoruro de sodio (0.15 mg.ml '), PBS, Digluconato de clorhexidina

(CHX), cloruro de zinc (ZnCl ,).

En tal sentido, la investigaciéon por Khaddam M. et al., (2014) concuerda con los
resultados obtenidos en la presente investigacion, demostrando que la solucion de GSE
implementada en el 2014 y la solucion de extracto de Vitis vinifera aplicada en el 2022 por los
autores poseen una capacidad inhibitoria de las MMPs, logrando reducir considerablemente la
degradacion de la matriz de dentina. Brindando en consecuencia resultados alentadores en su uso

como inhibidor de las MMPs en el campo de la odontologia restauradora moderna.
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Debido a que al profundizar en el estudio y uso de la solucién de extracto de Vitis
vinifera utilizada por los autores, y al efectuar la parte experimental se demostré un contraste
entre la modificacion de las propiedades opticas de la dentina a consecuencia de las MMPs entre
los grupos de estudio. Donde el grupo control no tratado presento una mayor modificacion de la
coordenada L* del sistema CIELAB, correspondiente con la luminosidad, en comparacién con
los otros tres (3) grupos tratados con la solucion de extracto de Vitis vinifera. Donde la variacion
en el grupo control fue de -6,0659, mientras que los grupos tratados variaron 25% en 0,2184,

50% en 0,7504, 75% en 2,0418, presentado en el CuadroN°11.

En consecuencia, se determina la capacidad inhibitoria de la solucién de extracto de Vitis
vinifera en el proceso de degradacion de la matriz de dentina por las metaloproteinas (MMPs),
debido a que los grupos de estudio tratados con la solucion no percibieron una modificacion

considerable de sus propiedades Opticas en comparacion con el grupo control no tratado.

Asimismo, Dang La V., et al., (2009) profundizé en su estudio el efecto del extracto de
semilla de uva (GSE) en la secrecion de MMPs por macrdéfagos derivados de monocitos
humanos estimulados por lipopolisacarido (LPS) de Aggregatibacter actinomycetem comitansy
en la actividad de MMP - 1 y —9 recombinante humano. Donde los macréfagos fueron tratados
en diferentes concentraciones de GSE antes de ser estimulados, siendo evaluado por un ensayo
inmuno absorbente ligado a enzimas (ELISA) y el efecto GSE se probd mediante ensayos
fluorogénicos, demostrando que el GSE inhibi6 la secrecion de diferentes MMPs, concluyendo
que el GSE puede ser utilizado en el desarrollo de trastornos mediados por MMPs en el area

odontolodgica.
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Al igual que la investigacion experimental realizada por Dang La V., et al., (2009), los
autores utilizaron una solucién de extracto de Vitis vinifera en diferentes concentraciones,
especificamente en 25%, 50% y 75%, con la finalidad de comparar la efectividad de dicha

solucién.

En tal sentido los resultados de la parte experimental permiten comparar la capacidad
inhibitoria de la degradacion de la matriz de dentina por las MMPs en un medio In Vitro de las
diferentes concentraciones, donde se evidencia los resultados diferentes de acuerdo a la
concentracion. De acuerdo al Cuadro N°11 y Graficé N°7, se aprecia que el grupo de estudio

tratado con menor variacion fue 25% en 0,2184, seguido por 50% en 0,7504, y 75% en 2,0418.

En sintesis se aprecia de forma descriptiva que con una concentracion de 25% de la
solucion de extracto de Vitis vinifera se logra un mayor grado de inhibicion, siento la
concentracion con mayor grado de efectividad en comparacién con las demas. Asimismo el
grupo de estudio tratado en concentracién de 50% obtuvo resultados igualmente alentadores,
logrando un grado de inhibicion cercado al de 25%. No obstante, el grupo de estudio tratado con
la solucion concentrada de 75% presento una variaciéon de +2,0418, siendo mayor en
comparacion con los otros dos grupos de estudio tratados, la posible causa de esta variacion
posiblemente se encuentra en las propiedades de la solucion, el cual al tener una concentracion

tan elevada se muestra como una solucion heterogénea.

Asimismo, se realiz6 un andlisis de varianza mediante la prueba ANOVA H de Kruskal —
Wallis presentado anteriormente, donde se evidencia que la variacion presentada entre las tres
medidas de rango no es estadisticamente significativa. En consecuencia, se afirma que la

variabilidad de luminosidad fijada por las coordenadas L* presentadas en las muestras a las 168
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horas después de ser tratadas con la solucion de Vitis vinifera es independientemente del
porcentaje de concentracion de dicha solucion, estableciendo que las medidas de rangos de las
concentraciones 25%, 50% y 75% estadisticamente son similares entre si. Lo que significa que la
efectividad de la capacidad inhibitoria de las MMPs respecto a la soluciéon es independiente del

porcentaje de la misma.

Otro estudio del GSE utilizado en el area de odontologia fue realizado por Soligo L. et
al., (2018), en esta oportunidad dicho estudio in vitro busco comprobar la eficacia de GSE, Ca
(CIO) 2 y NaOCl con instrumentos rotativos o alternativos para la desinfeccion de los conductos
radiculares inoculados con E. faecalis, donde los estudios llegan a la conclusion, que se aporta

una novedosa y sintética solucion irrigadora eficaz contra el E. Faecalis del GSE.

De forma similar a la investigacion mencionada anteriormente, los autores abren una
novedosa forma de uso la solucion de extracto de Vitis vinifera en el area odontologica,
brindando innumerables posibilidades a nuevas investigaciones mas especificas, logrando de esta
forma utilizar la soluciéon no solamente en el area de la odontologia restauradora sino en

multiples disciplinas de la profesion.

Conclusiones

La presente investigacion por los autores desarrolld una fase experimental que arrojo
como resultado el disefio y la implantacion a nivel de laboratorio del uso de solucidon de extracto
de Vitis vinifera in vitro, permitiendo comprobar que la solucion de extracto de Vitis vinifera
inhiba la degradacion de la matriz de dentina por las metaloproteinas (MMPs) en las
concentraciones 25%, 50% y 75%. Adicionalmente se lograron realizar las siguientes

conclusiones:
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Se establecio la presencia de una actividad proteolitica correspondiente a la degradacion
de matriz de dentina gracias a la presencia de las MMPs, debido a la variacion de las
coordenadas L*, correspondiente a luminosidad de las seis (6) unidades dentarias y
veinticuatro (24) grupos de estudio, reflejados en los cuadros N°5, N°6, N7, N°8, N°9 y
N°10. Demostrando el rol importante el sistema inmune enzimatico del huésped en la
etapa inicial del desarrollo de la caries dental en dentina, especificamente las MMPs.

Se determind que la solucion de extracto de Vitis vinifera posee una capacidad
inhibitoria de la degradacion de la matriz de dentina por las metaloproteinas (MMPs).
Debido al grado de repetitividad de los resultados de los grupo de estudio tratados con la
solucion de extracto de Vitis vinifera, presentando niveles relativamente homogéneos de
la coordenada L* del sistema CIELAB, manifestando menores grados de variacion en
comparacion con los grupo de estudio no tratados, reflejados en los graficos N°1, N°2,
N°3, N°4, N°5, N°6.

Se comparo6 la capacidad inhibitoria de la solucion en diferentes concentraciones, donde a
nivel descriptivo el grupo de estudio tratado con la solucion a una concentracion de 25%
presento menor modificacion de sus propiedades Opticas, especificamente de sus
coordenadas L*. Lo que podria indicar que la solucioén de extracto de Vitis vinifera al
25% posee el mayor grado de efectividad inhibitoria.

La concentracion de 75% de solucion presento mayor grado de variacion en
comparacion, dicha variacion posiblemente se deba a las propiedades de la misma y la
caracteristica heterogenia de la solucion por la alta concentracion de extracto de Vitis

vinifera.
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El analisis estadistico reflejo, que no existe una diferencia significativa a nivel estadistico
en cuanto a la variacion de la luminosidad registrada en las coordenadas L* de las tres
diferentes concentraciones, 25%, 50%, 75%. En tal sentido la variacion presentada en la
fase experimental de luminosidad de los grupos de estudio tratados con la solucion de
extracto de Vitis vinifera es independientemente del porcentaje de concentracion de la
solucidn, lo que se traduce en que se alcanza una efectividad de la capacidad inhibitoria

de las MMPs por parte de la solucion indistintamente del porcentaje de concentracion.

Limitaciones

Al finalizar la presente investigacion y demostrado mediante una fase documental, y una

fase experimental que la solucion de extracto de Vitis vinifera inhiba la degradacion de la matriz

de dentina por las metaloproteinas (MMPs). Se pueden establecer las limitaciones presentadas

que fueron obstaculos o dificultades durante el desarrollo del trabajo.

Durante el desarrollo de la investigacion se presentd una pandemia que afecto a todo el
mundo, y en especial a Venezuela. Presentdndose una cuarentena que obligo a la
suspension de actividades en todos los centros y recintos educativos, del cual no se
escap6 la Facultad de Odontologia de la Universidad de Carabobo, paralizando de esta
manera el avance la investigacion por casi dos (2) afios.

Realidad en el territorio nacional respecto la inestabilidad del servicio de la electricidad.
Ante esta situacion se vio afectada la fase experimental, donde se tuvo que idear métodos
alternativos para solucionar la posibilidad de una falla del servicio eléctrico que afectara
la preservacion y mantenimiento de las muestras de unidades dentarias durante el

desarrollo de la fase experimental.
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Elevado costo de equipos y reactivos requeridos para el estudio de enzimas presentes en
la matriz de dentina, limito las alternativas disponible de estudio y analisis en la fase
experimental.

Falla del equipo espectrofotdmetro antes de la realizacion de la fase experimental, el cual
no fue posible adquirir otro equipo similar en el periodo de la fase experimental.

Falta de investigaciones al respecto del uso del extracto de Vitis vinifera en el area
odontoldgica, especialmente su relacion con las Metaloproteinasas (MMPs). Asi como
también investigaciones respecto a inhibidores de las MMPs.

Dificultad del manejo de la solucion de extracto de Vitis vinifera en altas
concentraciones, debido a sus propiedades, siendo una solucion muy heterogénea.

La solucion de extracto de Vitis vinifera en sus componentes de fabricacion se
caracteriza por tener elementos oleosos, por consiguiente la misma en altas

concentraciones puede llegar a afectar el sistema adhesivo en ciertas circunstancias.

Recomendaciones

Al concluir la presente investigaciéon, y una vez comprobada la inhibicion de la

degradacion de la matriz de dentina por las metaloproteinas (MMPs) mediante el uso de una

solucion de extracto de Vitisvinifera se puede establecer las siguientes recomendaciones:

Realizacion de estudios complementarios que refuercen el uso de la solucion de extracto
de Vitis vinifera mediante analisis diferentes a las propiedades fisicas, con la finalidad de
brindar mayores respaldos para su aplicacion In Vivo.

De realizar estudios colorimétricos en el uso y funcion de la solucion de extracto de Vitis

vinifera implementar instrumentos de mayor exactitud, como lo es el espectrofotometro.
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Realizar secciones de dentina, ya sea en haces o bloques, con la finalidad de evaluar las
muestras de manera aisladas y minimizar el riesgo de contaminacién entre las mismas.
Disefiar estudios que presenten un mayor intervalo de tiempo de seguimiento, con la
finalidad de analizar y obtener resultados en un margen de tiempo mucho mayor.
Establecer un adecuado protocolo de toma, preservacion y manejo de muestras. Con la
finalidad de minimizar posibles errores.

Implementar el uso de solucion de extracto de Vitis vinifera en la interfaz del sistema
adhesivo con la dentina, para brindar estudios complementarios que sustenten el uso y
beneficio de dicha solucion en el proceso restaurador.

Investigar el funcionamiento de la solucién de extracto de Vitis vinifera en unidades
dentarias con procesos cariosos, en especial caries secundarias o recurrentes en
restauraciones fallidas.

Generar contenidos y estrategias dentro del plan de académico de las unidades
curriculares de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Carabobo sobre la
existencia, importancia y rol de las metaloproteinasas (MMPs) en la fisiopatologia de la

caries dental y otras patologias bucales.



91

Referencias Bibliogr aficas

Al-Ammar A, Drummond JL, Bedran-Russo AK. (2009). The use of collage cross-linking agents
to enhance dentin bond strength. J Biomed Mater Res B Appl Biomater; 91 (1): 419-424.
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19507140/

Arias F. G. (2016). El proyecto de investigacion — Introduccion a la metodologia cientifica (7ma
edicion). Venezuela: Editorial Episteme.

Arocha, M. (2015). Propiedades opticas del complejo dentina-esmalte y de los materiales
restauradores directos e indirectos. uiC Barcelona.
https://www.tdx.cat/handle/10803/319459?]ocale-attribute=es#page=9

Barrancos, J. Mooney P. (2015). Operatoria Dental: avances clinicos, restauraciones y estética
(5ta edicion). Argentina: Panamericana.

Brickerhoff CE., Matrisian LM. (2002). Metaloproteinasas de matriz: una cola de rana que se
convirti6 en  principe. Nat Rev Mol Cell Biol 3(3): 207-14.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11994741

Canalda C. & Brau E (2014). Endoncia: Técnicas Clinicas y Bases Cientificas (3ra Edicion).
Espana: Editorial Masson.

Carrilho M.., Carvalho R., Goes M. (2007). Chlorhexidine Preserves Dentin Bond in vitro. J
Dent Res. 86(1):90-4. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17189470/

Carrillo C. (2012). La caries secundaria y su adecuado. ADM , 69(6), 258-265.
https://www.medigraphic.com/pdfs/adm/od-2012/0d126c.pdf

Carvajal, J. J., Aristizabal, 1. D., Oliveros, C. E., & Mejia, J. W. (2011). Colorimetria del Fruto
de Café (Coffea arabica L.) Durante su Desarrollo y Maduracion. Revista Facultad
Nacional de Agronomia, 64(2), 6229 -6240
https://revistas.unal.edu.co/index.php/refame/article/view/29414/29627

Chaussain-Miller C., Fioretti F., Goldberg M., Menashi S. (2006) El papel de las
metaloproteinasas de la matriz (MMP) en la caries humana. J Dent Res 85(1): 22-32
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16373676

Cheng Y., (1995). “Mean shift, Mode Seeking, and Clustering”, |IEEE Trans., Pattern Analysis
and Machine Intelligence, Vol 17(8): 790-799.

Comaniciu D. I., (2000). Nonparametric Robust Method for Computer Vision, Ph.D. thesis, New
Brunswick, Rutgers, The State University of New Jersey, January, 2000.

Comaniciu D. I. & Meer P., (2002). “Mean Shift: A Robust Approach Toward Feature Space
Analysis”, IEEE Transaction on Pattern Analysis and Machine Intellingence, Vol 24(5).

Dang La V., Bergeron C., Gafner S., Grenier D. (2009). Grape Seed Extract Suppresses
Lipopolysaccharide-Induced Matrix Metalloproteinase (MMP) Secretion by Macrophages
and Inhibits Human MMP-1 and 9. Activities ~ 80:1875-1882.
https://aap.onlinelibrary.wiley.com/doi/abs/10.1902/j0p.2009.090251




92

Duque J., Pérez J., I Hidalgo-Gato. (2006). Caries dental y ecologia bucal, aspectos importantes
a considerar. Revista Cubana de Estomatologia 43(1)
http://scielo.sld.cu/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0034-75072006000 100
007&Ing=es&tlng=es.

Espinoza, J. E. (2017). Efecto del tratamiento térmico sobre el color y el contenido de
Carotenoides totales en salsas de Ajies (Capsicum Spp) nativos. (Tesis para optar el
Titulo de Ingeniero en Industrias Alimentarias). Universidad Nacional Agraria, Lima,
Per. https://repositorioslatinoamericanos.uchile.cl/handle/2250/1370424

Farias F., Falotico G., (2014). Compendio de Microbiologia Bucal (2da edicion). Venezuela:
IPAPEDI.

Figueroa-Gordon M. (2009). Caries Secundaria. Acta Odontologica Venezolana, 47(2), 1-12.
https://www.actaodontologica.com/ediciones/2009/2/art-24/#

Fukunaga K. & Hostetler L. D., (1975). “The Estimation of the Gradient of a Density Function”,
|EEE Trans., Information Theory, Vol 21: 32-40.

Gaceta Oficial N° 5554, Ext. Del 2001. Ley Sobre Sustancias, Materiales y Desechos Peligrosos.

Gendron R., Grenier D., Sorsa T., Mayrand D. (1999). Inhibition of the Activities of Matrix
Metalloproteinases 2, 8, and 9 by Chlorhexidine. ClinDiagnLablmmunol. 6(3): 437-9.
https://cvi.asm.org/content/6/3/437.long

Gonzalez R. C. & Woods R. R. (1992). Digital image processing. Addison-Wesley Publishing
Company.

Gonzalez R. C. & Woods R. R. (2002). Digital image processing. Prentice Hall, Inc., New
Jersey.
Hidalgo R. (2006). Las metaloproteinasas y el progreso de la lesion cariosa en dentina.

Estomatol Herediana, 16(1):64-72.
https://revistas.upch.edu.pe/index.php/REH/article/view/1934

Hurtado de Barrera Jacqueline (2012). El proyecto de investigacion: Comprension holistica de la
metodologia y la investigacion (Septima Edicidn). Venezuela: Ediciones Quirdn.

Khaddam M, Salmon B, Le Denmat D, Tjaderhane L, Menashi S, Chaussain C, Rochefort GY y
Boukpessi T. (2014). Los extractos de semilla de uva inhiben la degradacion de la matriz
de la dentina por MMP-3. Frente. Fisiol. 5:425.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4215787/#__ffn_sectitle

Konica-Minolta. (2017). Control de Color en la Industria Alimenticia: El Color de la Calidad.
Obtenido de Konica Minolta Sensing Americas, Inc.:
http://sensing.konicaminolta.com.mx

Lalli, M. A., Langmade, J. S., Chen, X., Fronick, C. C., Sawyer, C. S., Burcea, L. C., Wilkinson,
M. N., Fulton, R. S., Heinz, M., Buchser, W. J., Head, R. D., Mitra, R. D., & Milbrandt,
J. (2021). Rapid and Extraction-Free Detection of SARS-CoV-2 from Saliva by
Colorimetric Reverse-Transcription Loop-Mediated Isothermal Amplification. Clinical
chemistry, 67(2), 415-424.

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC7665435/




93

Loépez P. Lorena (2015). Analisis comparativo de la influencia en el color marginal tras la
colocacion de pilares de zirconio y titanio sobre implantes en el sector anterior.
Universidad Complutense  De  Madrid, Facultad De  Odontologia.
https://eprints.ucm.es/id/eprint/37275/1/An%C3%A1lisis%20comparativo%?20tras%20la
%20colocacion%20de%20pilares%20de%20zirconia%200%?20titanio%20sobre%20impl
antes%20en%20el%20sector%20a.pdf

Mayoral, J. R., Arocha, M. A., Dominguez, S., Roig, M., & Ardu, S. (2013). In vivo
spectrophotometric evaluation of pure enamel and enamel-dentine complex in
relationship with different age groups. Journal of dentistry, 41(12), 1245-1250.
https://doi.org/10.1016/j.jdent.2013.09.005

Mazzoni A., Scaffa P., Carrilho M., Tjaderhane L., Di Lenarda R., Polimeni A., Tezvergil-
Mutluay A., Tay F:R., Pashley DH., Breschi L. (2013). Effects of Etch-and-Rinse and
Self-etch  Adhesives on Dentin MMP-2 and MMP-9. Journal of Dental
Research 92(1):82-86.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3521453/#!po=68.1818

Mazzoni A., Tjdderhane L., Checchi V., Di Lenarda R., Salo T., Tay F., Pashley D., Breschi L.
(2015). Role of Dentin MMPs in Caries Progression and Bond Stability. Critical Reviews
in Oral Biology & Medicine 94(2), 241-251.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4300303/

Mclnecnet T. & Terzopoulos (1996). “Deformable Models in Medical Image Analysis: A
Survey”. Medical Image Analysis, 1(2)

Mckee Trudy & Mckee JamesR. (2003) Bioguimica: Las bases de la Vida (3da Edicion).
Espafia: S.A. McGraw-Hil

Melgosa, M., Ruiz-Lépez, J., Li, C., Garcia, P. A., Della Bona, A., & Pérez, M. M. (2020). Color
inconstancy of natural teeth measured under white light-emitting diode
illuminants. Dental Materials, 36(12), 1680-1690.
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0109564120302682?via%3Dihub

Ministerio del Poder Popular para la Ciencia, Tecnologia e Industrias Intermedias (2011).
Codigo de Etica para la Vida. http://www.locti.co.ve/inicio/repositorio/doc_details/50-
codigo-de-etica-para-la-vida-republica-bolivariana-de-venezuela-.html

Montagner AF, Sarkis-Onofre R, Pereira-Cenci T, Cenci MS. (2014). Inhibidores de MMP sobre
la estabilidad de la dentina: una revision sistematica y metaanalisis. J Dent Res,
93(8):733-43 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24935066

Organizacion Mundial de la Salud-OMS 1 (2005). Manual de bioseguridad en €l laboratorio
(3ra edicion). Ginebra: OMS.
https://www.who.int/topics/medical_waste/manual bioseguridad laboratorio.pdf

Organizacion Mundial de la Salud-OMS 2. (Febrero, 2018). El Sstema Global de Vigilancia de
Resistencia Antimicrobiana (VIDRIO). Resistencia Antimicrobiana, Hechos Claves.

https://www.who.int/en/news-room/fact-sheets/detail/antimicrobial-resistance




94

Organizacion Mundial de la Salud-OMS 3. (Septiembre, 2018). Salud Bucodental, Datos y
Cifras. Salud Oral Mundial. https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/oral-
health

Otsu N. (1979). “A threshold selection method form gray-level histograms”. |EEE Transaction
on System, Man, and Cybernetic, Vol. SVIC-9(1), January 1979.

Pan, Q. y Westland, S. (2018). Color de dientes y blanqueamiento: tecnologias digitales.
Revista de odontologia, 74, S42-S46.
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0300571218301040?via%3Dihub

Paladino SC, Zuritz CA., (Abril, 2011). Extracto de semillas de vid (Vitis vinifera L.) con
actividad antioxidante: eficiencia de diferentes solventes en el proceso de extraccion.
Revista de la Facultad de Ciencias Agrarias; 43(1): 187-199.
https://www.redalyc.org/pdf/3828/382837648013.pdf

Pereira V., Asquino N., Apellaniz D., Bueno R, Tapia G., Bologna M.; (2016) Metaloproteinasas
de la matriz extracelular (MMPs) en Odontologia. Odontoestomatologia, 18(28)
http://www.scielo.edu.uy/pdf/ode/v18n28/v18n28a04.pdf

Polychronakis, N., Lagouvardos, P., Polyzois, G., & Ngo, H. C. (2020). Intra-and inter-
brand color differences of denture teeth under different illuminations. Journal of Applied Oral
Science, 28. https://www.scielo.br/j/jaos/a/QiLBFZFHRHhSncggJfCWRQB/?lang=en

Ramirez-Navas, J. S. (2010). Espectrocolorimetria en caracterizacion de leche y quesos.
Tecnologia Lactea Latinoamericana, 61, 52 - 58.
https://www.academia.edu/28352670/Espectrocolorimetr%C3%ADa_de leche y_quesos

Ramirez T. (2010). Como hacer un proyecto de investigacion. (1ra edicion). Venezuela:
Editorial Panapo.

Ramon Jiménez R., Casteniada M., Corona M., Estrada G., Quinzan A. (2016). Factores de riesgo
de caries dental en escolares de 5 a 11 afnos. Medisan 20(6): 648.
http://www.medisan.sld.cu/index.php/san/article/view/457/pdf

Rodriguez de M., Lucena N., Navaja C., Pulgar R., (2018). Particularidades oOpticas y
morfologicas de los dientes que les confieren individualidad. (I) Revista Europea de
Odontoestomatologia. Nov, 2018.

Rodriguez, Roberto y Sossa, Juan. (2012). Procedimiento y andlisis digital de imagenes (1ra
Edicion). México: Alfaomega Grupo Editor.

Sabatini C., Scheffel D., Agee Kelli, Rouch K, Tkahashi M., Breschi L., MazzoniA., Tjaderhane
L., Tay Franklin., Pashley D. (2014). Inhibition of endogenous human dentin MMPs by
Gluma. Dental Materials, 30 (7): 752-758.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4159091/

Sahoo P. K., Soltani S. & Wong A. K. C. (1988). “A survey of Thresholding Techiniques’.
Computer Vision, Graphics, and Image Processing 41, 233-260, 1988.

Sandoval M., Lazarte K., Arnao I. (2008). Hepatoproteccion antioxidante de la cascara y semilla
de Vitis vifera L. (Uva). An Fac Med 69(4): 250-9.
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?pid=S1025-
55832008000400006&script=sci_arttext&tlng=en




95

Santos, P. (2009). Medicion del color. Revista técnica de Centro de Zaragoza, 42, 16-20.
http://www.centro-
zaragoza.com:8080/web/sala_prensa/revista_tecnica/hemeroteca/articulos/R42 A3 .pdf

Sampieri R..Fernandez, C. v Baptista, P. (2014) Metodologia de la investigacion (sexta edicion).
McGraw-Hill.

Soligo L., Lodi E., Farina A., Souza M, Pimenta C., Cecchin D. (Octubre, 2018). Eficacia
antibacteriana de soluciones de irrigantes endodonticos novedosos sintéticos y derivados
naturales. Braz. Abolladura. J. 29(5)
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
64402018000500459&Ing=en&tlng=en

Thompson J., Agee K., Sidor S., McNally K., Borke J., Elsalanty M., Tay F., Pashley D. (2012).
Inhibition of endogenous dentin matrix metalloproteinases by ethylenediaminetetraacetic
acid. J Endod 38(1):62-65. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/22152622/

Tjaderhane L., Larjava H., Sorsa T., Uitto VJ., Larmas M., Salo T. (1998) The activation and
function of host matrix metalloproteinases in dentinmatrix breakdown in caries lesions. J
Dent Res 77(8):1622-9. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/9719036/

Tjaderhane L., Sulkala M., Sorsa T., Teronen O., Larmas M., Salo T. (1999). The Effect of MMP
Inhibitor Metastat on Fissure Caries Progression in Rats. Annals of the New York
Academy of Sciences, 878:686-688. https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10415808/

Tjaderhane L., Nascimento F., Breschi L., Mazzoni A., Tersariol I., Geraldeli S., Tezvergil-
Mutluay A., Carrilho M., Carvalho R., Tay F., Pashley D. (2013). Optimizing dentin
bond durability: control of collagen degradation by matrix metalloproteinases and
cysteine cathepsins. Dent Mater 29(1):116-135.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3684081/

Toledano M., Yamauti M., Osorio E., Osorio R. (2012). La degradacion de coldgeno mediada
por MMP inhibida por zinc después de diferentes procedimientos de desmineralizacion
de la dentina. Caries Res. 46(3):201-7. https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22516944/

Urena J. Prieto J. & Pastor G (2004) Microbiologia Oral (2da Edicion). Espafia: S.A. McGraw-
Hil

Vasquez, A. M. (2015). Estimacién de las coordenadas CIEL*a*b* en concentrados de tomate
utilizando imagenes digitales. (Tesis para optar al titulo de Magister en Ingenieria
Agroindustrial). Universidad Nacional de Colombia, Palmira, Colombia.
https://docplayer.es/25488429-Estimacion-de-las-coordenadas-ciel-a-b-en-concentrados-
de-tomate-utilizando-imagenes-digitales-andrea-melisa-vasquez-riascos.html

Visse R., Nagase H. (2003). Metaloproteinasas de matriz e inhibidores tisulares de
metaloproteinasas. Circulation research 92(8).
https://www.ahajournals.org/doi/full/10.1161/01.RES.0000070112.80711.3D

Vola, J. (2015.). Influencia de los inhibidores de las metaloproteinasas, agentes reticuladores y
remineralizaciéon biomimética en la longevidad de la union adhesiva. Parte III. Agentes
Reticuladores. EN: Actas Odontoldgicas, Vol. XlIl, no.2, pp. 12-21.
https://revistas.ucu.edu.uy/index. php/actasodontologicas /article/view/915




96

Wu CD (2009). Productos de uva y salud bucal. The Journal of Nutrition, 139 (9), 1818S — 23S.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmec/articles/PMC2728698/?tool
=pmcentrez&report=abstract

Xu Ch., et al., (2000). Image segmentation Using Deformable Models, SPIE Handbook on
Medical Imaging, Medical Image Analysis, Edited by J. M. Fitzpatrick and M. Sanka.
Vol. Il (3): 129-174 (2000)




97

Anexo A

I nstrumento de Recoleccién de Datos

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE FORMACION INTEGRAL DEL HOMBRE
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

La presente guia de observacion se utilizara como instrumento de recoleccion de
datos en la investigacion titula “Inhibicion De Las Metaloproteinas Presentes En La Matriz De
La Dentina A Través Del Extracto De Vitisvinifera. Estudio In Vitro” con la finalidad de
desarrollar el procedimiento experimental donde se busca comprobar que la solucion de extracto
de Vitisvinifera inhiba la degradacion de la matriz de dentina de las metaloproteinas (MMPs) en

las concentraciones de 25%, 50% y 75% in vitro.

I nstrucciones del instrumento

Se observan diferentes preguntas con la finalidad de manifestar los cambios

presentados en la matriz de dentina tratados con metaloproteinas (MMPs) y la solucion de
extracto de Vitisvinifera en diferentes concentraciones.



Andlisisde Colorimetria

Corresponde al andlisis de colorimetria, debera responder en la tinica casilla con el valor
correspondiente de acuerdo a la Escala CIELAB obtenido correspondiente de acuerdo al
enunciado manifestado.

A | Grupo Control

Grupo tratado con solucion de extracto de Vitis vinifera

B en su concentracion de 25%

C Grupo tratado con solucion de extracto de Vitis vinifera
en su concentracion de 50%

D Grupo tratado con solucion de extracto de Vitis vinifera

en su concentracion de 75%

A | Grupo Control
Grupo tratado con solucion de extracto de Vitis vinifera

B en su concentracion de 25%

C Grupo tratado con solucion de extracto de Vitis vinifera
en su concentracion de 50%

D Grupo tratado con solucion de extracto de Vitis vinifera

en su concentracion de 75%

A | Grupo Control
Grupo tratado con solucion de extracto de Vitis vinifera

B en su concentracion de 25%

C Grupo tratado con solucion de extracto de Vitis vinifera
en su concentracion de 50%

D Grupo tratado con solucion de extracto de Vitis vinifera

en su concentracion de 75%

A | Grupo Control
Grupo tratado con solucion de extracto de Vitis vinifera

B en su concentracion de 25%

C Grupo tratado con solucion de extracto de Vitis vinifera
en su concentracion de 50%

D Grupo tratado con solucion de extracto de Vitis vinifera

en su concentracion de 75%
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Anexo B

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE FORMACION INTEGRAL DEL HOMBRE
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

FORMATO PARA VALIDAR INSTRUMENTOS A TRAVES DEL JUICIO DE
EXPERTOS
A continuacion, se presentan una serie de categorias para validar los items que
conforman este instrumento, en cuanto a cinco (5) aspectos especificos y otros aspectos
generales. Para ello, se presentan dos (2) alternativas (Si-No) para que usted seleccione la que
considere correcta.

Instrumento: Validacion de instrumento de la investigacion “INHIBICION DE LAS

METALOPROTEINAS PRESENTES EN LA MATRIZ DE LA DENTINA A TRAVES DEL EXTRACTO DE
VITISVINIFERA ESTUDIOIN VITRO".

Experto: Dra. Mariela Pérez Dominguez

Lenguaje
Claridad en la | Coherencia Induccién ala | Mide lo que | adecuado con
redaccién interna respuesta pretende el nivel que se
trabaja
Si No Si No Si No Si No Si No
1 X X X X X
2 X X X X X
3 X X X X X
4 X X X X X
5 X X X X X
6 X X X X X

El instrumento contiene instrucciones X
para las respuestas
Los items permiten el logro del objetivo X
de la investigacion

Los items estan presentes en forma X
I6gica-secuencial
El nimero de items es suficiente para X

recoger la informacidn. En caso de ser
negativa su respuesta, sugiera los items
gue hagan falta
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OBSERVACIONES:

APLICABLE X NO APLICABLE
APLICABLE ATENDIENDO A LAS OBSERVACIONES

Validado por: Mariela Pérez Dominguez
Cédula de ldentidad: 7.144.139

Fecha: 13/7/2022

E-mail: mdperezl @uc.edu.ve

Teléfonos(s): 04244956321

Firma: S §
t 7712
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UNIVERSIDAD DE CARABOBO
Facultad de Odontologia
Dpto. Formacion Integral del Hombre

M etodologia de I nvestigacion Valencia, 2022

CONSTANCIA DE VALIDACION

Yo, MARIELA PEREZ DOMINGUEZ, en mi caracter de Odontélogo y
experto hago constar que he leido y revisado el instrumento para la recoleccion de datos de la
investigacion que desarrollan los ciudadanos Moisés Quintero CI: 24244932 y Gerardo Puente
C.I: 25519215 que lleva por titulo INHIBICION DE LAS METALOPROTEINAS
PRESENTES EN LA MATRIZ DE LA DENTINA A TRAVES DEL EXTRACTO DE
VITIS VINIFERA. ESTUDIO IN VITRO, y por consiguiente certifico la validacion del
instrumento al determinar la adecuada presentacion, pertenencia de la variable y congruencia con

la misma, lo cual permitiré la recoleccion necesaria para la investigacion.

Carta de Validacion que se expide en Valencia, a los 13 dias del mes julio del 2022.

Atentamente

o oep [
ol
T\
Firma del Validador
C.lI: 7.144.139
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Anexo C

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE FORMACION INTEGRAL DEL HOMBRE
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

FORMATO PARA VALIDAR INSTRUMENTOS A TRAVES DEL JUICIO DE
EXPERTOS

A continuacion, se presentan una serie de categorias para validar los items que
conforman este instrumento, en cuanto a cinco (5) aspectos especificos y otros aspectos
generales. Para ello, se presentan dos (2) alternativas (Si-No) para que usted seleccione la que
considere correcta.

Instrumento: Validacion de instrumento de la investigacion “INHIBICION DE LAS
METALOPROTEINAS PRESENTES EN LA MATRIZ DE LA DENTINA A TRAVES DEL EXTRACTO DE
VITISVINIFERA ESTUDIO IN VITRO".

Experto: Tibisay Matheus

Lenguaje
Claridad en la | Coherencia Induccién ala | Mide lo que | adecuado con
redaccion interna respuesta pretende el nivel que se
trabaja
Si No Si No Si No Si No Si No
1 X X X X X
2 X X X X X
3 X X X X X
4 X X X X X
5 X X X X X
6 X X X X X

El instrumento contiene instrucciones X
para las respuestas
Los items permiten el logro del objetivo X
de la investigacion

Los items estan presentes en forma X
|6gica-secuencial
El nimero de items es suficiente para X

recoger la informacidn. En caso de ser
negativa su respuesta, sugiera los items
que hagan falta
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OBSERVACIONES:

APLICABLE X NO APLICABLE
APLICABLE ATENDIENDO A LAS OBSERVACIONES

Validado por: MgSc Tibisay Matheus Lobo
Cedula deldentidad: 10.106.854

Fecha: 15/07/2022

E-mail: Tibisay matheus@hotmail.com

Teléfonos(s): 0414-4156615
Firma: —7Adsowy Fothecs
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UNIVERSIDAD DE CARABOBO
Facultad de Odontologia
Dpto. Formacion Integral del Hombre Valencia, 2022
M etodologia de I nvestigacion

CONSTANCIA DE VALIDACION

Yo, TIBISAY MATHEUS LOBO, en mi caracter de Farmacéutica y experto
hago constar que he leido y revisado el instrumento para la recoleccion de datos de la
investigacion que desarrollan los ciudadanos Moisés Quintero CI: 24244932 y Gerardo Puente
C.I: 25519215 que lleva por titulo INHIBICION DE LAS METALOPROTEINAS
PRESENTES EN LA MATRIZ DE LA DENTINA A TRAVES DEL EXTRACTO DE
VITIS VINIFERA- ESTUDIO IN VITRO, y por consiguiente certifico la validacion del
instrumento al determinar la adecuada presentacion, pertenencia de la variable y congruencia con

la misma, lo cual permitiré la recoleccion necesaria para la investigacion.

Carta de Validacion que se expide en Valencia, a los 15 dias del mes Julio del 2022.

Atentamente
Firmadel Validador

C.I: 10.106.854
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Anexo D

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
DEPARTAMENTO DE FORMACION INTEGRAL DEL HOMBRE
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

FORMATO PARA VALIDAR INSTRUMENTOS A TRAVES DEL JUICIO DE
EXPERTOS

A continuacion, se presentan una serie de categorias para validar los items que
conforman este instrumento, en cuanto a cinco (5) aspectos especificos y otros aspectos
generales. Para ello, se presentan dos (2) alternativas (Si-No) para que usted seleccione la que
considere correcta.

Instrumento: Validacion de instrumento de la investigacion “INHIBICION DE LAS
METALOPROTEINAS PRESENTES EN LA MATRIZ DE LA DENTINA A TRAVES DEL EXTRACTO DE
VITISVINIFERA ESTUDIO IN VITRO".

Experto: Douglas Rodriguez

Lenguaje
Claridad en la | Coherencia Induccién ala | Mide lo que | adecuado con
redaccion interna respuesta pretende el nivel que se
trabaja
Si No Si No Si No Si No Si No
1 X X X X X
2 X X X X X
3 X X X X X
4 X X X X X
5 X X X X X
6 X X X X X

El instrumento contiene instrucciones X
para las respuestas
Los items permiten el logro del objetivo X
de la investigacion

Los items estan presentes en forma X
|6gica-secuencial
El nimero de items es suficiente para X

recoger la informacidn. En caso de ser
negativa su respuesta, sugiera los items
que hagan falta
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OBSERVACIONES:

APLICABLE X NO APLICABLE
APLICABLE ATENDIENDO A LAS OBSERVACIONES

Validado por: Dr. Douglas Rodriguez
Cedula deldentidad: 4.857.307
Fecha: 27/07/2022

E-mail: drgrodriguez@hotmail.com

Teléfonos(s): 0414-4269098

b
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UNIVERSIDAD DE CARABOBO
Facultad de Odontologia
Dpto. Formacion Integral del Hombre Valencia, 2022
M etodologia de I nvestigacion

CONSTANCIA DE VALIDACION

Yo, DOUGLAS RODRIGUEZ, en mi caracter de odontélogo y experto hago
constar que he leido y revisado el instrumento para la recoleccion de datos de la investigacion
que desarrollan los ciudadanos Moisés Quintero CI: 24244932 y Gerardo Puente C.I: 25519215
que lleva por titulo INHIBICION DE LAS METALOPROTEINAS PRESENTES EN LA
MATRIZ DE LA DENTINA A TRAVES DEL EXTRACTO DE VITIS VINIFERA-
ESTUDIO IN VITRO, y por consiguiente certifico la validacioén del instrumento al determinar
la adecuada presentacion, pertenencia de la variable y congruencia con la misma, lo cual

permitird la recoleccion necesaria para la investigacion.

Carta de Validacion que se expide en Valencia, a los 29 dias del mes Julio del 2022.

Atentamente

Firmadel Validador
C.l: 4.857.307
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Carta de permisologia — Practica Profesionales Integral del Adulto 11




A QUIEN PUEDA INTERESAR

vo, Prof. Graciela.Nicita.Russo, portadora de la C.l. N® 7.122.071, Directora General
del Instiutu de Investigaciones Madicas y Biotecnologicas de |a Universidad de
Carabobo (IIMBUC) hace saber por medio de la presente, que los Br{s). Gerardo
Puente. titular de la Cedula de Identidad N2 V- 25.519.215, y Moisés Quintero. titular
de 13 Cedula de Identidad N V- 24.244.932 realizaron trabajo de Investigacion titulado
“INHIBICIONM DE LAS METALOPROTEINAS PRESENTES EN LA MATRIZ DE LA DENTINA A

TRAVES OFL EXTRACTO DE VITIS VINIFERA. ESTUDIO IN VITRO" en el Laboratorio de

nuestro lastituto.

£n Valercia a los 15 dias del mes de Noviembre del afio dos mil Ventidos.

Atanlamente

J i
"W '-
Prof. Graciela,Nicita, R

Directora General

Universidnd de Carabobo, frente o la Facultad de Ingenieria, Av. Universidad
Rirbily « Edo, Carabobo. Telefax: 58-241-8660243
e-mail; cimbuce, ucedi vel hounail.com

Carta de permisologia— [ IMBUC
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Anexo G

Carta de permisologia — Direccion de Escuela

Naguanagua, 11 de jullo de 2022

Diraccltn de Escuela de Odontologla
Universidad de Carabobo

Presente. -

Estimada directora de escuela nos dirigimos con el fin de solicitar permiso pertinente para el
desarrolio experimental del trabajo de investigacion que lleviara por thulo “INHIBICION DF
LAS METALOPROTEINAS PRESENTES EN LA MATRIZ DE LA DENTINA A
TRAVES DEL EXTRACTO DE VITIS VINIFERA. ESTUDIO IN VITRO". por lo
cunl se requicre I aprobacién para el acceso a las instalaciones (el instituto de
Investigaciones Médicas y Biotecnoldgicas de Ia Universidad de Carabobo.

Es pertinente mencionar que las tutoras de contenido es la Doctors Roba lzzeddin €1
15.398.614, docente de la Facultad de Odontologia y In profesors de la unidad eurricular
Metodalogia de Investigacion es In profesora Nubia Brito.

Asi mismo, es de alto interés para los autores de esta investigacidn se pueda desarrollar en
las instalaciones del Centro de Investigaciones Médicas y Biotecnoldgicas de la
Universidad de Carabobo, ademis, es importante sefislar que esia actividad no conlleva
ninglin gasto para la institucidn, ademds |z presente investigacion traerd bencficios
cientificos y académicos a fal unidad de investigacitn, tsmbién se tomaran todas las
medides de Bioseguridad pertinentes en el caso.

Los estudiantes que llevaran a cabo esta actividad son: Gerardo Puente y Moisés Quintero

Lz agradecemos por su tiempo, sin otro particular a que hacer referencia, en espera de
pronia y positiva respuesta,

Alentamente
.,;: 6 ? ﬁ --""’:,'- 7 )
Gierardo Puente Mousés Quintero
Ci. 24.240.932 €124 244 932

Teléfonos de contacto

0412-4890258 o
P L
N N e T T T = L L IR

D4.6-9323168 B CC IO B ESCUE L
vecha Hea o L4 1 22 mu_.,.f"_:’f—"?

Heeilvilu por N
%

110



Anexo H

Constancia de la Unidad de Investigacion Morfopatol 6gicas

Thdrersidad de Carbobo

Facukad de Odortologia .
Thidhd de Trestigueicdes Mofopataligicas LUINEMPA
UMM

CaLk 20 0x2

COMSTANCLA

Quien suseribe, Coordinadara de la Unidad de Investigaciones hlorfopatol gicas
(UNIMPA], Frof. Mariela Pérez Dominguez, hago corstar que el provects de
irvestigacion, PIP-BS-1422; “WHIBKCION DE LAS METALOPROTEIMAS
FRESENTES BY LA MATRIZ DELA DENTINA A TRAVES DEL EXTRACTODE
WS virifera ESTUOND N WTRO®, enmarcado denfro de la Linea de
Investigacion, Biologia v Salud, Tematica, Patalogia SGeneral v Bucal,
Subtematica, Caries Dental. Diagnistico w Tratamiento, presentada por, Br.
Mok es Quintero., portador de la Cédula de [dentidad 24283222 w Br. Fuerte
Gerarda., portador de la Cédula de Identidad W 25519215, se encuentra adsorito
en la UMHIMPA

Constancia que se emite, a solicitud de la parte interesada a los nueve dias del

mes de agosto del dos mil weintidds.

Atentamente,

Chi-abam
Prof. hariela P ére= D-:-m’h.gu‘éq:

Coordinadora de la Unidad QEﬁﬁiﬂgt[igsd'nnes o rfop atald gicas
CUMIMPA) P ™

[fres ilad deCavabo b, Fomltel de CMozdels . Bifdmls Paballin 11.
Emet!! : i p fonc i ymadl com
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Anexo |

Constancia de la Comision de Bioética

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
COMISION OPERATIVA DE BIOETICA ¥ BIOSEGURIDAD

CERLIFICADO BIOETICO

reena:dd 112022 N* de control COBB: g np-2022
TIPO DE TRABAJO: Ascensa { | Informe de investigacidn | | Trabajo de grado (x7

Responsables de la Invesigaon:

1.- Gerardo losé Puente Colmenarez CJ. Nro V-25.519 Z‘;S
2.-_Moi 2 %
3.- Roba lzzeddin ClL NroV-15.398614

e Ll 11 cl =
Vitis viniferg. Estudio in vitro®

tas condiciones de aprobacidn, han sido previamente establecidas para la aplicacion de esta
investigacion.

La aprobacidn incluye:

SE CERTIFICA QUE LA INFORMACION CONTENIDA ES VERDADERA, COMO CONSTA EN LOS REGISTROS DE
LA COMISION OPERATIVA DE BIOETICA Y BIOSEGURIDAD DE LA FACULTAD DE ODONTOLOGIA
(COBB/FOUC).

SE CERTIFICA QUE LA INVESTIGACION ESTA EN TOTAL ACUERDOD CON LAS PAUTAS, PROPUESTAS ¥
REGULACIONES NACIONALES E INTERNACIONALES ESTABLECIDAS A TAL EFECTO.

EL CUMPLIMIENTO DE LA NORMATIVA DE APROBACION INICIAL, LA ETAPA DE SEGUIMIENTO, COMO EL

RESGUARDO DE LOS CONSENTIMIENTOS INFORMADOS APLICADOS, SON RESPONSABILIDAD DEL
INVESTIGADOR (ES).

CERTIFICADO BIOETICO EMITIDO POR LA COMISION OPERATIVA DE BIOETICA ¥ BIOSEGURIDAD DE LA
FOUC, REQUISITO PREVIO A LA PRESENTACION PUBLICA DE LA INVESTIGACION.

e (17 S
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Anexo J

UNIVERSIDAD DE CARABOBO
FACULTAD DE ODONTOLOGIA
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION
Consentimiento |nformado

El presente trabajo tiene como objetivo realizar un estudio experimental en las muestras obtenidas de los
pacientes que firmen dicho consentimiento informado. Con la finalidad de probar de forma experimental una nueva
solucion a base del extracto de VITIS VINIFERA (semilla de uva) que ayude a inhibir las metaloproteinas en
dentina, las cuales generan un deterioro de las restauraciones permitiendo la creacion y avance de la caries en
dentina. En tal sentido se buscan nuevas alternativas para aumentar la durabilidad de las restauraciones y suprimir el
surgimiento de caries secundarias

Al firmar este documento declaro y manifiesto en pleno uso de mis facultades mentales, libre y
espontineamente mi consentimiento a los investigadores GERARDO JOSE PUENTE COLMENAREZ CI:
25.519.215 y MOISES SALVADOR QUINTERO PENARRUBIA Cl: 24.244.932, quienes se encuentran bajo el
acompafamiento y tutela de las docentes ROBA 1ZZEDDIN CI 15.398.614, para que me tomen como parte de la
muestra requerida para su investigacion, la cual se encuentra adscrita a la Linea de Investigacion de Biotecnologia
en el Area de Salud Publica y Bioética de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Carabobo; la cual se
titula “INHIBICION DE LAS METALOPROTEINAS PRESENTES EN LA MATRIZ DE LA DENTINA A
TRAVESDEL EXTRACTO DE VITISVINIFERA. ESTUDIO IN VITRO”. Para tales fines autorizo y doy fe
de lo siguiente:

1. He sido informado por parte de los investigadores del estudio a realizar, indicando que dicha investigacion
presenta como objetivo principal: Comprobar que la Solucion de extracto de Vitis vinifera inhiba la degradacion
de la matriz de dentina de las metaloproteinas (MMPs) en las concentraciones de 25%, 50% y 75%, in vitro,
para ello, se tomara una muestra representada por unidades dentarias, los cuales deben cumplir con los criterios
de inclusion y exclusion planteados en la investigacion.

2. Para el presente estudio aportaré mis unidades dentarias, con fines netamente cientificos, alusivos a la
investigacion que se estd efectuando.

3. Al ser elegido para este estudio por contar con los requisitos establecidos por los investigadores, mi
participacion ha sido notificada y voluntaria, ademas cuento con la opcidn, ain iniciada la investigacion, de
retirarme en el momento que yo decida, sin que me vea afectado.

4. Entiendo que no se me generara ningin gasto, molestia o perjuicio, como tampoco recibiré ningun aporte o

pago por la participacion en la investigacion.

La investigacion se llevara a cabo en un tiempo de un afio aproximado.

6. Comprendo que los resultados de la investigacién me seran proporcionados, asi como cualquier nuevo avance
en el area me serd notificado, también los resultados del estudio podran ser presentados en evento o publicacion
cientifica.

7. Puente Colmenares Gerardo José y Quintero Pefiarrubia Moisés Salvador, de cedula de identidad V-25.519.215
y V-24.244.932 respectivamente, y numero de teléfono movil 0426-9323168/ 0412-48902258/0414-4192306
respectivamente, seran quienes deba contactar en caso de que tenga alguna pregunta sobre la investigacion o
sobre mis derechos como participante.

b

Finalmente, este procedimiento se inscribe en € buen trato a los participantes en investigaciones cientificas,

garantizando e cumplimiento de los principios bioéticos, segin Cadigo de Etica Para la Vida (2011).

Fecha:

Nombre y Apellido del Participante:
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Cédula de Identidad: Firma:

Edad: Sexo: Municipio de procedencia:

Nombre legible del investigador 1:

Cédula de Identidad: Firma:

Nombre legible del investigador 2:

Cédula de Identidad: Firma:

Nombre legible del testigo1:

Cédula de Identidad: Firma:

Nombre legible del testigo 2:

Cédula de Identidad: Firma:
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Anexo K

Procedimientos de la Fase Experimental

Almacenamiento de las muestras

Almacenamiento de las muestras

Saliva artificial y solucion de Vitisvinifera . T
en saliva artificial.

en diferentes concentraciones

Almacenamiento de las muestras Estufa Blue M
en la estufa a 37 G°.
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Procesamiento de las Muestras

Lavado de las muestras

TN

A

TATAAN
(AR Y

UL TIOMRBRR R

Activacion de la actividad proteolitica mediante

Secado de la muestra con puntas de papel
grabado acido por 15 segundos. caco defa muestra con puntas de pap
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Aplicacién de la solucion de extracto de Aplicacioén de la solucion de extracto de
Vitisvinifera en la cavidad. Vitis vinifera mediante microbrush.

Obtencion de las mediciones mediante Fotografia obtenida mediante el
microscopio. microscopio para su estudio colorimétrico.



