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1.1 RESUMEN
Introduccion

La formacion de la caries dental es un proceso dinamico, donde se alternan diversos ciclos
de desmineralizacion y remineralizacion a lo largo del dia en la cavidad oral. Todo ello
dependera de diversos factores como el biofilm bacteriano, la estructura dental y los
azucares de la dieta, asi como de las influencias ambientales, genéticas y salivales de cada
individuo. Las afectaciones en el esmalte dental, principalmente la caries dental,
repercuten directamente en la calidad de vida de las personas, no s6lo por el dolor fisico
y la limitacion funcional que conllevan, sino también por su impacto a nivel psicologico
y social cuando existe afectacion estética; por tanto, es importante llevar a cabo

estrategias que permitan fortalecer y remineralizar el esmalte dental.
Objetivos

El objetivo general del proyecto es determinar la posible capacidad remineralizadora y
resistencia al ataque acido de cuatro materiales de uso dental empleados sobre esmalte

bovino previamente desmineralizado mediante un sistema de pH ciclico.
Material y método

Se llevo a cabo un estudio experimental in vitro, realizando un modelo de
desmineralizacion en dientes bovinos mediante una solucion desmineralizante pH (4,4),
seguido de una remineralizacion (pH 7,0) utilizando 4 agentes remineralizantes (péptido
P11-4 (Curodont® Protect), nanohidroxiapatita (Orthocare nHAp®), silicato de
calcio/fosfato de sodio (Regenerate Enamel Science™ y barniz de fluoruro sodico
(Duraphat® 2,26% F) sometidos a ciclos de pH (22 horas de solucion remineralizante y 2
horas de solucion desmineralizante) durante 30 dias. Se utilizaron 160 muestras las cuales
se distribuyeron de forma aleatoria en 8 grupos de experimentacion y fueron previamente
desmineralizadas con acido lactico durante 72 horas, excepto el grupo de esmalte intacto.
Posteriormente se evalu6 la microdureza superficial, microanalisis del contenido mineral
del esmalte (Ca, P, C, O, F, Na, Mg, Si, Cl) junto con la obtencion de imégenes de alta
resolucion (SEM/FESEM), analisis de la topografia externa mediante AFM.



Resultados

Los valores obtenidos de microdureza inicial fueron similares en los grupos
experimentales, excepto en el esmalte desmineralizado que fue inferior (p < 0.001). El
mas resistente a los ciclos de desmineralizacion/remineralizacién, con menor pérdida de
microdureza fue Control positivo (Duraphat), seguido de Regenerate y Control negativo.
Curodont Protect obtuvo valores inferiores a Duraphat y Regenerate, pero superiores
respecto a Orthocare y Esmalte intacto. Los menos resistentes fueron esmalte

desmineralizado y Orthocare (p < 0.001).

En cuanto al microanalisis del contenido mineral, el grupo Esmalte desmineralizado fue
el de menor concentracion de Ca, P, C, F, Si, Cl y obtuvo diferencias significativas con
el resto, la mayor concentracion de F se encontré en Duraphat seguido de Regenerate (p
< 0.001). En cuanto al Ca, los valores fueron homogéneos. Regenerate presentd mayor
contenido en P seguido de Curodont P. La mayor concentracion de Si se encontrd en

Regenerate, seguido de Orthocare (p < 0.001).

El analisis morfologico mostré una superficie con depdsitos de fluoruro célcico en los
grupos Duraphat, Regenerate y Curodont Protect. Sin embargo, en Orthocare se

apreciaron numerosos poros y espacios intercristalinos.

El andlisis de rugosidad permiti6 observar que Duraphat presentaba mayor rugosidad
superficial, seguido de Curodont + Fluor y Orthocare. Menor rugosidad se obtuvo

Orthocare y Regenerate.

Conclusiones

Los resultados de este estudio han demostrado que en el analisis de microdureza, el grupo
Duraphat fue maés resistente, seguido de Regenerate; Curodont Protect y por ultimo
Orthocare, presentando valores inferiores al esmalte intacto. En cuanto al contenido
mineral, se han observado variaciones en los grupos experimentales, siendo Duraphat el
de mayor contenido en F y Regenerate de P y Si. Todos los grupos han sufrido
modificaciones en la morfologia del esmalte, destacando Orthocare como el grupo con
menor depdsito de fluoruro calcio y mayor deposito Duraphat. En cuanto a la rugosidad
el valor mas alto se detecto en Duraphat y mdas bajo en Curodont P y Regenerate,
interpretandose como un signo de remineralizacion.
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1.2 ABSTRACT
Background

The formation of dental caries is a dynamic process, with several cycles of
demineralisation and remineralisation alternating throughout the day in the oral cavity.
This will depend on various factors such as bacterial biofilm, tooth structure and dietary
sugars, as well as environmental, genetic and salivary influences on the individual.
Damage to dental enamel, mainly dental caries, has a direct impact on people's quality of
life, not only because of the physical pain and functional limitation that it entails, but also
because of its impact on the psychological and social level when there is aesthetic
affectation; therefore, it is important to carry out strategies to strengthen and remineralise

dental enamel.
Objectives

The general objective of the project is to determine the possible remineralising capacity
and resistance to acid attack of four dental materials used on previously demineralised

bovine enamel using a cyclic pH system.
Method

An experimental in vitro study was carried out using a model of demineralisation in
bovine teeth using a demineralising solution pH (4.4), followed by remineralisation (pH
7.0) wusing 4 remineralising agents (P11-4 peptide (Curodont® Protect),
nanohydroxyapatite (Orthocare nHAp®), calcium silicate/sodium phosphate (Regenerate
Enamel ScienceTM) and sodium fluoride varnish (Duraphat® 2.26% F) subjected to pH
cycling (22 hours of remineralising solution and 2 hours of demineralising solution) for
30 days. A total of 160 samples were randomly distributed into 8 experimental groups
and were previously demineralised with lactic acid for 72 hours, except for the intact
enamel group. Subsequently, surface microhardness, microanalysis of enamel mineral
content (Ca, P, C, O, F, Na, Mg, Si, Cl) together with high-resolution imaging
(SEM/FESEM) roughness analysis and external topography by AFM.



Results

The initial microhardness values obtained were similar in the experimental groups, except
for the demineralised enamel, which was lower (p < 0.001). The most resistant to the
demineralisation/remineralisation cycles, with the lowest loss of microhardness was
Positive Control (Duraphat), followed by Regenerate and Negative Control. Curodont
Protect had lower values than Duraphat and Regenerate, but higher values than Orthocare
and Intact Enamel. The least resistant were demineralised enamel and Orthocare (p <

0.001).

Regarding the microanalysis of the mineral content, the demineralised enamel group had
the lowest concentration of Ca, P, C, F, Si, CI and obtained significant differences with
the rest, the highest concentration of F was found in Duraphat followed by Regenerate (p
<0.001). As for Ca, the values were homogeneous. Regenerate had the highest P content
followed by Curodont P. The highest Si concentration was found in Regenerate, followed

by Orthocare (p < 0.001).

Morphological analysis showed a surface with calcium fluoride deposits in the Duraphat,
Regenerate and Curodont Protect groups. However, Orthocare showed numerous pores

and intercrystalline spaces.

The roughness analysis showed that Duraphat had the highest surface roughness,
followed by Curodont + Fluor and Orthocare. Orthocare and Regenerate had the lowest

roughness.
Conclusions

The results of this study have shown that in terms of microhardness analysis, the Duraphat
group was more resistant, followed by Regenerate; Curodont Protect and finally
Orthocare, presenting lower values than intact enamel. Regarding the final mineral
content after the demineralisation process, variations were observed in the experimental
groups, with Duraphat having the highest F content and Regenerate the highest P and Si
content. All the groups have undergone modifications in the morphology of the enamel,
with Orthocare standing out as the group with the lowest calcium fluoride deposit and the
highest Duraphat deposit. As for roughness, the highest value was detected in Duraphat

and the lowest in Curodont P and Regenerate, interpreted as a sign of remineralisation.

4
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2. INTRODUCCION

Actualmente mas de 3.500 millones de personas en el mundo padecen enfermedades
bucodentales (1), entre ellas, destacar, las alteraciones del esmalte dental; ya sea por el
desgaste dentario debido a accion quimica mds conocido como erosion dental, donde se
ha observado un aumento significativo en la prevalencia de los mismos, pasando de un
14,2 % (2) en el afio 2015, hasta un 34,2% en 2020 (3). Por otro lado, el bruxismo dental,
con una prevalencia descrita desde un 5,1 hasta un 22,1% (4). Ademas se han descrito
defectos del esmalte como la Hipomineralizacioén Incisivo-Molar (HIM) donde también
se ha visto aumentada su prevalencia del 12% en 2015 (2) al 20,7% descrita en el afio
2020 (3). Sin embargo, la caries dental no tratada sigue siendo la enfermedad bucodental

mas prevalente en el mundo (1, 5).

En 2021 se determiné en la 74* Asamblea Mundial de la Salud (OMS) que la caries
dental no tratada en dientes permanentes afecta a mas de 2.300 millones de personas y

mas de 530 millones de nifios sufren caries dental no tratada en denticion primaria (1, 5).

En Espafia, el porcentaje de caries activas segun la ultima encuesta de salud oral
realizada en 2020 (3), ha disminuido durante las ultimas décadas en nifios mayores de 6
afios. En denticion temporal el valor ha disminuido ligeramente de un 30,0% obtenido en
la encuesta de salud bucodental realizada en 2000 (6) a un 28,3% en la del 2020 (3). Sin
embargo, se ha observado un ligero repunte de 3 puntos en caries no tratada en denticion
temporal desde la encuesta del afio 2015 hasta la del 2020. En denticion permanente se
ha observado que existe una disminucidn considerable de un 33,9% en el afio 2000 (6)
hasta un 12,7 % en la Gltima encuesta de salud oral del 2020 (3). A pesar de la reduccion
la caries dental en nifios de 6 afios de edad, posiblemente debido a la incorporacion de los
programas preventivos a nivel nacional, sigue siendo un problema con gran repercusion

a nivel de salud publica (5).

Se ha descrito que las afectaciones en el esmalte dental repercuten directamente en la
calidad de vida de las personas, no solo por el dolor fisico y la limitaciéon funcional que
conllevan, sino también por su impacto a nivel psicoldgico y social cuando existe
afectacion estética; por tanto, es importante llevar a cabo estrategias que permitan

fortalecer y remineralizar el esmalte dental (7, 8).
5
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2.1 ESMALTE DENTAL: CARACTERISTICAS Y COMPOSICION

El esmalte dental, también conocido como tejido o sustancia adamantina, comienza

su desarrollo en los seres humanos en el tercer trimestre del embarazo y no es hasta los 6

meses de vida cuando se completa la mineralizacion (9). Es el tejido mas duro del

organismo compuesto por un 96% de matriz inorganica microcristalina, un 3% de agua y

0,36-1% de matriz orgénica. Los cristales de hidroxiapatita formados por fosfato calcico

representan el componente inorganico principal del esmalte y estructuralmente esta

formado por millones de varillas o prismas mineralizados a lo largo de todo su espesor

(10, 11).

El esmalte dental es una estructura inica en nuestro organismo por diversas razones:

Embriolégicamente, es de naturaleza ectodérmica y deriva del 6rgano del esmalte
a diferencia de los otros tejidos dentarios de naturaleza ectomesenquimatica, y su
matriz organica estd compuesta principalmente de proteinas con un agregado de
polisacaridos (12, 13).

Los cristales de hidroxiapatita son solubles frente a la accion de los acidos, siendo
una caracteristica fundamental para entender la formacion de la caries dental.
Estos cristales se encuentran densamente empaquetados y son de mayor tamafio
que los de otros tejidos mineralizados (14, 15).

Los ameloblastos, son células que sintetizan y secretan gran cantidad de proteinas
de la matriz del esmalte las cuales van a participar en la regulacion del desarrollo
estructural del esmalte (16). También se ha observado que regulan el pH durante
la amelogénesis mediante mecanismos acidos-base, porque durante este proceso
se producen protones de hidrégeno y lo contrarresta con la secrecion de
bicarbonato para evitar interrupciones en el crecimiento de los cristales (17, 18).
Los ameloblastos se diferencian a partir del epitelio interno del 6rgano del esmalte
y tras completar la formacion del esmalte involucionan y desparecen durante la
erupcion dentaria por apoptosis. Por tanto, no hay crecimiento ni nueva aposicion
de esmalte después de la erupcion dental (19).

El esmalte maduro no contiene células ni prolongaciones celulares, a diferencia

de otros tejidos biomineralizados como el hueso y la dentina (9). Por ello
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actualmente se le considera como una estructura bioceramica nanocompuesta que
cubre y protege al diente (20).

Frente a un ataque acido, agentes fisicos o quimicos el esmalte reacciona
perdiendo sustancia, y es incapaz de repararse por si solo. Por tanto, no tiene poder
regenerativo, pero si puede dar lugar a otro proceso conocido como

remineralizacién (19, 21).

Su espesor maximo se encuentra entre 2-3 mm sobre todo en las cuspides de

premolares y molares permanentes y en el borde incisal de caninos e incisivos, zonas de

mayor impacto durante la masticacion. Este espesor va disminuyendo hacia la regién

cervical, sobre todo en la conexion amelocementaria (CAC), y también en los surcos y

fosas de las caras oclusales (9, 11).

2.1.1. Propiedades fisicas

Dureza. Es la oposicion que ofrecen los materiales a alteraciones fisicas como
penetracion, abrasion o rayado debido a la firme union de las moléculas que lo
conforman. El esmalte en la escala de Mohs se corresponde con un valor de 5
(escala del 1 al 10) y va determinado por la apatita, por tanto, a mayor grado de
mineralizacion mayor dureza (22).

Los valores promedio de dureza en dientes permanentes estan entre 2,5 y 6 GPa
(22). Esta microdureza puede variar dependiendo de la orientacion y de la cantidad
de cristales en las distintas zonas de los prismas, siendo mayor en la zona oclusal

o incisal (6GPa) y menor en la unién amelodentinaria (CAD) (2.3 — 3 GPa) (11).

Permeabilidad. Es muy limitada, aunque se ha podido apreciar con ciertos
marcadores radioactivos o radiois6topos que puede actuar como una membrana
semipermeable, permitiendo el transporte de agua y algunos iones presentes en el
medio oral. Debido a esta semipermeabilidad es posible llevar a cabo la
prevencion de la caries dental mediante el uso de fluoruros, ya que los iones fltior
sustituyen a los grupos hidroxilos del cristal de apatita y lo hacen menos soluble
a los acidos, aumentando la resistencia del esmalte al ataque acido. Esto ocurre en

la zona maés superficial del esmalte (30 um) (19, 23).
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Radiopacidad. Debido a su alto grado de mineralizacion, el esmalte es la
estructura mas radiopaca del organismo, presenta un indice de radiopacidad
relativa del 198-220%, por tanto, cuando presenta afectacion por caries se puede

apreciar mayor radiolucidez en la zona afectada debido a la descalcificacion (24).

Elasticidad. Debido a su extrema dureza, la elasticidad del esmalte dental es muy
limitada porque presenta muy poca cantidad de agua y sustancia organica. Tiene
una tendencia a las macro y microfracturas haciéndolo un tejido muy fragil, sobre
todo, cuando no tiene apoyo dentinario (11, 25).

El modulo elastico segun Young es la capacidad elastica de un material o
deformacion que sufre al incidir sobre ¢l una fuerza, en el esmalte los valores
medios oscilan desde 72,7 + 4,5 hasta 87,5 + 2,2 GPa, cuando las determinaciones
se realizan en perpendicular o en paralelo al eje de los prismas. Estos valores
disminuyen entre 115 y 90 GPa en la zona externa del esmalte hasta valores entre
75 a 60 GPa en el tercio interno del esmalte. La elasticidad sera mayor cuanto mas
contenido en sustancia organica haya, por ejemplo, en la zona del cuello y en la

periferia de la cabeza de la varilla (19, 23).

Color y transparencia. Debido a que el esmalte es traslucido, su color varia entre
blanco-amarillento a un blanco-grisaceo, este color no es propio del esmalte,
porque va a depender de las estructuras subyacentes principalmente de la dentina.
En las zonas de menor espesor presenta un color blanco-amarillento, y en las
zonas de mayor espesor tiene una tonalidad mds grisdcea. La transparencia
también depende del grado de calcificacion y homogeneidad, ya que, a mayor

mineralizacion, mayor traslucidez del esmalte dental (19).

Anisotropia. Esta nueva propiedad del esmalte se encuentra en estudio; se ha visto
que determinadas propiedades fisicas, tales como: mddulo elastico y dureza en el
esmalte pueden variar segun la direccion en que son examinadas, y en eso se basa
la anisotropia (11). Por ejemplo, la dureza y el modulo elastico disminuyen
gradualmente desde la superficie del esmalte hasta la CAD y ambos presentan
valores positivos en relacion con un mayor contenido de calcio. La dureza y el

8
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modulo elastico de las cabezas de las varillas de esmalte son claramente mas altos

que los de la cola y la seccion transversal axial, esta seria una nueva propiedad

que permitiria estudiar esta estructura desde otro enfoque (11, 23, 26).

2.1.2 Composicion quimica

El esmalte esta formado por una por una matriz organica (0,36-1%), una matriz

inorgénica (96%) y agua (3%) (10, 11).

La matriz organica es de naturaleza proteica y constituye un sistema complejo de

multiagregados polipeptidicos que no han sido caracterizados de forma definitiva

(27). Durante las fases tempranas del desarrollo del esmalte los ameloblastos

producen una gran cantidad de matriz orgéanica, la cual ird decreciendo durante el

proceso de maduracion, dando lugar a un mayor volumen de material inorganico

(14). Entre las proteinas presentes en la matriz organica se encuentran:

Amelogeninas (Amelx), son las proteinas mas abundantes, constituye mas del
90% al comenzar la amelogénesis y van disminuyendo progresivamente a
medida que aumenta la madurez del esmalte. Su principal funcion es controlar
la orientacion y el crecimiento de las varillas del esmalte durante el proceso
de mineralizacién; su presencia es importante para que pueda formarse un
esmalte normal (9). Se conocen como proteinas del esmalte inmaduro y se
localizan entre los cristales de las sales minerales, sin estar unidas a ellos (28,
29).

Enamelinas (Enam), representan el 2- 3% de la matriz orgénica del esmalte y
se localizan en la periferia de los cristales formando las proteinas de cubierta,
aunque algunos autores afirman que pueden encontrarse también en el seno de
las estructuras cristalinas (27, 30).

Ameloblastinas (Ambn), representan el 5% del componente organico y es la
segunda glicoproteina especifica del esmalte. Funciona como molécula de
adhesion  celular para los ameloblastos (31). Se localizan
inmunohistoquimicamente en la superficie del proceso ameloblastico de
Tomes y en la periferia de los cristales y de los prismas del esmalte (28, 32).

9
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— Proteina odontogénica, participa en la regulacién de la proteinasa MMP20.
Parece encontrarse vinculada a la membrana basal que separa al ameloblasto
y al esmalte en la fase de maduracion, deponiéndose mdas cercana a la
superficie celular que la amelotina (27, 30).

— Amelotina (Amtn), es una proteina que se forma en la fase de maduracion del
esmalte y participa en la mineralizacion y la formacién del esmalte
aprismatico (12, 28).

— Proteinasas, intervienen en la remodelacion de las proteinas recién formadas.
Son capaces de procesar y degradar la amelogenina y otras proteinas del
esmalte. Entre ellas destacan la enamelsina, que es la metaloproteinasa de la
matriz 20 (MMP20), y la proteinasa de serina de la matriz 1, actualmente
denominada kalicreina 4 (KLK4) y la Caldecrin (Ctrc) (33, 34).

— Colagena tipo VII, este tipo de proteina es muy escasa en la conexion
amelodentinaria, pero actiia como fibra de anclaje y contribuye a estabilizar

mecanicamente la unioén entre el esmalte y la dentina en la CAD (12, 19).

La matriz inorganica esta constituida por sales minerales célcicas, principalmente
de fosfato y carbonato. Se depositan en la matriz del esmalte, lo que da origen
rapidamente a un proceso de cristalizacion que transforma la masa mineral en
cristales de hidroxiapatita. Hay también sales minerales de Ca, como carbonatos

y sulfatos, y oligoelementos, como K, Mg, Fe, F, Mn, Cu, etc (35).

Los iones fluor (F°) pueden sustituir a los iones hidroxilos (OH") presentes en el
cristal de hidroxiapatita (HA) y convertirlo en un cristal de fluorhidroxiapatita
(FHA) que lo hace mas resistente a la accién de los 4cidos y, por tanto, mas
resistente a la caries. En las 50 pm mas superficiales del esmalte se encuentran las
concentraciones mas altas de flior, mientras que, en las mas profundas, la

concentracion disminuye hasta 20 veces (36, 37).

El contenido de fluor en el esmalte varia dependiendo de dos factores:
1) Biologicos, que hace referencia a la incorporacion de fluor a través del agua

bebida o en los alimentos.

10
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2) Clinicos, por aplicacion topica de geles y pastas dentales fluoradas sobre la

superficie del esmalte (23).

Los cristales de apatita estan formados por la integraciéon de las «células» o
celdillas unitarias (no son células bioldgicas), que son las unidades basicas de
asociacion idnica de las sales minerales en el seno del cristal. Estas celdillas
unitarias que, asociadas conforman el cristal, presentan una configuracion quimica
y cristalografica hexagonal; en sus vértices tienen iones Ca?" y en su centro, un

ion OH— (38, 39) (ver figura 1).

Hidroxilo

=

Oxigeno

Cadel ejéit‘ie tornillo

Ca columnar

Fésforo

Figura 1. Proyeccion hexagonal de los iones que forman la estructura cristalina de

hidroxiapatita. Fuente: Brunton y cols., (2013) (40).

o El agua es el tercer componente quimico el esmalte, su porcentaje es muy pobre
y va disminuyendo con la edad. Lo podemos localizar en la periferia del cristal y

constituye la denominada capa de hidratacion o capa de agua adsorbida (10, 14).

11
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2.1.3. Histologia del esmalte

Histoldgicamente el esmalte estd formado por la unidad estructural basica conocido

como varilla o prisma del esmalte y por las unidades estructurales secundarias.

a) Unidad estructural basica del esmalte dental:

Es una estructura compuesta por cristales de hidroxiapatita y puede dividir en

esmalte prismatico o varillar y esmalte aprismatico o avarillar (38).

Esmalte prismatico o varillar.

Morfolégicamente son unas bandas delgadas y paralelas en los cortes
longitudinales y en los cortes transversales presenta forma de ojo de
cerradura antigua. Estdn compuestas por un conjunto de cristales
hidroxiapatita. Presenta dos regiones la cabeza (es mas ancha, con forma
circular u ovoide, va a soportar las fuerzas de la masticacion) y la cola (es
mas delgada y se encuentra debajo de la cabeza, disipando y distribuyendo
las fuerzas masticatorias) Su diametro varia entre 4-10 um, siendo mayor
a medida que se acerca a la superficie libre. El material organico en esta
zona es muy escaso y se encuentra recubriendo la cabeza y la cola

formando lo que se conoce como vaina del prisma o varilla (11, 42).

Esmalte aprismatico o avarillar.

Es un material adamantino carente de prismas o varillas. Tiene un espesor
de 30-100 um y se va a localizar en la superficie externa del esmalte
prismatico. Va a estar presente en todos los dientes primarios (en la
superficie de la corona) y en un 70% en los dientes permanentes (region

cervical, surcos y vertientes cuspideas) (36, 43).

b) Unidades estructurales secundarias del esmalte:

Son estructuras que se originan a partir de las primarias y dependiendo de

varios mecanismos como el diferente grado de mineralizacion, cambio en el

12
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recorrido de las unidades estructurales primarias o la interrelacion de la dentina,
esmalte o con la periferia medioambiental (41), va a dar lugar a las siguientes

estructuras secundarias:

— Estrias de Retzius: marcan la sucesiva aposicion de material durante la
formaciéon de la corona, por ello se conocen también como lineas
incrementales (ver figura 2). Tienen forma de bandas de color parduzco
o castafio con luz transmitida o claras con luz reflejada (36).

— Bandas de Hunter-Shreger: se encuentran presentes en todos los dientes
permanentes. Son bandas claras (parazonas) y oscuras (diazonas) debido
a la distinta curvatura de los prismas del esmalte. Su anchura es variable y
sus limites no estdn bien definidos. Se pueden apreciar con cortes
longitudinales y luz polarizada (43).

— Penachos adamantinos o de Linderer: son muy parecidos a las microfisuras
del esmalte y comparable con las fallas geologicas, se extienden desde el
tercio interno del esmalte hasta la CAD en forma de arbusto (19, 41).

— Esmalte nudoso: se encuentra en las cuspides dentarias formando un
complejo entramado de prismas adamantinos, esto aumenta la resistencia
justamente en las zonas mas expuestas a la accién masticatoria (19).

— Husos adamantinos: tienen forma de bastones irregulares y se encuentran
en la CAD, alojan en su interior a las prolongaciones de los odontoblastos
que discurren por los tibulos dentinarios. A nivel fisiolégico son muy
importantes en la transmision de estimulos (41).

— Conexion amelodentinaria (CAD): es la zona que relaciona el esmalte con
la dentina. Esta conexién microscopicamente es festoneada, y estd
constituida por fosas pequefias y concavidades. Su espesor es de
aproximadamente 11,8 micras. Es una frontera muy importante en el
progreso de la caries dental (19).

— Fisuras y surcos del esmalte: su origen se debe a una coalescencia
incompleta de los 16bulos cuspideos, donde la actividad ameloblastica se
desarrolla de forma independiente y luego se sueldan, dando lugar a estas

invaginaciones de profundidad variable y morfologia diversa (19, 36).
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— Periquimatias y lineas de imbricacion de Pickerill: en los surcos el esmalte
forma unos rodetes que se conocen como periquimatias y van
desapareciendo con la edad debido al desgaste. Las lineas de imbricacién
son surcos poco profundos que se encuentran en la porcion cervical de la
corona y no son mas que las estrias de Retzius observadas desde la
superficie del esmalte (14).

— Laminillas o microfisuras: son similares a las fallas geologicas, son
invaginaciones de morfologia y profundidad variable que se extienden de

forma recta desde el esmalte hasta la dentina, son finas y delgadas (36).

Estrias transversales
de los prismas

Estrias de Retzius -

Conexién amelodentinaria (CAD

Prismas del esmalte

Figura 2. Detalles en un corte longitudinal de los prismas del esmalte. Estrias de Retzius
oblicuas en relacion con los prismas. Técnica por desgaste x 60. Fuente: Gomez de Ferrais y

Campos Muioz., (2009) (19).

14



INTRODUCCION

2.2 LA CARIES DENTAL: DEFINICION Y ETIOPATOGENIA

2.2.1 Definicion

La caries dental es una enfermedad multifactorial, no transmisible y dindmica, que
produce una pérdida de minerales en los tejidos duros dentales, se encuentra mediada por
una biopelicula cariogénica y modulada por la dieta. Esta determinada por factores
bioldgicos, conductuales, ambientales y psicosociales. Como consecuencia de este

proceso, se desarrolla la lesion de caries (44).

2.2.2 Etiopatogenia

La formacion de la caries dental dependeré de diversos factores como el biofilm
bacteriano, la estructura dental y los azlicares de la dieta, asi como de las influencias
ambientales, genéticas y salivales de cada individuo, todo ello se engloba un proceso
dindmico y sinérgico con periodos de desmineralizacion y remineralizacion. Si se produce
una desmineralizacion neta durante un tiempo suficiente daré lugar a una lesion de caries,
siendo consecuencia de un desequilibrio ecologico, dentro del equilibrio fisioldgico entre

el diente y la biopelicula microbiana oral (46, 47).

En la placa dental supragingival el nimero de especies bacterianas varia desde
500-600 hasta 200 especies en cavidades dentinarias o 125 en las lesiones de mancha
blanca (47), por lo tanto, el nimero es considerablemente grande y rompe con las

hipotesis de la placa especifica de la caries dental (48). Esta microbiota oral se origina de

forma natural y desempefia un papel positivo en el mantenimiento de la salud oral, sin
embargo, cuando existe una ruptura del equilibrio homeostatico normal entre el huésped
y la microbiota residente, ocurre una disbiosis y comienza el proceso de la enfermedad
(49). La disbiosis puede deberse a multiples factores, pero especificamente en el caso de
la caries dental comienza cuando las bacterias metabolizan los carbohidratos fermentables
de la dieta, principalmente azlicares, y actiian en la superficie del esmalte favoreciendo la
desmineralizacion (50,51). El cido lactico es el principal 4cido orgénico del metabolismo

de los aztcares y es el mayor responsable de la caries dental (46, 53).
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Estos acidos se van acumulando en la fase liquida de la biopelicula, haciendo
descender el pH hasta un punto en que las condiciones de la interfase de la biopelicula
con el esmalte se vuelven insaturadas y el acido comienza a desmineralizar poco a poco

la capa superficial del esmalte (46).

Esta pérdida de minerales produce un ensanchamiento de los espacios
intercristalinos del esmalte, aumento de la porosidad, y reblandecimiento de la superficie,
esto favorece que difundan mas rapidamente los acidos hacia zonas mas profundas del
diente, provocando la desmineralizacion que se encuentra bajo la superficie

(desmineralizacion subsuperficial) (45).

Debido a que es un proceso dinamico, esta primera fase de la caries puede
detenerse o revertirse (53). Esta situacion se produce mediante el acimulo de productos
de esta reaccion como el Ca'y PO4>" y esto protege parcialmente la capa superficial porque
eleva el grado de saturacion. Ademads, la saliva tiene accidn amortiguadora de estos
acidos, neutralizandolos. Otro eslabon clave en los factores protectores es el flaor. Todos
estos factores favorecen a que el pH de la biopelicula vuelva a la neutralidad y se vuelva
a saturar con Ca, PO4*" y fluoruros favoreciendo la deposicion de minerales en la

superficie (remineralizacion) (54).

Por el contrario, cuando existe una progresion de la desmineralizacion, la pérdida
mineral se hace mayor y aparece clinicamente una mancha blanca. Esta fase inicial
clasificada por el Sistema de Deteccion y Evaluacion Internacional de Caries (ICDAS),
como ICDAS 1y 2; es el primer cambio visual en esmalte, donde alin no existe cavitacion
(55). Esta fase inicial de la caries es muy importante porque la lesion puede detenerse y
revertirse por la precipitacion de minerales en la lesion, modificando asi los factores
causales o aplicando medidas preventivas, o permanecer activas y progresar a los

siguientes niveles (56).

Si la biopelicula adherida a la superficie del diente se deja madurar y permanece
durante mas tiempo va a dar lugar a una pérdida de minerales como el fosfato, el calcio y
carbonato del diente desarrollando microcavitaciones en la superficie, y dando lugar a un
ICDAS 3, en este caso aumenta la porosidad de la superficie del esmalte, existe pérdida

de la integridad, pero sin afectacion de dentina. En lesiones ICDAS 4, se puede apreciar
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una sombra subyacente de dentina, pero sin cavitacion (21, 55, 56). Estas dos situaciones

clinicas de denominan caries en estado moderado.

ICDAS 5y 6 aqui ya existe una cavidad con dentina visiblemente afectada, este
nicho favorecerd a la biopelicula protegiéndola y favoreciendo la progresion de la lesion
cariosa hasta un ICDAS 6 donde puede existir compromiso pulpar, favoreciendo una
necrosis y periodontitis apical (55-57), estas lesiones se encuentran ya en estado

avanzado.

Pitts y cols., (2017) describen la metafora del iceberg para la identificacion de la

caries y la prevalencia de esta en la figura 3 (45).

Caries con
afectacion
Caries extensa pulpar. 1%
Codigo
ICDAS 6

Caries de dentina
cavitada.
Cbdigo ICDAS 5

N
L

Caries de dentina visual. | Caries de

Codigo ICDAS 4 dentina 21%
Caries no visible
moderada
-/
Cambio de esmalte con cavitacion. 25%
Codigo ICDAS 3 ?
Caries de )
. Cambio visual en el esmalte. esm'a'\te 0
Codigo ICDAS 1y 2 visible 52%
Caries inicial
-/
Diente sano Caries subclinica

Figura 3. Diagrama de la metafora del iceberg para la identificacion de la caries dental
siguiendo la clasificacion del Sistema de Deteccion y Evaluacion Internacional de Caries

(ICDAS) y porcentajes de prevalencia de caries. Fuente: Pitts y cols., (2017) (45).
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2.2.3. Histologia de la caries dental

Histologicamente se han identificado diversas zonas con caracteristicas y

microscopicas relevantes en las lesiones incipientes de caries (ICDAS 1 y 2)

mediante microscopia de luz polarizada (ver figura 4).

Zona superficial a prismatica o capa de Darling: Tiene un espesor de 30

micras y se encuentra sobre un area radiolticida. Actiia como gradiente de
difusion permitiendo la entrada y salida de iones de calcio y fosfato de los
prismas del esmalte. El movimiento de flior de la boca a la superficie del
esmalte hace que la capa superficial sea mas resistente a los ataques acidos
formando fluoruro de calcio (58). Es la estructura mas dura y eso se debe
a los intercambios i6nicos durante los ciclos de desmineralizacion y
remineralizacion. De este modo, la superficie intacta del esmalte actia
como barrera contra la invasion bacteriana (52, 60).

Cuerpo de la lesion o zona subsuperficial: ocupa la mayor parte de la lesion

de esmalte, se extiende por debajo de la zona superficial o capa de Darling
hasta la zona oscura. En esta zona, la desmineralizacién es mayor y
presenta gran cantidad de materia orgénica y agua. Los prismas del
esmalte aparecen estriados y las estrias de Retzius estan aumentadas, asi
como los espacios intercristalinos. Si el volumen del poro es lo
suficientemente amplio es posible ver bacterias en el cuerpo de la lesion
(58).

Zona oscura: se encuentra ubicada por debajo del cuerpo de la lesion. Es
una zona con poros muy pequeios por los que la quinolina no es capaz de
pasar y es birrefrigente a la luz polarizada. Como estos poros estan llenos
de aire, la zona afectada aparece de color blanco opaco en clinica. El
volumen total de poros en la capa oscura varia entre el 2% y el 4%. Se
observa una disolucion de los cristales por la accion de los acidos (59, 61).

Zona translucida: es la zona mas profunda de la lesion, corresponde al

frente de avance interno y se encuentra por debajo de la zona oscura Existe
una disminucién del carbono y el magnesio. En esta zona se puede

observar una modificacion de los prismas debido a la intensa
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desmineralizaciéon que comienza en la sustancia interprismatica (ver

figura 4) (52, 59).

Capa superficial
aparentemente intacta

Cuerpo de la
lesion
subsuperficial (~ #
50%)

Imagen con luz polarizada de una fina
seccion de esmalte con una lesion
incipiente de caries

Figura 4. Seccion transversal de una lesion cariosa incipiente no cavitada observada bajo luz
polarizada, se aprecia el cuerpo de la lesion y la capa superficial aparentemente intacta. Fuente:

Feaderstone y cols., (2009) (51).

Segun el grado de afectacion de la caries dental, se llevan a cabo diversas
estrategias de intervencion. Teniendo en cuenta la progresion de la caries y la remocion

del tejido dental afectado (63):

1. Estrategias no invasivas: No se elimina el tejido dental duro y se basan sobre
todo en el uso de fluoruros y otras estrategias quimicas para controlar el equilibrio

mineral, controlar el biofilm y la dieta.

2. Estrategias microinvasivas o minimamente invasivas: eliminan la superficie del
tejido dental duro a nivel micrométrico, normalmente con grabado 4cido, como

las técnicas de sellado o infiltracion.

3. Estrategias invasivas: eliminan el tejido duro dental, por ejemplo, mediante el
uso de cucharillas de caries, instrumentos rotatorios u otros dispositivos. Esta

estrategia se encuentra asociada a la colocacion de restauraciones.
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2.2.4 Riesgo individual de caries

La caries dental como lesion, es un proceso dindmico, donde se alternan diversos
ciclos de desmineralizacién y remineralizacion a lo largo del dia en la cavidad oral (53).
Sin embargo la caries como enfermedad esta determinada por el equilibrio entre diversos
indicadores como son los factores protectores y factores de riesgo (ver figura 5), estos
factores determinaran en qué sentido se balancea el proceso de la caries, si se revierte,
progresa o se detiene (62, 63). Es una representacion visual de la naturaleza multifactorial
de la caries dental y nos ayuda a evaluar el riesgo de aparicion de la misma gracias a
cuestionarios que evaltan el riesgo de caries. Ademas, existen basandose en el riesgo de
caries individual del paciente, protocolos para prevenir, revertir y tratar la caries dental,

segun el riesgo de caries de forma individualizada (62, 64).

Factores protectores

Saliva y selladores
Antibacterianos
Fltor/Ca%*/PO4>
Habitos efectivos
Bacterias patogenas Reevaluacion basada
Ausencia de saliva en el riesgo

Habitos destructivos

Indicadores de enfermedad:

Factores de riesgo
e Manchas blancas

e Restauraciones de < 3
afios

e Lesiones de esmalte

e (Cavitaciones/Dentina

pH REMINERALIZACION

DESMINERALIZACION

CARIES NO CARIES

Figura 5. Balance del riesgo de caries modificado. Fuente: Young y Featherstone., (2013) (62).
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2.3. PROCESO DE DESMINERALIZACION Y REMINERALIZACION

El proceso de desmineralizacion y remineralizaciéon es un ciclo continuo y
variable que se repite después de la ingesta de alimentos. Especificamente los
carbohidratos fermentables se metabolizan en la placa dentobacteriana, y las bacterias de
este biofilm producen acidos organicos como el 4cido lactico, butirico, propionico y
succinico. La presencia de estos acidos va a dar lugar a una bajada del pH a valores
criticos, con un nivel de pH inferior 5,5 para el esmalte y 6,5 para la dentina, con la
consecuente liberacion de H que penetran en los cristales de HA. Cuanto mayor sea la

liberacion de H" mayor sera la disolucion del esmalte (21, 64, 65).

Los iones H' van a reaccionar con los grupos hidroxilos (OH) y los iones PO4*
de la HA, dando lugar a la formacion de los fosfatos primarios (HPO4.2), fosfatos
secundarios (H2PO4.), cido fosforico y agua (66). Esto da lugar a una continua pérdida
de OH y PO4, provocando una subsaturacion de estos iones y favoreciendo la pérdida de
fosfatos, seguida de la perdida de Ca*", situacion que hace que se altere la estructura
cristalina de la hidroxiapatita, provocando un ensanchamiento de los espacios
intercristalinos y aumentando la porosidad en la superficie, este proceso es conocido
como desmineralizacion (66, 68). Es el primer paso en la formacion de lesion de caries
dental, que puede evolucionar desde una mancha blanca hasta una cavitaciéon en el

esmalte dental (67).

Si los iones de fluor estan presentes en la superficie del cristal en una
concentracion suficiente antes o durante la desmineralizacion, estos pueden adsorberse
en la superficie e inhibir notablemente la desmineralizacion (52, 69). Por otro lado, si el
pH es superior a 4,5 y existe presencia de ion es fliior, se produce una nueva precipitacion
de minerales al esmalte, debido a que la biopelicula se sobresatura con respecto a la FA,

disminuyendo asi el proceso de desmineralizacion (37, 66).

Después de 20-40 min, el pH vuelve a subir por encima del nivel critico (pH
superior a 5.5 en esmalte y 6.5 en dentina), y disminuye la concentracion de H*, esto va
a permitir que los iones de OH', PO4s* y Ca®* queden libres para difundirse en la

biopelicula y luego en los prismas del esmalte afectado (ver figura 6); esta ganancia neta
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de minerales que reemplaza lo que previamente se habia perdido se conoce como

remineralizacion (66, 68, 70).

Este proceso de reparacion natural da lugar a la formacion de nuevos precipitados
minerales con propiedades fisicas y quimicas diferentes, presentando una mayor
complejidad. Estas zonas remineralizadas tendrdn menor microporosidad y mayor
concentracion de fluoruro; van a estar compuesta de FA y FHA, haciendo a la superficie
menos soluble a la accion de los 4cidos y por tanto més resistente a la desmineralizacion
(70).

Demineralization + F Remineralization + F

Ca"+PO,
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Figura 6. Proceso de desmineralizacion y remineralizacion. Fuente: Cury J. y cols., (2016) (65).

2.4. BIOMINERALIZACION

La biomineralizacion es un proceso dindmico y complejo, mediante el cual los
organismos vivos controlan las precipitaciones de nanocristales inorganicos dentro de
matrices orgéanicas para formar tejidos bioldgicos hibridos unicos y, jerdrquicamente

estructurados como por ejemplo el esmalte, dentina, cemento y hueso (71).

En el esmalte dental la biomineralizacién es un proceso mediado por la matriz
organica donde las proteinas del espacio extracelular son las que dirigen la iniciacion,
orientacién, empaquetamiento y maduracion de los cristales. Después de la erupcion
dentaria, el esmalte maduro no contiene células ni puede remodelarse de ahi la

importancia en la comprension de este mecanismo para el disefio e investigacion con
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materiales biomiméticos (materiales que imitan procesos biologicos) y su aplicacion en

odontologia minimamente invasiva (9).

Existen ciertos factores que se deben controlar para conseguir un material
biomimético, como por ejemplo que exista un pH adecuado y el momento de la adicion
de las proteinas al sistema, siempre en un laboratorio que permita unas condiciones

cercanas al microambiente fisiologico (31).

Tras los recientes avances en la sintesis de materiales biomiméticos, han ido
surgiendo estrategias basadas en aditivos peptidicos y autoensamblaje de proteinas que
pueden controlar etapas clave de la mineralizacién, como la nucleacién y la organizacién
del crecimiento (72), destacando el péptido 8DSS, P11-4, péptidos de amelogenina ricos

en leucina, PAMAM, y la nanohidroxiapatita, que explicaremos a continuacion.

2.5. AGENTES REMINERALIZANTES

La remineralizacion puede ocurrir de forma natural a través de la saliva, siendo
un proceso mas lento y dando lugar a un depdsito de minerales en la capa mas
subsuperficial. Ademas puede ser inducida por diversos agentes remineralizantes (69),
todos ellos han sido clasificados segin el material, producto utilizado, y grado de

evidencia cientifica de las publicaciones (ver tabla I).
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Material Producto comercial Grado de
evidencia
Saliva
Fluoruros Colutorios: 0.05%; 0.2% (225 ppm; Lacer, Kin, etc ... (P) Moderado
900 ppm)
Pastas dentifricas: 1.000-5.000 Lacer; Kin; Duraphat 5000 (P) Alto
ppm
Geles: 12.500 ppm Flugel; Clarben (P) Mod/bajo
Barnices: 5% (22.600 pm) Duraphat; profluorid Moderado (esmalte)
Varnish
AgF(NH3),: 44.800 ppm Riva Star; Riva Star Aqua Alto (dentina)
Sistemas Péptidos 8DSS (Aspartato-Serina- - =
Biomiméticos Serina) Fosfoproteina de dentina
Péptido sintético P11-4 Curodont 77?7 1 meta/2 ECAS
Repair/Protect;Regenamel
Péptidos de Amelogenina ricos en - —
Leucina
Dendrimeros de poli amido-amina - -
(PAMAM)
Remineralizacion mejorada y = =
acelerada eléctricamente
(REMINOVA)
Nanohidroxiapatita Apagard toothpaste / Bajo
Desensin pasta y colutorio;
Vitis anticaries; Orthocare;
Remin Pro
Fosfatos de Fosfato de calcio amorfo Enamelon toothpaste -
calcio (SnF;-1150 ppm F)
Fosfato de calcio amorfo GC Tooth mouse / Ml paste  Alta evidencia de que
estabilizado con fosfopéptido de plus (900 ppm F)/ MI paste solos no funcionan
caseina (ACP-CPP) one toothpaste (900 ppm F)
/MI varnish (22600 ppm F)
Fosfato B-tricalcico funcionalizado Clinpro white varnish Alta evidencia de que
(22600 ppm F) / clinpro solos no funcionan
toothpaste (950 ppm F)
Vidrios Bioglass Novamin (pastas, No evidencia
Bioactivos composites, adhesivos,
etc..)
Sistemas de Trimetafosfato sodico Oral B pro-expert pasta No evidencia
Polifosfato Glicerofosfato calcico (SnF;- 1100 ppm F; NaF
Hexametafosato sodico 350ppm F)
Productos Galla Chinensis -
Naturales Hesperidina
Goma arabiga
Arginina Productos Colgate

Alto riesgo de sesgo

Tabla 1. Agentes remineralizantes segiin material, producto utilizado y grado de evidencia

cientifica.
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2.5.1. Saliva

La saliva es una secrecidon exocrina de consistencia acuosa producida por las
glandulas salivares de la cavidad oral, puede definirse también como un biofluido
complejo compuesto por derivados de los sacos gingivales, superficies dentales y
mucosas (73). Es ligeramente 4cida y estd compuesta principalmente por un 99,5% de
agua, un 0,3% de proteinas (mucinas) y un 0,2% de enzimas y sustancias inorganicas (74,

75).

El ser humano es capaz de producir aproximadamente un total de 1-1,5 litros de
saliva al dia, esto equivale a 0,5 ml/min (75). Es un sistema de defensa natural y participa
en diversas funciones como por ejemplo el gusto, la digestion inicial favoreciendo la
formacion del bolo alimenticio, lubricacion, dilucion y limpieza gracias a que el fluido
salival elimina el exceso de carbohidratos limitando su biodisponibilidad en el biofilm
bacteriano. También desempeiia un importante papel en la proteccion y reparacion tisular
(76). Presenta actividad antibacteriana modulando la adhesion de microorganismos al
tejido oral, ademas, debido a la presencia de inmunoglobulinas, como al IgA, IgG y IgM
tiene capacidad de neutralizar, virus, bacterias y toxinas enzimaticas (74), también las
moléculas protedmicas, como las histatinas, la mucina, lactoperoxidasa, las defensinas,
los péptidos ricos en prolina y la lactoferrina (LF), regulan la flora microbiana de la

cavidad oral ejerciendo efectos antibacterianos directos (77).

La funcion buffer de la saliva juega un papel primordial, ya que regula el pH
salival mediante cuatro sistemas de amortiguacion: bicarbonato, fosfato, proteinas y urea
esto permite mantener la integridad del esmalte dental modulando los procesos de
desmineralizacion y remineralizacion. La concentracion de bicarbonato en el sistema
tampon desempeiia un papel importante en la proteccion contra la caries dental y actia
principalmente para neutralizar los &cidos (78). La saliva libera iones de bicarbonato
(HCO") y PO4 que capturan el exceso de protones de H' y de esta manera evita la caida

del pH en la cavidad oral (79).

La saliva es capaz de suministrar iones de calcio, fosfato y fluoruro biodisponibles
al diente. A pH fisiologico (pH 7.0), la saliva estd sobresaturada de minerales (80)
favoreciendo un entorno reparador y protector manteniendo la integridad de los tejidos
dentales (49). Normalmente no se produce la precipitacion de las fases de fosfato de calcio
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en la saliva, debido a la presencia de proteinas salivales, en particular estaterina (81) y
fosfoproteinas ricas en prolina (82). Las proteinas se unen a los grupos de iones de Ca**
y PO4*, impidiendo su crecimiento hasta el tamafio requerido para la precipitacion y
transformacion en una fase cristalina; esto va a permitir que los iones permanezcan
biodisponibles para difundirse en las lesiones deficientes en minerales y se produzca la
remineralizacion de los cristales desmineralizados, al tiempo que se evita la deposicion
superficial en forma de sialolitos (69). Los bajos niveles de calcio, fosfato y flaor
disponibles en la saliva pueden ser absorbidos por las glicoproteinas de la biopelicula
temprana, las cuales actian a lo largo de la interfase entre la placa y la superficie dental
atrayendo los iones Ca?", las fosfoproteinas regulan la precipitacion del Ca®*, uniendo y
estabilizando el Ca?'y el fosforo (P) y las proteinas acidas ricas en prolina (PRP) se van
a unir a la HA y Ca®" para favorecer la formacion de nuevos cristales y evitar la

desmineralizacion (83).

Se ha demostrado que la remineralizacion neta producida por la saliva es escasa y
lenta, con una tendencia a que la ganancia mineral se encuentre en la capa superficial de

la lesion debido al bajo gradiente de concentracion de la saliva en la lesion (70, 85).

La tasa de flujo salival es muy importante en la evaluacion del riesgo de caries, en
la que se considera un pardmetro clave (85). Existe una relacion directa entre la tasa de
flujo salival y la tasa de eliminacion que, a su vez, afecta a la formacion de caries dentales,
lo que significa que cuanto mayor sea la tasa de flujo salival, mas rapida serd la tasa de
eliminaciéon y mayor serd la capacidad de amortiguacion, lo que se traducird en una

reduccion significativa de la formacion de caries dentales (80, 87, 88).

2.5.2. Fluoruros: mecanismo de accion

El fltor es un elemento quimico que pertenece al grupo de los halégenos de bajo
peso atomico y cuenta con una gran electronegatividad, esto permite que pueda
interaccionar con cationes, como el calcio o el sodio, para formar compuestos estables

como ¢l fluoruro de calcio o el fluoruro de sodio (89, 90).

La accién mas importante del fluor es topica, cuando el ion fllior esté presente en

el lugar correcto (saliva o biofilm), en el momento adecuado (justo después de eliminar
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el biofilm o cuando el biofilm es expuesto al azlicar) y en una concentracion apropiada,

es cuando interfiere en el proceso de desmineralizacion y remineralizacion (37, 91).

Cuando existe un ambiente acido (pH 5.5), la presencia de fliior evita que se
produzca la disolucién del principal mineral del esmalte dental, la hidroxiapatita,
impidiendo la desmineralizacion del esmalte en la superficie del cristal y protegiendo los
cristales de hidroxiapatita (91). Cuando el pH se eleva por encima del nivel critico de 5.5,
el F- conduce a la remineralizacion, y refuerza el deposito de Ca?" y PO4* en el esmalte
formando FA y FHA, volviendo al esmalte mas resistente al entorno 4cido debido a la
disminucién del pH critico (5,5 esmalte y 6,5 en dentina) en los cristales de FHA. Si al
esmalte desmineralizado se elimina la placa dental mediante el cepillado, la saliva es
capaz de remineralizarlo, pero si hay presencia de F-, este efecto aumentaria pero, para
ello son necesarios 3,0 uM (0,05 ppm F) para que no so6lo tenga un efecto preventivo,

sino también terapéutico; a este fendmeno se le conoce como fluorterapia (92, 93).

Se ha descrito como los iones de fllior afectan a la fisiologia de las células bacterianas
inhibiendo las enzimas glicoliticas y afectando a la permeabilidad de la membrana celular
y disminuyendo el pH citoplasmatico, lo que provoca una disminucién de la produccién
de 4cidos (butirico y acético), mecanismo inicial indispensable para la descomposicion
de la HAP en iones calcio, fosfato y agua (92, 93). Ademas, se ha visto que en presencia
de fluor ocurre una disminucion de la produccién de polisacaridos de la matriz

extracelular en la placa dental (89, 90).

El empleo de sistemas topicos (pastas fluoradas, geles, colutorios) se encuentra
asociado a una reduccion significativa de las lesiones de caries dental (94-96) (figura 8) .

En este sentido hay que destacar:

e Los colutorios a nivel comercial se pueden encontrar como fluoruro de sodio al
0,2 % (900 ppm) con uso de forma semanal, o al 0,05% (225 ppm); para uso
diario (68, 97).

En una revision sistematica realizada por Marinho VC. y cols., (2003) (97) no se

obtenia una asociacion directa con la concentracion del enjuague, frecuencia de
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uso, exposicion previa a fluoruros o nivel de riesgo de caries de los pacientes

debido a la gran heterogeneidad de los estudios presentes en la literatura (98, 99).

Se observo una disminucion del 27% de la prevalencia de caries con el uso de
enjuagues fluorados en denticidon permanente, con un grado de evidencia de
calidad moderada y escasa evidencia con respecto a los efectos adversos (99). En
denticion temporal existe muy poca informacion al respecto, no hay ningun
ensayo que analice el efecto de los enjuagues fluorados en denticion temporal

(100).

El empleo de pastas dentales fluoradas es el método mas eficaz para reducir la
aparicion y controlar las lesiones de caries. Su efecto es doble, por un lado, se
produce una remocion mecanica de la placa mediante el cepillado dental y por
otra tiene accion el fluor presente en el dentifrico. Actualmente las pastas dentales
fluoradas se han incluido en la lista de medicamentos esenciales para la salud de
nifios y adultos segiin la OMS, permitiendo que sea un producto mas asequible,
donde su calidad y disponibilidad se han convertido en un punto de interés para la

salud publica (101).

Las pastas dentales se pueden comercializar con fluoruro de sodio, fluoruro de
estano, fluoruro de amina y el monofluorfosfato de sodio (102, 103) (ver tabla

1)

En las formulas de las pastas dentales, el flior debe ser soluble quimicamente,
favoreciendo su biodisponibilidad en la cavidad oral durante el cepillado. Dicha
biodisponibilidad dependera de si el flior y el abrasivo empleados son
compatibles. Debido a la incompatibilidad del NaF, SnF, y AmF con abrasivos a
base de calcio, se han utilizado particulas de silice (SiO2). En estas formulaciones,
el F-es soluble y por tanto mas efectivo contra la caries dental. Pastas dentales que
contienen abrasivos a base de calcio, como el monofluorfosfato de sodio (MFP)
parte del F~total queda insoluble en estas formulaciones y su biodisponibilidad es

parcial (37,91, 102, 104).
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Efecto Anti- Efecto
Compatibilidad Principio bacteriano y Anti-
Férmula Nombre con el Ca de los activo y anti-gingivitis | Erosivo y
abrasivos efecto Anti- principios
Caries activos
F" (ion Fluor)
NaF Fluoruro Incompatible Fuerte & Ausente Débil
de sodio Directo (F)
F" (ion Fluor)
SnF, Fluoruro de | Incompatible Fuerte & Sn™" Bueno
estafio Directo (Sn"+F)
C27HoN2F203 | Fluoruro de F (ion Fluor) ‘ Débil
amina Incompatible Fuerte & Débil (F)
(“Olaflur”) Directo
‘C|>
F-IP -0
Na;FPO3; Monofluoro- | Relativamente o Ausente Ausente
fosfato de compatible
sodio Ion FPO5™
Fuerte pero
indirecto

Tabla I1. Formulas quimicas de fluoruro en los dentifricos, compatibilidad con el calcio de los

abrasivos, principio activo y efectos. Fuente: Gudifio Fernandez S., (2023) (67).

Existe suficiente evidencia cientifica sobre el empleo de las pastas dentales
fluoradas, se ha demostrado que reducen la caries dental en un 24 % en denticion
permanente en comparacion con aquellas pastas sin flior (94), con un grado de
evidencia relativamente alto. En cuanto a la denticiéon temporal solo un estudio
determind que uso de pasta dental fluorada puede conseguir una reduccion
aproximada del 37% (105, 106), siendo necesarios mas estudios en denticion
temporal. La recomendacion actual es que presenten al menos 1000 ppm F desde el
primer afio de vida y 1500 ppm F en mayores de seis afios, adolescentes y adultos
(98). En pacientes con alto riesgo de caries el uso de una pasta dental con una alta
concentracion de flaor (2.450 a 5.000 ppm F), dos veces al dia, es mas eficaz para
prevenir futuras lesiones de caries que las formulaciones convencionales (98, 107).
Existen pastas dentales disponibles en forma trasliicida (gel), las cuales no presentan
abrasivos, tienen niveles mds altos de F y son diferentes a los geles convencionales
de fluoruro, estas se suelen utilizar en consulta y se aplican con menor frecuencia que

una pasta de dientes convencional (102, 106, 108).
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En la efectividad clinica de las pastas dentales van a intervenir otros factores a

parte de la concentracion de fluior, como es la cantidad de pasta utilizada, edad inicial

de uso, frecuencia, tiempo y duracién del cepillado (97, 103).

En estudios in vitro e in vivo, se observo que la combinacién de fluoruros y aceites

esenciales (mentol, timol, eucalipto e metilsalicilato) en colutorios no reduce su efecto

anticaries y afiade los beneficios de los aceites esenciales contra la gingivitis (109,

110), aunque son necesarias mas investigaciones al respecto.

Los geles de flior contienen una alta concentracion de fluoruro y es la manera
mas habitual de aplicacién a nivel profesional, puede ser en cubetas cuando
hablamos de gel de fluoruro de fosfato acidulado (12.500 ppm F). Es importante
no confundir las pastas dentales con fliior que estan disponibles en formato gel
con los geles de flior convencionales, ya que estos ultimos suelen tener una
concentracion de fluor mucho mayor que las pastas de dientes con flior, no
contienen abrasivos y su frecuencia de aplicacion suele ser cada 6 meses (111).

En un metaanalisis evaluaron numerosos estudios con un grado de evidencia
moderado y demostraron que la aplicacion de geles de flior puede disminuir el
riesgo de caries en la denticién permanente en un 28% (111). También observaron
que en denticiéon temporal el riesgo de caries tuvo una reduccion del 20% al
utilizar los geles de flior en comparacién con un placebo (IC del 95% del 1 al

38%) pero, con un nivel de evidencia de bajo (111).

Los barnices de flior los podemos encontrar principalmente en concentraciones
de 22.600 y de 56.300 ppm F. La aplicacion del barniz produce un aumento en las
superficies de los dientes de los depdsitos de fluoruro célcico en la cavidad oral y
su efecto dependerd de la concentracion/solubilidad de fluoruro presente en el
producto y del pH (a mayor acidez, reaccion quimica mas rapida) (112). Cuando
se aplica fluor en gel (acuoso) la reaccion es inmediata, porque contienen fluoruro
soluble; sin embargo, cuando aplicamos barniz que tiene fluoruro insoluble,
tendra lugar a una reaccion mas lenta, porque la saliva debe penetrar en la capa de

barniz adherido a la superficie y disolver el NaF para que el fluoruro pueda
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interaccionar con los minerales del diente (91, 104). Por tanto, es necesario que el

barniz permanezca en la superficie del diente mas tiempo entre 4 a 24 horas (113).

Diversos estudios han demostrado que la aplicacion de barniz de fltior 2-4 veces
al afio se asocia a una disminucion significativa de la caries dental(95,114). El uso
de barniz de fliior en denticion permanente se asocid con una reduccion de caries
del 43%; mientras que en la denticion temporal la reduccion fue de un 37% (96,
114). Sin embargo, el grado de evidencia en el 68% de los estudios se clasifico
como de alto riesgo de sesgo y el resto de sesgo incierto, ya que presentan gran
heterogeneidad en la recogida de pruebas en los diversos ensayos incluidos en la

ultima revision de Cochrane (95).

El Fluoruro Diamino de Plata (SDF) existe desde la década de 1970, pero no fue
hasta 2014 que fue aprobado por la FDA como agente desensibilizante,
antibacteriano y remineralizante para tratar la caries dental. En 2017 la Asociacién
Americana de Odontopediatria (AAPD) recomendd el empleo de SDF para
reducir las lesiones de caries cavitadas en denticién primaria como parte del
manejo de la caries dental. Es una solucion topica, acuosa y transparente que
contiene fluoruro diamino de plata al 38%, esto equivale a 44.800 ppm de fluoruro
y 255.000 ppm de plata; lo podemos encontrar en otras concentraciones (10%,
12% y 30%) dependiendo del pais de comercializacion (115, 116). Estos
elementos, en tan alta concentracion, dan lugar a la siguiente reaccion:

hidroxiapatita + SDF — fluoruro de calcio + fosfato de plata + hidroxido de

amonio (117).

El fluoruro de calcio se une débilmente al diente y actiia como reservorio de
fluoruro que se liberara cuando exista una disminucion de pH. El fosfato de plata
también actua como reservorio de iones fosfato en las caidas de pH (116). Por otro
lado, los iones de plata se adhieren a la estructura de la pared celular, favoreciendo
la ruptura de las membranas e inhibiendo la movilidad bacteriana. También puede
actuar en el interior de las células bacterianas interactuando con el ADN,
inactivando el ADN/ARN o dando lugar a mutaciones del ADN lo que conllevaria

a una apoptosis celular (116, 117). Se ha observado que los iones de plata van a
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destruir el coldgeno tipo I presente el contenido orgénico de la lesion cariosa en

dentina (117, 118).

Como se ha podido demostrar son muchas las ventajas del Fluoruro Diamino
de Plata, desde inhibir la desmineralizacion de los tejidos duros del diente y
favorecer la remineralizacion, hasta su efecto bactericida sobre los
microorganismos cariogénicos. Su principal desventaja es la tincion de diente
(115, 118). El tejido afectado por la caries, tanto en esmalte como en dentina se
vuelve de un color marrdn oscuro o negro, esta tincion solo se podrd eliminar
mediante el uso de fresas. En el esmalte sano no se producira la tincion (115).
También se han descrito lesiones, tinciones e irritaciones reversibles en la

mucosa, ademas de mal sabor en la boca justo después de su aplicacion (119, 120).

Se ha observado que combinando el SDF con yoduro de potasio (KI), , bajo la
marca Riva Star con la incorporacion de amoniaco y se ha observado una
reduccion de la tincion, ya que el yoduro de potasio va a interaccionar con los
precipitados de plata formados durante la mineralizacion y elimina los excesos de
iones de plata que son los causantes de las manchas no deseadas, dando muy

buenos resultados en diversos estudios (121-123).

Actualmente existe una nueva generacion de Fluoruro Diamino de Plata
llamada Riva Star Aqua, donde se ha sustituido el amoniaco por el agua, lo cual
supone un menor riesgo en cuanto a irritacion de los tejidos, no necesita
refrigeracion para su conservacion y no presenta olor ni sabor desagradable,
disminuyendo las desventajas del Fluoruro Diamino de Plata convencional, pero,

reduciendo su efectividad contra la caries dental (124, 125).

Diversos estudios han demostrado que el uso de SDF en comparacion con el
tratamiento restaurador atraumatico (ART) disminuye la aparicion de caries en la
denticion temporal y mixta, pero, estos presentan un nivel de evidencia bajo.
Ademads, es importante tener en cuenta que SDR aumenta el riesgo de efectos

adversos en comparacion con ART (126).
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El porcentaje de reduccion de caries evaluado para un SDF al 38% fue de un
70-78% en denticion temporal (117) y de un 64% en denticion permanente (127),

con un grado de evidencia bajo (128).

2.5.3. Sistemas biomiméticos

El efecto biomimético se basa en la capacidad de imitar tejidos biologicos y sus
funciones. La remineralizacion biomimética imita el proceso de biomineralizacion natural
al reemplazar el agua desmineralizada de la matriz de colageno por cristales de apatita

(129). Existen diferentes sistemas que se describen a continuacion:

a) Péptidos 8 DSS (Aspartato- Serina- Serina)

Es un péptido derivado de la fosfoproteina dentinaria (DPP) que es secretada por los
odontoblastos y se encuentra en el frente de mineralizacion de la dentina. Es la proteina
no coldgena mas abundante que existe en la matriz extracelular de la dentina y se ha
empleado como plantilla de nucleacion en la formacion de hidroxiapatita para iniciar la

mineralizacion de la dentina (130).

La DPP presenta numerosas secuencias nucledtidas repetitivas de aspartato-serina-
serina que se cree que favorecen la formacion de hidroxiapatita (131). Se han analizado
varios péptidos pequefios basados en la secuencia de la fosfoproteina de la dentina, y estos
péptidos son multiples repeticiones del tripéptido aspartato-serina-serina (DSS), y se ha
visto que presentan gran afinidad por los compuestos de fosfato calcico. De todos estos
péptidos los 8 DSS (contiene 8 repeticiones de aspartato-serina-serina), son los mas
activos en la mediacion de la deposicion mineral (132—134). Se ha demostrado en varios
estudios que promueve la remineralizacion in vitro, inhibiendo la desmineralizacion del
esmalte y potenciando el efecto anticaries del NaF, pero son necesarios mas estudios al

respecto (133—-135).
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b) Péptido sintético P11-4

Los péptido autoensamblantes, son péptidos monoméricos de bajo peso molecular y
de enlaces no covalentes, capaces de penetrar en las lesiones de esmalte y formar un
armazon donde se depositard la hidroxiapatita (98,136,137). Un ejemplo de ello es el
péptido bioactivo P11-4 sintetizado a partir de 11 aminoécidos naturales con la secuencia
GIn-GIn-Arg-Phe-Glu-Trp-Glu-Phe-Glu-GlIn-Gln el cual responderé ante las variaciones
de pH y flujo salival (138,139).

El péptido se va a ensamblar siguiendo un orden jerarquico de cintas, cintas, fibrillas
y fibras hasta formar un andamio tridimensional, imitando la matriz del esmalte dental.
Cuando existe un pH inferior a 7,5 el P11-4 forma ensamblajes en forma de cinta de
lamina B. Cuando el pH disminuye, el péptido se modifica de una fase fluida a una fase
gelatinosa y mas rigida en respuesta a estas variaciones de pH (139). Los grupos anidnicos
de las cadenas laterales como el acido glutdmico atraen iones de Ca?" y la arginina atraen
iones de PO4* de HAP al esmalte (139-141). Esto da lugar a la deposicion del calcio y
fosfato presentes en la saliva en esta matriz 3D y se espera una remineralizacion desde la

zona mas profunda hasta la mas superficial de la lesion de caries (142, 143).

El P11-4 se ha comercializado mediante Curolox Technology con los nombres
comerciales de "CurodontTM Repair" y "Curodont™ Protect". La diferencia entre ambos
radica en la composicion: Curodont™ Repair es una forma monomérica del P11-4, que

t™ Protect es una forma

se aplica a nivel profesional en clinica, mientras que Curodon
polimérica de matriz peptidica de autoensamblaje que contiene 1000 ppm P11-4y
900 ppm de fluoruro y fosfato de calcio, destinada tanto para uso profesional como para
uso doméstico (144). Ambos productos difieren no solo en su formulacion y
concentracion, sino también en su modo de accion por ejemplo, la forma monomérica
permite una difusién dentro del cuerpo de la lesion cuando se aplica en lesiones cariosas
activas y , la accidon de la forma polimérica es principalmente en la superficie dental

porque sus fibras son demasiado largas para poder penetrar en el cuerpo de la lesion (139,

141, 144).
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¢) Péptidos de Amelogenina ricos en Leucina

Las principales proteinas que forman el esmalte son las amelogeninas, y juegan un
papel esencial en la regulacion de la mineralizacion y organizacion estructural de este
tejido. Esta proteina estabiliza transitoriamente el fosfato de calcio amorfo y hace de guia
durante el proceso de cristalizacion para obtener una superficie de fluorapatita mas
compacta (145). La amelogenina es clave para poder desarrollar péptidos mas cortos y
usarlos en la remineralizacion del esmalte, como por ejemplo el p 11-4 (146). Los
péptidos de Amelogenina ricos en Leucina (LRAP), son derivados del gen de la
amelogenina expresado a lo largo del desarrollo del esmalte (147). Se ha demostrado que
los dominios N-terminal y C-terminal desempefian un papel esencial en la formacion
adecuada de minerales del esmalte (148). La LRAP presenta propiedades similares a la
amelogenina original con respecto a la regularizacion de la mineralizacion y la

estabilizacion del fosfato de calcio amorfo en estudios in vitro (149, 150).

d) Dendrimeros de Poli amido-amina (PAMAM)

Los dendrimeros son moléculas de naturaleza polimérica obtenidas por sintesis
quimica y poseen una estructura bien definida, muy ramificada y monodispersa (151).
Presentan un tamano que se puede medir en escala nanoscépica y puede funcionalizarse
su superficie de forma controlada (152). Los mas usados con los poliamidoaminas
(PAMAM), son proteinas artificiales que imitan el comportamiento de autoensamblaje
de las amelogeninas para formar una estructura muy parecida in vitro y sirven de plantilla
organica para controlar la sintesis de los cristales de hidroxiapatita (153). Investigaciones
sobre el efecto de la poliamida modificada con grupos de &cido carboxilico en la
cristalizacion de la hidroxiapatita en la superficie de esmalte grabado han demostrado que
favorece la formacion de cristales de hidroxiapatita con la misma orientacion, estructura

y mineralizacion que el esmalte intacto en un tiempo relativamente corto (154).

Diversos estudios han combinado PAMAM con otros materiales inorganicos para
guiar la biomineralizacion, como el fosfato de calcio amorfo (155) o nanocompuestos de
oro (156) y aunque presenten buenos resultados, es necesario continuar las
investigaciones para mejorar la matriz de PAMAM vy su capacidad de union a la HAP
(157).
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En cuanto a su bioseguridad atn no se ha especificado su concentracion, ni tiempos de
procesamiento, tampoco se ha investigado en profundidad las caracteristicas fisicas o
quimicas de la capa mineral formada con PAMAM (microdureza o resistencia al ataque
acido) (158). Actualmente las investigaciones se encuentran en fases preclinicas, por
tanto, es necesario continuar con las investigaciones y sobre todo evaluar su seguridad

antes de pasar a fases clinicas de experimentacion.

e) Remineralizacion mejorada y acelerada eléctricamente (REMINOVA)

Una de las tltimas tecnologias disefiadas para la remineralizacion del esmalte es
la iontoforesis, que se encarga de crear un pequefio campo eléctrico desde un dispositivo
dental especifico para acelerar el flujo de iones minerales hacia las areas mas profundas
de las lesiones de caries, previamente limpias y acondicionadas (159). Este método se
conoce como remineralizacion acelerada y mejorada eléctricamente (EAER). El objetivo
es reparar las lesiones de caries de forma no quirtirgica y de manera indolora. Los estudios
muestran que el esmalte tratado con EAER es tan duro que el esmalte sano y con una
densidad mineral muy similar (160). Aunque se trata de una tecnologia prometedora atn

no se tienen resultados suficientes para su evaluacion.

f) Nanohidroxiapatita

La nanohidroxiapatita (n-HAP) ha ganado actualmente una amplia aceptacion en las
ciencias de la salud por ser uno de los materiales mas biocompatibles y bioactivos, tiene
una morfologia y una estructura cristalina similar a la apatita dental (161, 162). En general
las particulas nanométricas, presentan propiedades mejoradas en comparacion con las
particulas micrométricas y se le considera como una biocerdmica (162). Contiene
alrededor de 4 + 1 % en peso de iones carbonatados, estos iones sustituyen especialmente
a los grupos fosfato. Los nanocristales biomiméticos de carbonato-hidroxiapatita pueden
agregarse en grupos. Estos agregados presentan una superficie nanoestructurada de

aproximadamente 80 m2/g (129).

El tamafio nanométrico permite penetrar facilmente dentro de los tiibulos dentinarios
y las microfisuras del esmalte; de esta forma permite un sellado de los tlbulos,
restaurando la microestructura y composicion quimica de los tejidos dentales. Ademas,

provoca una alteracion del flujo del fluido intertubular, reduciendo la conductancia
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hidraulica y disminuyendo la sensibilidad dental (163). Los cristales de n-HAP, se
depositan en la capa externa de la lesion de caries formando una nueva capa altamente
mineralizada, actuando de relleno y haciendo que la superficie del esmalte se vuelva mas
resistente frente a los ataques acidos (161, 163), pero, a su vez, impide la difusion de

iones minerales hacia las regiones mas profundas de la lesion (164, 165).

Estudios in vitro han evaluado la capacidad remineralizante de la n-HAP, y tras dos
semanas de su uso hubo una reduccion visible de las zonas desmineralizadas y un
aumento significativo de la microdureza del esmalte tratado en comparacion con el no
tratado (163). Sin embargo, otros estudios demuestran que las pastas dentales con
nanohidroxiapatita independientemente de la presencia de fluoruro o no, no tienen
capacidad de reducir la desmineralizacion del esmalte y la dentina (166). Actualmente
existen hallazgos contradictorios y muy pocos ensayos clinicos que permitan verificar el
efecto remineralizante de la nanohidroxiapatita (164), de ahi la importancia de continuar

investigando sobre este material.

2.5.4. Fosfatos de calcio

Existen tres sistemas de remineralizacion a base de fosfato de calcio.

El primer sistema es el fosfato cdlcico amorfo no estabilizado (ACP o Enamelon TM)
utiliza iones como el sulfato de calcio e iones fosfato (por ejemplo, fosfato de amonio) a
veces en presencia de fluor o utilizados de forma individual. A medida que las sales se
mezclan con la saliva, se disuelven liberando iones de calcio y fosfato, lo cual favorece
la precipitacion inmediata de ACP o en caso de ser usado junto con iones fluoruro, fosfato
de fluoruro de calcio amorfo (ACFP). A nivel intraoral, estas fases (ACP y ACFP) son
muy inestables y se transforman rdpidamente en hidroxiapatita y fluorhidroxiapatita. Sin
embargo, antes de las fases de transformacion, los iones de calcio y fosfato deben estar
transitoriamente biodisponibles para inhibir la desmineralizacion del esmalte y promover
la remineralizacion del esmalte afectado (167). Los fabricantes afirman que la formacion
de fosfato de calcio amorfo por via oral ayuda a reconstruir el esmalte dental a través de
la remineralizacion, pero actualmente la literatura no recoge suficientes estudios que

puedan validar esta afirmacion (167).
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El segundo sistema es el fosfato cdlcico amorfo estabilizado con fosfopéptido de
caseina (ACP-CPP). El fosfopéptido de caseina (CPP) debe su nombre a la proteina que
se encuentra en la leche bovina y contiene la secuencia de los siguientes aminoécidos: (-
Ser(P)-Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu-), tiene una notable capacidad para estabilizar el calcio y
el fosfato (168, 169). Al mezclar los CPP con una solucién de sales de fosfato y de calcio,
los péptidos ayudan a organizar un cristal amorfo de fosfato de célcico (ACP) o fosfato

de fluoruro célcico (CPP-ACPF) (98).

El efecto anticariogénico de los ACP-CPP se debe a que estos complejos se
incorporan al biofilm y se adhieren a la superficie dental, actuando como un reservorio

de calcio y fosfato. Estas nanoparticulas de péptidos de caseina y fosfato de calcio,
durante condiciones 4cidas favorecen la liberacion de iones PO4=3, OH™ y Ca®?2 del

esmalte, son capaces de capturar este exceso de los iones libres y mantienen un ambiente
de sobresaturacion de estos iones con respecto al esmalte, lo cual impide la caida del pH
evitando la desmineralizacion (170). En estudios in vitro se ha visto que ACP-CPP es
capaz de interaccionar con los iones de hidrogeno y puede difundirse en el esmalte dental,

favoreciendo una remineralizacion a nivel subsuperficial (171).

El tercer sistema es el fosfato p-tricdlcico funcionalizado (f -TCP), es el resultado de
la funcionalizacion de B-fosfato tricalcico (B-TCP) con porciones orgénicas y/o
inorgénicas, como acidos carboxilicos (adcido fumarico), tensioactivos (laurilsulfato de
sodio), polimeros o copolimeros (172). La funcionalizacion permite crear una barrera
para evitar interacciones prematuras del fluoruro con el calcio, lo cual favorece una
liberacion a dosis bajas del fosfato de calcio cuando se aplica a través de dentifricos o
enjuagues bucales. Esta disefiado para mejorar la actividad de los iones fluor en la
superficie del esmalte y facilitar la remineralizacion gracias a los iones calcio y fosfato

presentes en la saliva (173).

Los estudios han demostrado que la combinaciéon de fluoruro y fosfato B-tricalcico
funcionalizado (f -TCP) produce un mineral mas fuerte y resistente al 4cido en relacion
con el fluoruro solo, el B-TCP original o el f-TCP s6lo (173,174). Da lugar a una
liberacion lenta de fluor a baja dosis contrarrestando las bajadas de pH. Es importante

destacar que el f-TCP no es un sustituto del fluoruro, sino que debe trabajar en sinergia
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con ¢l para obtener mejores resultados, actualmente se incorpora en pastas dentales y

colutorios (98, 173).

2.5.5. Vidrios Bioactivos (Bioglass)

Los vidrios bioactivos son materiales que tienen la capacidad de estimular una
respuesta beneficiosa en el tejido huésped, al principio se utilizaban principalmente para
indicaciones de regeneracion osea. En 2004, se descubrid una particula muy fina de
Bioglass 45S5 llamada NovaMin (NovaMin Technology, FL; ahora propiedad de
GlaxoSmithKline, Reino Unido) (175). Este vidrio bioactivo estd compuesto por
fosfosilicato de calcio y sodio, es un mineral sintético que reacciona en medios acuosos
liberando iones de sodio, fosfato y calcio, neutralizando el pH y permitiendo la formaciéon
de una capa mineral en la superficie adamantina que formara cristales de hidroxiapatita

de calcio carbonatada, favoreciendo la remineralizacion (98, 176, 177).

También es utilizado en dentifricos para tratar la hipersensibilidad dental porque
las particulas de Bioglass 45S5 se adhieren a la dentina y forman una capa de HCA de
composicion similar a la del esmalte dental y bloquean los tibulos, aliviando el dolor

durante periodos mas prolongados (178, 179).

2.5.6. Sistemas de polifosfatos

El trimetafosfato de sodio (TMP) es un fosfato inorganico condensado capaz de
unirse fuertemente al esmalte y formar una capa protectora para evitar la pérdida de iones
durante el ataque acido, disminuyendo la solubilidad de la hidroxiapatita y alterando la
afinidad de las proteinas salivares en la superficie del esmalte (180); esta capa protectora

no afecta la difusion de los iones de Ca2+ y F- en el esmalte dental (181).

Se ha demostrado en diversos estudios in vitro que la adicion de TMP a productos
fluorados da lugar a una disminucion de la desmineralizacion del esmalte en comparacion
con sus homoélogos sin TMP (182). Actualmente son necesarios ensayos clinicos para

poder confirmar estos resultados (159).
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2.5.7. Productos naturales

Se han llevado a cabo diversos estudios in vitro de varios compuestos naturales
para evaluar la remineralizacion del esmalte dental. Dependiendo del compuesto
especifico, podrian afectar a la saturacion mineral y a la precipitacion, actuar como
antimicrobianos o estabilizar el coldgeno que podria funcionar como matriz para la
deposicion mineral (159, 183). Se ha demostrado que las proantocianidinas derivadas del
arandano rojo posiblemente tienen un efecto sinérgico con compuestos del fosfato de

calcio.

La Galla chinensis una hiel producida por los pulgones parasitos (Melaphis
chinensis Bell), utilizado en la medicina tradicional china durante muchos afos. Se ha
visto que presenta gran cantidad de polifenoles monoméricos y poliméricos los cuales
interactian en la matriz orgdnica bloqueando la difusién de iones y evitando la

desmineralizacion (184).

Otro producto natural es la Hesperidina, un flavonoide de los citricos, que se ha
visto que posee propiedades protectoras frente a la degradacion proteolitica del coldgeno
en dentina bovina, reduciendo la desmineralizacion, aunque se necesitan mas estudios

para investigar el mecanismo de accion en tejido dental humano (185, 186).

2.5.8. Arginina

La arginina es un aminodcido esencial y considerado un prebiodtico que, en su
forma libre se encuentra en los péptidos y proteinas salivales (187). Se ha demostrado que
equilibra el microbioma en disbiosis, ya que Streptococcus gordonii y Streptococcus
sanguis (bacterias que favorecen un microbioma compatible con la salud) la metabolizan
por la via de la arginina deiminasa (ADS) produciendo citrulina, ornitina, CO>, adenosina
trifosfato (ATP) y amoniaco. La produccidon de amoniaco a partir del metabolismo de la
arginina produce un aumento del pH en la biopelicula evitando el crecimiento de las

bacterias cariogénicas y por tanto la desmineralizacion del esmalte (188, 189)
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La arginina en pasta de dientes esta disponible comercialmente al 1,5% y 8% con
base de calcio insoluble y monofluorofosfato de sodio (MFP) de 1450 ppm. La pasta de
dientes de arginina-fluoruro al 1,5% se introdujo como un agente preventivo de la caries
(190), mientras que la pasta de dientes de arginina-fluoruro al 8% con variante de
bicarbonato de arginina, se utilizaba para el tratamiento de la hipersensibilidad dentinaria.
Se ha visto que la arginina combinada con el fllior proporciona un efecto ligeramente
superior en cuanto a remineralizacion que el fluor solo, aunque son necesarios mas
estudios clinicos de calidad y que no se encuentren respaldados por la industria para

obtener unas conclusiones definitivas (191-193).
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2.5 JUSTIFICACION

Aunque existe evidencia a nivel mundial de una disminucion en la prevalencia de
caries debido a intervenciones como el cepillado dental y el uso de selladores de fisuras,
sigue siendo una enfermedad que afecta a millones de personas en todo el mundo, sobre
todo en las poblaciones con menos recursos economicos y menor nivel cultural. La caries
dental tiene una enorme repercusion a nivel de salud publica, y desde la OMS con los
nuevos objetivos para el aflo 2030 (5) se estan intentando que todos los paises alcancen

dichos objetivos para mejorar la salud oral de la poblacion mundial.

Se ha descrito en numerosos articulos (37, 40, 67, 94, 125, 154, 194) que el
empleo de técnicas minimamente invasivas como es el uso de fluoruros, selladores,
tratamiento restaurador atraumadtico (TRA) y materiales bioactivos con capacidad
remineralizante permitiria reducir y controlar lesiones de caries con un coste-efectivad y

coste-beneficio muy alto para el paciente con poca cobertura y accesibilidad.

Por otro lado, los defectos de esmalte estan aumentando de forma significativa,
viéndose afectada la calidad de vida del paciente y, un aumento secundario de la caries
dental. El empleo de agentes que permitan biomineralizar este tipo de lesiones reduciendo

los efectos secundarios de estos.

Es fundamental la filosofia de trabajo desde un punto de vista minimamente
intervencionista, llevando a cabo tratamientos innovadores mediante técnicas y materiales
que permitan aumentar la resistencia del diente a agentes externos y por otro lado reparar
lesiones ya instauradas. Este estudio experimental in vitro, tiene como objetivo
determinar la capacidad remineralizante y resistencia al ataque acido de materiales
recientemente incorporados en el mercado, como es el péptido Pl1-4, la
nanohidroxiapatita, el silicato de calcio/fosfato de sodio frente al barniz de fluoruro
sodico como el material tradicional mas empleado por excelencia. Todo ello se llevara a

cabo en esmalte bovino previamente desmineralizado con acido lactico.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. HIPOTESIS

Las hipdtesis nulas que se plantearon analizar en el presente trabajo fueron las

siguientes:

e Hipotesis nula (HO) 1. La aplicacion de los agentes remineralizantes péptido P11-
4, nanohidroxiapatita, barniz de fluor 2.26% NaF y sistemas de silicato de calcio
y fosfato de sodio no afecta a la microdureza del esmalte bovino desmineralizado.

e Hipotesis nula (HO) 2. La aplicacion de los agentes remineralizantes péptido P11-
4, nanohidroxiapatita, barniz de fluor 2.26% NaF y sistemas de silicato de calcio
y fosfato de sodio no afecta al contenido mineral del esmalte bovino
desmineralizado.

e Hipotesis nula (HO) 3. La aplicacion de los agentes remineralizantes péptido P11-
4, nanohidroxiapatita, barniz de fluor 2.26% NaF y sistemas de silicato de calcio
y fosfato de sodio no afecta a la morfologia del esmalte bovino desmineralizado.

e Hipotesis nula (HO) 4. La aplicacion de los agentes remineralizantes péptido P11-
4, nanohidroxiapatita, barniz de fluor 2.26% NaF y sistemas de silicato de calcio
y fosfato de sodio no afecta a la rugosidad de superficie del esmalte bovino

desmineralizado.

3.2. OBJETIVOS

3.2.1. Objetivo general

El objetivo general del estudio ha sido determinar la capacidad remineralizadora y la
resistencia al ataque acido de cuatro materiales de uso dental empleados sobre esmalte

bovino desmineralizado mediante un sistema de pH ciclico.

43



HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.2.2. Objetivos especificos

1. Medir el efecto de la aplicacién de cuatro agentes remineralizantes (péptido P11-4,
nanohidroxiapatita, barniz de fllior 2.26% NaF y sistemas de silicato de calcio y fosfato

de sodio) sobre la microdureza del esmalte bovino desmineralizado.

2. Determinar el efecto de la aplicacion de cuatro agentes remineralizantes (péptido P11-
4, nanohidroxiapatita, barniz de fltior 2.26% NaF y sistemas de silicato de calcio y fosfato

de sodio) sobre ¢l contenido mineral del esmalte bovino desmineralizado.

3. Estudiar el efecto de la aplicacion de cuatro agentes remineralizantes (péptido P11-4,
nanohidroxiapatita, barniz de fllior 2.26% NaF y sistemas de silicato de calcio y fosfato

de sodio) sobre la morfologia del esmalte bovino desmineralizado.

4. Analizar el efecto de la aplicacion de cuatro agentes remineralizantes (péptido P11-4,
nanohidroxiapatita, barniz de fllior 2.26% NaF y sistemas de silicato de calcio y fosfato

de sodio) sobre la rugosidad de superficie del esmalte bovino desmineralizado.
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4. MATERIAL Y METODO

El estudio se ha realizado durante el periodo comprendido entre abril del 2021 y junio
del 2023. La preparacion de las muestras se ha llevado a cabo en la Clinica Odontoldgica
Universitaria de la Universidad de Murcia y en el Laboratorio de Investigacion
Biosanitaria (LAIB) del Palmar, laboratorio 6.08 (Odontologia Minimamente Invasiva).
El microanalisis mediante SEM/FESEM vy andlisis de topografia y superficie con AFM
fue realizado en el Edificio SACE localizado en el Campus de Espinardo de la
Universidad de Murcia. Las pruebas de microdureza fueron realizadas en el Laboratorio

de Investigacion Biosanitaria (LAIB), laboratorio 6.08.

El estudio ha obtenido previamente el informe favorable de la Comision de Etica en
Investigacion, asi como el Comité de Bioseguridad en Experimentacion de la

Universidad de Murcia, Espafia [CBE 447/2022] (Anexo 1).

En la figura 7 se puede observar el disefio del estudio que se ha llevado a cabo.
Del total de muestras que cumplian los requisitos de microdureza se escogieron 160
mediante un proceso de aleatorizacion y se asignaron 20 muestras para cada uno de los 8
grupos de experimentacion. Posteriormente fueron desmineralizadas con éacido lactico
durante 72 horas, excepto el grupo de esmalte intacto. Se aplicaron los diferentes agentes
remineralizantes siguiendo las instrucciones del fabricante y fueron sometidas a los ciclos
de pH durante 30 dias para posteriormente evaluar la microdureza superficial,
microanalisis del contenido mineral del esmalte (Ca, P, C, O, F, Na, Mg, Si, Cl) (SEM),
analisis morfoldgico con la obtencion de iméagenes de alta resolucion (FESEM), analisis

de la rugosidad superficial y topografia externa mediante AFM.
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Figura 7. Esquema del disefio del estudio experimental que se ha llevado a cabo.

4.1. MUESTRAS

Se extrajeron 340 incisivos temporales inferiores bovinos de mandibulas

procedentes de un matadero industrial (El1 Cabezo de la Plata, Canadas de San Pedro,

Murcia) con un forceps de incisivos centrales superiores (Carl Martin™, Solingen-

Langenfeld, Alemania) y un botador recto (Carl Martin™, Solingen-Langenfeld,

Alemania) (Figura 5). Se les retiraron los restos de tejidos adheridos a la superficie

radicular con un bisturi del 15 (Carl Martin™, Solingen-Langenfeld, Alemania) (ver

figura 8), se limpiaron con un cepillo (Dentaflux

®

, Madrid, Espafia) y pasta profilactica

sin flor (Detartrine™, Septodont, Francia) (ver figura 9). Se sumergieron en una
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solucion de Timol al 0,1% durante 24 horas, se lavaron abundantemente y se almacenaron
en agua destilada (Funiza™ Laboratories, Malaga, Espafa) a 4°C de temperatura, que se
cambi6 diariamente hasta el momento de su uso, que nunca fue mas de 6 meses (195). En
esta fase se eliminaron 10 dientes por presentar fracturas de esmalte o signos de

desmineralizacion.

L) L\ n"j i -
Figura 8. a) Maxilar bovino y b) maxilar bovino, forceps de incisivos superiores (Carl

Martin™, Solingen-Langenfeld, Alemania) y botador recto (Carl Martin™, Solingen-

Langenfeld, Alemania).

Figura 9. a) Bisturi del 15 (Carl Martin™, Solingen-Langenfeld, Alemania) y b) diente después

de retirar el ligamento periodontal.
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Figura 10. a) Pasta profilactica sin fltior (Detartrine™, Septodont, Francia) y b)

limpieza de las superficies vestibulares con cepillo (Dentaflux ™, Madrid, Espafia).

De cada corona se extrajo un bloque rectangular que incluy6 la zona mas plana 'y
regular de la cara vestibular, con pieza de mano (KaVo Dental GmbH, Biberach,
Alemania) (ver figura 11 b), discos de corte de diamante (SuperFlex DAPEX 220M,
Dumont Instruments, Bélgica) (ver figura 11 a) y abundante irrigacion. La cara interna
de la muestra fue pulida y aplanada en una lijadora/pulidora manual (Shaphir 250 M1,
NEURTEK S.L, Guipuzcoa, Espaia) (ver figura 12 a), con discos de pulir de tamafo
decreciente, consiguiendo un apoyo totalmente liso y plano con respecto a las platinas
(figura 12 b). De los 304 bloques obtenidos, 24 fueron desechados porque presentaban

defectos.

Figura 11. a) Discos de corte (SuperFlex DAPEX 220M, Dumont Instruments, Bélgica) y b)

Sentido de corte de las muestras.
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Figura 12. a) Lijadora/pulidora manual Shaphir 250 M1 (NEURTEK S.L, Guipuzcoa, Espaia)

y b) pulido de la zona inferior de las muestras con discos de grano fino P 240 (MESTRA®,
Bizkaia, Espafia).

De las 280 muestras, 10 fueron utilizadas para poner a punto las técnicas
experimentales. Los 270 bloques restantes se pintaron con dos capas de laca de ufias
(ESSIE 350, L'Oreal, Madrid, Espafia) (ver figura 13 a), dejando al descubierto solo la
zona mas plana y regular de la superficie vestibular (ver figura 13 b), donde
posteriormente se realizardn los diferentes estudios y se congelaron a -22°C (Beko
Electronics Espafia S.L) hasta el comienzo de la fase experimental. La descongelacion se

realiz6 lentamente pasando de -22% a 4°C y temperatura ambiente.

Figura 13. Muestras pintadas.
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4.2. SELECCION Y ALEATORIZACION

Para determinar la homogeneidad y validez de las muestras para la

experimentacion se usoé el valor de la microdureza de la superficie del esmalte.

Las 270 muestras se montaron en pletinas sobre una cinta adhesiva de carbon y
fueron enumeradas del 1 al 270 (ver figura 14 b). Se realizaron 3 indentaciones en cada
muestra (ver figura 14 a) con una carga de 200 gr y 10 segundos de duracion, siguiendo
el mismo procedimiento explicado en el apartado “test de microdureza” de esta misma
seccion. Se obtuvo el promedio de los tres valores de microdureza de Vickers por muestra.
Se excluyeron del estudio aquellas muestras con una variabilidad en los valores de
microindentacioén superior al 10% vy, también, aquellas cuyos valores cuyo promedio
fueron superiores o inferiores al 10% de la dureza media del total de las muestras

(317£10% HV) (196).

De las 270 muestras, 60 no cumplen los criterios de inclusion. Las 210 muestras
restantes se sometieron a un proceso de aleatorizacion usando un listado de numeros
aleatorios proporcionado por la funciéon “ALEATORIO.ENTRE” del programa Excel,
version 16.77.1, y asignacion de 20 muestras a 8 grupos experimentales (total 160

muestras).

Cada muestra se introdujo en un tubo de ensayo trasparente de 12 ml

(DELTALAB, S.L, Barcelona, Espana) con la codificacion correspondiente.
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s

. , L O TR S SRy
Figura 14. a) Microdurémetro de sobremesa Vickers KM 000Z (Kansert, S.L. Navarra,

Espafia) enfocando con el lente amarillo y b) platina con las muestras pegadas y enumeradas.

4.3. FORMACION DE LAS LESIONES CARIOSAS INCIPIENTES.

Para la creacion de las lesiones cariosas incipientes se utilizé una solucion de 0,1
M de 4cido lactico (Sigma Aldrich, St. Louis, USA)y 50 mg/L de fosfato de calcio
(Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU.) en agua destilada (93,197,198),
Los bloques se sumergieron en la solucion durante 72 horas, excepto los del grupo 1
(esmalte intacto).

Trascurridas las 72 horas se enjuagaron bien con agua destilada y se secaron para
poder aplicar los agentes remineralizantes de los distintos grupos experimentales.
Para comprobar la efectividad de la solucion en la produccion de las lesiones cariosas
incipientes, a 20 muestras se les midi6 el grado de desmineralizacion determinando la

microdureza, habiendo obtenido unos valores un 25% inferiores a los de referencia.

44. MODELO QUIMICO DE LOS CICLOS DE PH (REMINERALIZACION/
DESMINERALIZACION).

Todos los grupos fueron sometidos a ciclos de pH (ciclos de desmineralizacion y

remineralizacion) diariamente durante 30 dias, durante los cuales las muestras se
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mantuvieron a 37°C en una estufa P Selecta® (JP Selecta S.A, Barcelona, Espafia) (ver
figura 15).

La fase de desmineralizacion se realizo durante 2 horas al dia, introduciendo en el
tubo de ensayo que contenia el bloque de esmalte 2,5 ml de la solucién desmineralizante
(SD) compuesta por: 2,2 mM CaClx (cloruro de calcio; Sigma Aldrich, St. Louis, EE.
UU.), 2,2 mM KH>PO4 (fosfato monopotasico; Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU.), acido
acético 0.05 M (Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU.), ajustando el pH a 4,40 con KOH 5,0
M (hidréxido de potasio; Sigma Aldrich) (195,196).

La fase de remineralizacion se realizo durante 22 horas al dia, introduciendo en el
tubo de ensayo que contenia el bloque de esmalte 2,5 ml de la solucidon remineralizante
(SR) compuesta por: CaCl> 1,5 mM (cloruro de calcio; Sigma Aldrich), NaH>PO4
0,9 mM (fosfato monosédico; Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU.) y 0,15 KCI M (cloruro

potésico; Sigma Aldrich), ajustando el pH a 7,0 con KOH 5,0 M (hidréxido de potasio;
Sigma Aldrich). (197,198)

Entre una fase y otra las muestras se sometian a un lavado con agua destilada.
Se utilizaron un total de 14 litros de SD: pH 4,4 y 14 litros de SR: pH 7. Al abrir
una botella de soluciéon se comprobaba el pH con tiras universales indicadoras de pH

Scharlau pH 0-14 (Scharlab S.L. Barcelona, Espafia).

Figura 15. Estufa de laboratorio P Selecta®, (JP Selecta S.A, Barcelona, Espaiia).
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4.5. GRUPOS EXPERIMENTALES Y PROCEDIMIENTOS.

Grupo control positivo. Tras la formacion de las lesiones cariosas incipientes, se
aplicé barniz de fluoruro Duraphat® 2,26% NaF (Colgate-Palmolive Company, Madrid.
Espafia) (ver figura 16). El barniz se aplico el primer dia y, después, las muestras se
sometieron a los ciclos de remineralizacion/desmineralizacion durante 30 dias. La

composicion del barniz viene recogida en la Tabla III.

Duraphat’ 225« ¢

Barniz de Fluoruro

‘

ra hat
Enl-lalmlguw"‘m i

Figura 16. Duraphat” 2,26% F; Barniz de Fluoruro (Colgate-Palmolive Company,
Madrid. Espaiia.

PRODUCTO COMPOSICION CONCENTRACION (%
W/W)

Duraphat® 2,26% F; Colophonium (agente de >=30-<50
Barniz de Fluoruro fijacion y control de
(Colgate-Palmolive viscosidad) >=20-<30
Company, Madrid.

Espaiia). Etanol (alcohol etilico) >=1-<10

Fluoruro de sodio

Fuente MSDS: https://d3ttk74ciyjzum.cloudfront.net/proclinic-
es/annexes/383601 msds_es_.pdf

Tabla II1. Composiciéon de Duraphat®™ 2,26% F; Barniz de Fluoruro.

Grupo control negativo. Tras la formacion de las lesiones cariosas incipientes,
durante los 30 dias siguientes, se realizo, 2 veces al dia durante 15 segundos cada vez, el
cepillado de la cara vestibular de cada una de las muestras con Parodontax® Sin Fluor

(GlaxoSmithKline Consumer Healthcare, S.A, Madrid, Espaia), (ver figura 17). Las
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muestras se sometieron a los ciclos de remineralizacion/desmineralizacion durante 30

dias. La composicion del Parodontax® Sin Fluor viene recogida en la Tabla IV.

yarodontax

Ayuda a detener y prevenir el sangrado de encias

PASTA

Figura 17. Pasta dental Parodontax® Sin Fltor (GlaxoSmithKline Consumer
Healthcare, S.A (GSK), Madrid, Espafia)

PRODUCTO COMPOSICION CONCENTRACION
(% W/W)
Parodontax® Sin Fluor Glicerina 5-15%
(GlaxoSmithKline
Consumer Healthcare, Cocoamidopropil betaina 3-5%
S.A (GSK)iMadnd, Sabor Puma whizzle
Espaiia) 0-2.5%
Sabor Optamint
0-1.5%
TEGO® Betain CK D
(Surfactante anfotero) 0-1.5%
Aceite de menta 0-1%
Sin terpenos
0-1%
Oxido férrico rojo
0-1%
Aceite de menta piperita
0-0.5%
Floruro de sodio
0-0.5%
Dioxido de titanio
0-0.5%
Isopropilmetilfenol
Fuente MSDS: https://psdcdn.blob.core.windows.net/coshh/PBB352.pdf

Tabla IV. Composicion de la Pasta dental Parodontax® Sin Fluor.

54


https://psdcdn.blob.core.windows.net/coshh/PBB352.pdf

MATERIAL Y METODO

Grupo 1. Esmalte intacto. Las muestras de este grupo no se sometieron al
proceso de desmineralizacion para la formacion de lesiones incipientes de caries. Durante

30 dias realizaron los ciclos de remineralizacion/desmineralizacion.

Grupo 2. Esmalte desmineralizado. Tras la formacion de las lesiones cariosas
incipientes, las muestras de este grupo se sometieron durante 30 dias a los ciclos de

remineralizacion/desmineralizacion.

Grupo 3. Sistema Regenerate Enamel Science™. Tras la formacion de las
lesiones cariosas incipientes, durante los 30 dias siguientes, se realiz6 el cepillado de la
cara vestibular de las muestras, 2 veces al dia, durante 15 segundos, con el dentifrico
Regenerate Advance Toothpaste ™ (Unilever, Reino Unido) (ver figura 18 b). Los dias
1, 2 y 3, tras el ultimo cepillado del dia, se aplicé con un pincel el Advance Enamel
Serum™ (Unilever, Reino Unido) (ver figura 18 a) dejandolo actuar durante 3 minutos.
El sérum se obtiene tras la mezcla de dos componentes: el NR-5 Serum™ y el Gel
Activador™. La composicion del sistema Regenerate Enamel Science™ viene recogida

en la Tabla V.

e
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REGENERATE
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Advanced Toothpaste

Toothpaste.

Regenerate
ena

Figura 18. a) Sérum: Advance Enamel Serum™ (Unilever, Reino Unido) y b) pasta dental:
Regenerate Advance Toothpaste ™ (Unilever, Reino Unido).
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PRODUCTO

COMPOSICION

Regenerate Enamel
Science™ (Unilever,
Reino Unido)

Pasta dental:

Regenerate Advance
Toothpaste ™ (Unilever,
Reino Unido)

Glicerina
Silicato de calcio
PEG-8 (polimero sintético
humectante)

Silice hidratada
Fosfato trisédico
Fosfato sodico
Aqua
PE-60 (aceite hidrogenado
emulsionante y
tensioactivo)
Lauril sulfato sédico
Monofluorofosfato sédico
Aroma
Fluorflogopita sintética
Sacarina sédica
Acido poliacrilico
Oxido de estafio
Limoneno
C177891(Colorante
blanco: dioxido de titanio)

Sérum:

Advance Enamel Serum™
(Unilever, Reino Unido)

NR-5 Serum ™

Glicerina
Silicato de Calcio
PEG-8 (polimero sintético
humectante)
Fosfato Trisodico
Fosfato de Sodio
Agua
PEG-60 (aceite
hidrogenado emulsionante
y tensioactivo)
Lauril Sulfato de Sodio
Monofluorofosfato de
Sodio
Aroma
Silice Hidratada
Fluorflogopita Sintética
Sacarina de Sodio
Acido Poliacrilico
Oxido de Estafio
Limoneno
CI 77891 (Colorante
blanco: dioxido de titanio)
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Gel Activador ™
Aqua
Glicerina
Goma de celulosa,
Fluoruro de sodio,
Alcohol bencilico
Etilhexilglicerina
Fenoxietanol
CI 42090 (tinte azul
sintético)
Fluoruro de Sodio (1450
ppm F)
Fuente: https://www.regeneratenrS.co.uk/products/advanced-toothpaste

Tabla V. Composicién del Sérum Advance Enamel Serum™ vy de la pasta dental Regenerate

Advance Toothpaste ™.

Grupo 4. Sistema Orthocare™. Tras la formacion de las lesiones cariosas
incipientes, durante los 30 dias siguientes, se realizd el cepillado de la cara vestibular
de las muestras, 2 veces al dia, durante 15 segundos, con la pasta dental Orthocare
nHAp™ Toothpaste (Prevdent® International B.V, Paises Bajos; ver figura 19 a).
Cada 5 dias, tras el ltimo cepillado del dia, se aplicé el sérum Orthocare nHAp™
Boost Sponge, (Prevdent® International B.V, Paises Bajos; ver figura 19 b), dejandolo
actuar durante 3 minutos. La composicion del sistema Orthocare™ aparece recogida

en la Tabla VL.

Ly
9

ORTHOCARE

5 |

v

ORTHOCARE

a) b)

Figura 19. a) Pasta dental: Orthocare nHAp™ Toothpaste (Prevdent” International B.V,
Paises Bajos) y b) Sérum: Orthocare nHAp® Boost Sponge de 1 ml (Prevdent®

International B.V, Paises Bajos).
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PRODUCTO COMPOSICION
Pasta dental: Orthocare Agua
nHAp™ Toothpaste Silice hidratada
(Prevdent® International B.V, Sorbitol
Glicerina

Paises Bajos)
Xilitol

Nitrato de potasio
Hidroxiapatita (nano)
Silicato de magnesio y aluminio
Aceite de menta piperita
Lauroilsarcosinato de sodio
Goma xantana
Fenoxietanol
Cloruro de potasio
Sulfato de sodio
Sacarina de sodio
Linalol
Limoneno
Benzoato de bencilo
CI 77891

Sérum: Orthocare nHAp® Agua

Boost Sponge de 1 ml Xilitol
Hidroxiapatita (nano) cloruro

potasico
Goma esclerotica
Aceite de menta piperita
Linalol
Limoneno

Fuente: https://www.orthocareshop.com/product/orthocare-

nhap-toothpaste/

Tabla V1. Composicion pasta dental Orthocare nHAp™ Toothpaste y serim Orthocare nHAp®
Boost Sponge de 1 ml.

Grupo 5. Curodont™ Protect. Tras la formacion de las lesiones cariosas
incipientes, se aplicoé Curodont™ Protect (Credentis AG, Dorfstrasse, Windisch,
Switzerland) 2 veces por semana, soplando los excesos cuando era necesario y dejandolo

actuar durante 2 minutos (ver figura 20). La composicion del Curodont™ Protect aparece

recogida en la Tabla VIL
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ichit flir Kinder unter 6 Jahren geeignet.

ains Sodium Monofluorophosphate (900 ppm F~)
hildren under 6 years of age.

Figura 20. Curodont™ Protect (Credentis AG, Dorfstrasse, Windisch, Switzerland)

PRODUCTO COMPOSICION
Curodont™ Protect Hidrolizado de almidéon hidrogenado
(Credentis AG, Agua
Dorfstrasse, Windisch, Silice hidratada
Switzerland) PEG-8

Goma de celulosa
Monofluorofosfato sédico (900 ppm)
Aroma
Sacarina sodica
Acido citrico
Hidroxido sodico
Fosfato dicalcico
Oligopeptido-104
Glicerofosfato calcico
Cloruro sodico
Sulfato sodico
Limoneno
Cinamal (agente parfumante y
saborizante)

CI1 42090

Fuente: https://professional.vvardis.com/product/curodont-
protect/

Tabla VII. Composiciéon Curodont™ Protect.

Grupo 6. Curodont™ Protect + Flior Protector® al 1,5%. Tras la formacion

de las lesiones cariosas incipientes, se aplicé Curodont™ Protect (Credentis AG,

Dorfstrasse, Windisch, Switzerland) 2 veces por semana, soplando los excesos cuando

era necesario y dejandolo actuar durante 2 minutos. A los 5 minutos de aplicar el

Curodont™ Protect se aplico una capa de Flior Protector® 1,5% (Ivoclar, Vivadent

S.L.U, Schaan, Liechtenstein; ver figura 21), se dejo secar durante 60 segundos y se
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sopld con aire comprimido. La composicion del Fluor Protector®™ viene recogida en la

Tabla VIII.

! Fluor Protector

Ampullen

SO |
ivoclar .
vivadent-

Figura 21. Fluor Protector, 1,5% Barniz en Ampollas de Iml (Ivoclar, Vivadent S.L.U,

Schaan, Liechtenstein).

PRODUCTO COMPOSICION CONCENTRACION (%
W/W)
Fluor Protector, Barniz Acetato de etilo > 65%
en Ampollas de 1ml
(Ivoclar, Vivadent Isoamilpropionato <21%
S.L.U, Schaan,
Liechtenstein) Poliisocianato <12%
Fuente MSDS:
https://media.dentalcompare.com/m/25/Downloads/Fluor%?20Protector%20MSDS.pd
f

Tabla VIII: Composicion Fluor Prote(_:tor, 1,5% Barniz en Ampollas de 1ml.

Una vez aplicados los diferentes productos se introducian en la solucion
remineralizante, donde siempre estuvieron un minimo de 2 horas, antes de una nueva

aplicacion o antes de la sustitucion por la solucion desmineralizante.

Para la realizacion del cepillado (grupo control negativo, grupo 3 y grupo 4) se

emplearon cepillos dentales (VITIS®-DENTAID, Barcelona, Espafia) de dureza suave
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(ver figura 22). El cepillado de cada muestra se realizdé con una presion suave y de

manera ritmica durante 15 segundos.

Figura 22. Cepillo VITIS®-DENTAID, Barcelona, Espafia de dureza suave.

4.6. TEST DE MICRODUREZA

Se realiz6 el test de microdureza en 160 muestras con un microdurometro de
sobremesa Vickers KMHV-1000Z (Kansert, S.L. Navarra, Espafia) (ver figura 23).
Antes de cada sesion de medida, el microdurometro se calibro utilizando un Block
Control HMW- 700, obteniendo valores 703,8 — 706,9 (media 704,88 HV). Una vez
calibrado se colocaron las pletinas con las muestras, se realizé un primer enfoque con la
lente x10 para escoger la zona a analizar, después un segundo enfoque de la zona elegida
con la lente x 40 y, a continuacion, la indentacion con el indentador de Vickers con una
carga de 200 g, durante 10 s. La medida se repitio tres veces, en zonas separadas entre si

un minimo de 3 veces la marca (rombo), y se usé el promedio de los tres valores.
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Figura 23. Microdurémetro de sobremesa Vickers KMHV-1000Z (Kansert, S.L. Navarra,
Espaia).

4.7. MICROANALISIS POR ENERGIA DISPERSIVA DE RAYOS X

Para realizar el microandlisis elemental se utilizo el sistema de microanalisis por
dispersion de Rayos X INCA (Oxford Instruments Analytical Halifax Road, UK)
incorporado a un microscopio electronico de barrido (SEM) (JEOL-6100, Tokyo, Japon)
(ver figura 24 a). Antes de cada sesion el microscopio era calibrado con una muestra de

cobre.

De cada grupo experimental se seleccionaron 8 muestras aleatoriamente, usando
un listado de nlimeros aleatorios proporcionado por la funcion “ALEATORIO.ENTRE”
del programa Excel, version 16.77.1. Se colocaron en pletinas y se recubrieron con una
capa de 5Snm de platino en una camara metalizadora Leica EM ACE600 (Leica,
Heidelberg, Alemania). En cada muestra se seleccionaron 5 zonas, una en cada extremo
y otra en el centro). Las mediciones se llevaron a cabo a una magnificacion de x1000,

obteniéndose imagenes de ellas. Se realizé un barrido de cada zona durante 100 segundos
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(ver figura 24 b). Posteriormente, y mediante el programa INCA Energy (Oxford
Instruments Analytical Halifax Road, UK), se obtuvieron datos del contenido porcentual

en peso del Ca, P, C, O, F, Na, Mg, Siy Cl.

Figura 24. a) Microscopio electronico de barrido (SEM) (JEOL-6100, Tokyo, Japon). b) Muestras

recubiertas con platino para la realizacion del microanalisis.

4.8. MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO DE EMISION DE CAMPO

Para la obtencioén de imégenes de alta resolucion de la superficie de las muestras
se utiliz6 un Microscopio Electronico de Barrido de Emision de Campo (FESEM)

Thermo Scientific Apreo S (Fisher Scientific S.L. Alcobendas, Madrid) (ver figura 25).

Se obtuvieron imagenes a 3000, 15000 y 30000 aumentos de 3 muestras, ya

metalizadas con platino, de cada grupo experimental.
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ﬂﬂ]llllll‘l’mlll!l s

Figura 25. Microscopio Electronico de Barrido de Emision de Campo (FESEM) Thermo
Scientific Apreo S (Fisher Scientific S.L. Alcobendas, Madrid).

4.9. MICROSCOPIO DE FUERZA ATOMICA

Mediante un Microscopio de Fuerza Atomica (AFM Nano- Observer, ScienTec
Ibérica, Madrid, Espafia) se llevo a cabo el analisis de la topografia superficial de los
bloques de esmalte. La técnica consta del empleo de una punta muy fina que presenta el
microscopio y escanea la superficie haciendo un barrido de hasta 100 micras en los ejes
XY y 14 micras en Z, obteniendo un mapeo de la superficie analizada (ver figura 26 a).
Para la realizacion de esta prueba se escogieron 2 muestras de cada grupo y se montaron
en pequeas pletinas. En cada muestra se analizaron 3 zonas (puntos rojos en figura 26
b) y en cada una de ellas se realizaban 2 mediciones (barrido hacia arriba y barrido hacia

abajo; por ejemplo: ay a2, by b2, cy c2) (ver figura 27).
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Figura 26. a) Microscopio de fuerza atdmica (AFM Nano- Observer, ScienTec Ibérica, Madrid,

Espafia) y b) muestras escogidas para la realizacion de esta prueba.

Cada medicion fue guardada y analizada con el programa Gwyddion 2.62. A cada
muestra se le trazaron un total de 5 lineas paralelas y equidistantes (ver figura 27), para
de esta manera medir el punto mas alto, correspondiente al punto B (tridngulo de color
verde) y el punto més bajo, correspondiente al punto A (triangulo de color rojo) (ver
figura 28). Se anotaron los valores de A, B y A-B en nandmetros (fila #1) en un

documento Excel (ver figura 29).

Figura 27. Trazado de las 5 lineas paralelas y equidistantes en una de las tres mediciones

realizadas en una muestra. barrido hacia arriba (a) y barrido hacia abajo (a2).
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> . 8% A A % ’v:‘;.. ‘ ) m
—
Figura 28. Ejemplo de la medicion del punto A (triangulo de color rojo: punto mas bajo) y

punto B (triangulo de color verde: punto mas alto) en cada una de las 5 lineas paralelas de la

muestra.

A B A-B C A-C

x BB 8456 um 3404um  75um  2449m
#1-3965nm 2802nm 6768nm 1938nm 55.04 nm

#2-48.66mv 56.51mV | -55.16mV |-47.31 mV

Figura 29. Ejemplo de los valores que se han tenido en cuenta: A, B y A-B, fila #1 (valores en

nanometros).
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También se tomaron imagenes en tres dimensiones para un mejor analisis

topografico de las muestras (ver figura 30).

10 pm

0 pm 10 pm

Figura 30. Imagen en tres dimensiones tomada en cada una de las muestras para realizar el

analisis topografico.

4.10. ANALISIS ESTADISTICO

En el estudio se han evaluado cuatro variables principales, una por cada objetivo
especifico: microdureza de Vickers, composicion elemental (concentraciones
porcentuales en peso de Ca, P, C, O, F, Na, Mg, Si, Cl, micromorfologia y rugosidad de

la superficie del esmalte.

De la micromorfologia de superficie del esmalte se ha realizado un andlisis

descriptivo.

Para realizar la estadistica se ha utilizado el programa Jamovi v 2.3 (199, 200). Se
realizé un analisis descriptivo de las variables del estudio. Se utilizo el test de Shapiro-
Wilk para determinar la normalidad y el test de Levene para la homogeneidad de

varianzas.
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Para determinar diferencias en los valores iniciales de microdureza y su evolucion,
en la composicion elemental y en la rugosidad de superficie, entre todos los grupos, se
realizé un test de Kruskal Wallis, porque no todos los grupos presentaron normalidad.

Las comparaciones dos a dos se realizaron con el test de Dwass-Steel-Critchlow-Fligner.

El comportamiento de la microdureza en los grupos frente a los ciclos de
desmineralizacion/remineralizacion se determind con una t-test pareada, cuando se
cumplieron los supuestos de normalidad y homogeneidad de varianzas, y cuando no se

cumplieron se uso el test de Wilcoxon.

La significacion estadistica se considero a partir de una p<0.05.
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5. RESULTADOS

5.1.Resultados para alcanzar el objetivo especifico 1
Microdureza superficial

Todos los grupos, salvo el grupo 2 Esmalte desmineralizado, presentaron una
microdureza inicial comprendida entre 319.23 £ 15.00 HV y 325.14 + 12.36 HV, sin
diferencias significativas entre ellos. El valor medio de microdureza del grupo 2 “esmalte

desmineralizado” fue de 261.11 + 16.30HV (p < 0.001) (Figura 31; Tabla IX).

Microdureza inicial
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Figura 31. Resultados de microdureza inicial entre grupos experimentales.

Después de los 30 dias de experimentacion se evaluo la microdureza final de cada
grupo experimental. El mas resistente a los ciclos de desmineralizacion/remineralizacion
y con menor pérdida de microdureza fue el grupo control positivo (GC+) tratado con
Duraphat, con una microdureza final de 240.76 + 61.91 HV, seguido del grupo tratado
con Regenerate, con valores de 234.23 + 29.37 HV, y el grupo Control negativo (pasta
dental sin F-) con 110.77 + 37.13 HV. El grupo con menor microdureza final fue el del

esmalte desmineralizado con valores de 10.57 + 1.86 HV, seguido del grupo tratado con
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Orthocare con 25.66 = 4.61HV y el del esmalte intacto con valores de 45.05 + 9.65 HV
(ver Figura 32; Tabla IX).

Microdureza final

300

240,76

250 234,23

200

150 110,77

100 77,77 83,03
46,05

R B B T B

N -

Esmalte Esmalte C+ C - Pasta sinRegenerate Orthocare Curodont Curodont +
intacto desm Duraphat F Fluor

Protector

Figura 32. Resultados de microdureza final entre grupos experimentales.

En el grupo de Esmalte intacto la reduccion de la microdureza inicial con respecto
a la final fue de -277.52 + 17.32 HV. Esta disminucion fue significativamente superior
(p<0.001) al registrado en el grupo Esmalte desmineralizado (237.49 + 60.43 HV), grupo
Regenerate (85.88 +29.73 HV), grupo Control positivo (Duraphat) (-84.54 = 61.57 HV),
grupo Control negativo (pasta sin F7) (-210.98 = 44.80 HV), grupo Curodont P (-
242.09+35.54 HV) y grupo Curodont P + Fluor Protector (-236.19 + 34.03 HV). Esto se
podria interpretar como que el esmalte intacto es menos resistente a los ciclos de
desmineralizacion/remineralizacion que los otros grupos, salvo el grupo tratado con
Orthocare, en el que la disminucion de la microdureza es significativamente superior que
la del esmalte intacto (-298.58+15.63 HV; p<0.001) y, por lo tanto, el mas sensible de

todos a la desmineralizacion (ver tabla IX; figura 33).

El grupo de Esmalte desmineralizado obtuvo una pérdida de microdureza de -
237.49 + 60.43 HV y presentd diferencias significativas (p < 0.001) con el grupo
Regenerate (-85.88 + 29.73 HV) y Control positivo (Duraphat) (-84.54 + 61.57 HV)

resistiendo menos a los ciclos de desmineralizacion/remineralizacion.

El grupo Control positivo, tratado con Duraphat durante 30 dias y el grupo tratado

con Regenerate presentaron la menor reduccion de la microdureza inicial (-84.54 + 61.57
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HV y -85.88 £29.73 HV; respectivamente) y, por tanto, fueron los grupos mas resistente

a los ciclos de desmineralizacion/remineralizacion (ver tabla IX; figura 33).

Por otra parte, en el grupo Control negativo (pasta sin F) (-210.98 + 44.80 HV) si
se observo una diferencia entre su microdureza inicial y final estadisticamente
significativa (p < 0.001) muy superior a los grupos Regenerate (-85.88 + 29.73 HV) y
Control positivo (Duraphat) (-84.54 + 61.57 HV), siendo mucho menos resistente al

ataque acido que estos dos grupos (ver tabla IX; figura 33).

El grupo tratado con Curodont Protect (242.09 + 35.54 HV) obtuvo diferencias
significativas (p < 0.001) respecto a los grupos Regenerate (-85.88 +29.73 HV) y Control
Positivo (Duraphat) (-84.54 = 61.57 HV) quedando por debajo de ellos (p < 0.001). Sin
embargo, al compararlo con el grupo Control Orthocare (-298.58 £+ 15.63) y Esmalte
intacto (-277.52 £ 17.32) (p < 0.001), el valor que se obtuvo con Curodont Protect se
encuentra por encima de estos valores, siendo mas resistente que estos ultimos al ataque
acido, pero menos resistente si lo comparamos con Regenerate y Control positivo (ver

tabla IX; figura 33).

Las muestras tratadas con Curodont P + Fluor Protector presentaron una diferencia
de -236.19 + 34.03 entre su microdureza inicial y final; valores significativamente
superiores a los grupos Regenerate (-85.88 + 29.73), Control Positivo (Duraphat) (-84.54
+ 61.57), encontrandose por debajo y siendo menos resistente a los ciclos de
desmineralizacion/remineralizacion que estos grupos. Por otra parte, al compararlo con
Orthocare (-298.58 + 15.63) el valor de Curodont P + Fluor Protector se queda por
encima, siendo mas resistente al ataque acido que Orthocare (p < 0.001). Sin embargo,
no se han encontrado diferencias significativas al comparar Curodont Protect y Curodont

P + Fluor Protector (ver tabla IX; figura 33).
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Grupos experimentales Microdureza Microdureza Analisis A microdureza
inicial (HV) final (VH) estadistico (HV)
Esmalte intacto 323.57+15.79 a 46.05£9.65 P<0.001l @ @ -277.52+17.32
f
Esmalte 261.11 +£16.30 10.57 + 1.86 P <0.001 # -237.49 + 60.43
desmineralizado b,c,e, g
C+ (Duraphat) 32530+ 1825a  240.76 £ 61.91 P<0.001 @ @ -84.54+61.57¢g
C- (pasta sin F) 321.75+17.38 a 110.77 +37.13 P <0.001 # -210.98 + 44.80
b,c e, g
Regenerate 320.11 £ 14.43 a 234.23 £29.37 P<0.001#  -85.88+29.73¢g
Orthocare 32424 £14.00 a 25.66 +4.61 P<0.001l @ @ -298.58+15.63
b) c’ g
Curodont 319.87+18.10 a 77.77 £25.34 P <0.001 # -242.09 + 35.54
b,c e, g
Curodont + Fluor 319.23+£15.00 a 83.03 +26.80 P <0.001 # -236.19 + 34.03
Protector b, c, e
P<0.001 KW + P<0.001 KW +
DSCF DSCF

Tabla IX. Valores de microdureza superficial inicial y final. A: decremento en la microdureza
final respecto a la inicial. KW + DSCEF: test de Kruskal Wallis + test de Dwass-Steel-Critchlow-
Fligner. a: vs grupo Esmalte desmineralizado. b: vs grupo Regenerate; ¢: vs grupo Duraphat; d:

vs grupo Parodontax; e: vs grupo Orthocare; f: vs grupo Curodont + Fluor protect; g: vs grupo

Esmalte intacto. @: Test de Wilcoxon. #: T- test pareado.
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400
300
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Resultados microdureza

323,57 3253 321,75 320,11 324,24 319,87 319,23
261,11 40,76 34,23

) 0,57 . 5,66

- - — | |

84,54 85,88
-237,49 =210,98 -242,09 -236,19

-277,52 -298,58

Esmalte Esmalte C+ (Duraphat) ~ C-(Pastasin F) Regenerate Orthocare Curodont Curodont +

intacto desmineralizado Fluor

Protector
m Microdureza inicial ~ m Microdureza final A Microdureza

Figura 33. Resultados de microdureza inicial, microdureza final y diferencias entre

microdureza inicial y final en los diferentes grupos experimentales (A).

Al interpretar estos valores segun el tipo de agente remineralizante empleado, se
puede observar que tras el empleo de barniz de fluor al 2.26% NaF (Control positivo
(Duraphat) y el sistema de silicato de calcio y fosfato de sodio (Regenerate) se observa
una mayor microdureza después de ser sometidos a los ciclos de
desmineralizacion/remineralizacion, seguido del péptido P11-4 + Fluor (Curodont P +
Fluor Protector), luego el péptido P11-4 (Curodont Protect) y en tiltimo lugar se encuentra
la nanohidroxiapatia (Orthocare), la cual obtuvo valores de microdureza inferiores al
grupo de Esmalte intacto, presentando muy baja resistencia a los ciclos

desmineralizacion/remineralizacion (ver figura 34).
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Microdureza final
300

250 240,76 234,23

200

150

100
83,03 77,77

50 \66

Fldor al 2,26% Silicato/Fosfato P11-4+F Péptido 11-4  Nanohidroxiapatita

Grupos de agentes remineralizantes

Figura 34. Microdureza final segtn el tipo de agente remineralizante.

5.2. Resultados obtenidos para alcanzar el objetivo especifico 2

Para determinar la capacidad remineralizante de los cuatro agentes utilizados, se
evalu6 el contenido mineral porcentual en peso (%) después de 30 dias de
experimentacion mediante microandlisis por dispersion dispersiva de rayos X. Se
detectaron los siguientes elementos quimicos: Ca, P, C, O, F, Na, Mg, Si, Cl) (ver tabla

X).
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Grupos Ca P Ca/P C o F Na Mg Si Cl
experimentales Ratio
Esmalte intacto ~ 41.9942.55 = 20.50+0.54 = 1.58+0.07  11.60+1.44 = 24.64+2.85  0.1940.16 = 0.39:0.07 0.14£0.05  0.07+0.05  0.59+0.06
d b,c d c b b,c
Esmalte 3048325 | 14.67x0.51 | 1.60+0.14 = 525:0.30 | 25.75£3.09  0.04x0.10 | 0.34£0.12  0.15:x0.11  0.00£0.00 | 0.39£0.06
desmineralizado @ b,c,d,e,f,g,h = b,c,d,ef,g,h b,c,d,e,f,g,h b,c,d,e,f,g,h b,c,d,e,f,g,h | b,c,d,e,f,g,h
C+ (Duraphat) ~ 40.57+2.88  20.11:1.13  1.56£0.07 = 13.4844.80 23.96:321  0.82+0.88  0.35£0.13  0.1940.07 = 0.08:0.06 = 0.520.11
b b
C-(Pastasin F) = 42924244 = 20.50+0.85 = 1.62+0.05 11.55:1.54 = 24.37+2.64  028+0.16  0.46+0.10  0.13£0.06 = 0.06+0.04 | 0.56+0.07
c c c b,c c b b
Regenerate 42.88+3.07 | 20.80£0.66 = 1.59:0.08 = 11.21:1.64 = 23.52£3.25 | 0.45:029 | 037£0.07 = 0.120.04 | 022:0.17 | 0.46+0.09
Orthocare 4227210 | 2036£0.52 | 1.60£0.06 = 11.50£1.74 | 24.47+2.43 | 028024 | 0.42£0.09  0.16x0.09 | 0.14x0.13 | 0.55£0.09
b [ [ d b
Curodont 4320:3.11 | 2073051  1.61x0.09 = 11.84£1.29 | 22.98+3.30 = 0.22+0.12  0.34x0.08  0.11£0.05 = 0.08£0.05 | 0.59+0.07
Protect c e c b,¢ d,e c b b,c
Curodont 43.07+4.11 | 20.68+0.63 | 1.61x0.13 = 11.93:1.12 | 23.05:4.37 = 0.18=0.11 | 0.32:0.09 = 0.12£0.04 = 0.11=0.13 | 0.59:0.06
Protect/Fluor b,¢ d,e c b b
Protector
Tabla X Resultados del microanalisis por grupos experimentales y elementos quimicos con
diferencias significativas p<0.001: b: vs Regenerate; c: vs Duraphat; d: vs Parodontax; e: vs
Orthocare; f: vs Curodont + Fluor Protector; g: vs Esmalte intacto; h: vs Curodont. El test
estadistico utilizado fue el Test de Kruskal-Wallis + Test de Dwass-Steel-Critchlow-Flinger
Calcio (Ca):
Todos los grupos presentaron valores similares, desde un maximo de 43.20 + 3.11 en el
grupo de Curodont Protect, seguido del grupo Curodont + Fluor Protector con 43.07 +
4.11 hasta un minimo de 30.48 + 3.25 en el grupo de esmalte desmineralizado (ver figura
35).
Concentracion de Calcio
60
41,99 40,57 42,92 42,88 42,27 432 43,07
40 30,48 =
20
0
Esmalte intacto Esmalte C+ (Duraphat) C- (Pasta 0 ppm) Regenerate Orthocare Curodont Curodont P +
desmineralizado Protect Fluor Protector

Figura 35. Concentracion de Calcio (Ca) en los diferentes grupos experimentales.

Los valores obtenidos en el grupo de Esmalte desmineralizado fue el de menor

concentracion de Ca (30.48 + 3.25) y obtuvo diferencias significativas con respecto al
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resto de grupos experimentales: Regenerate, Control positivo (Duraphat), Control
negativo (pasta sin F), Orthocare, Curodont + Fluor Protector, Esmalte intacto y Curodont

Protect (p < 0.001) (ver tabla XI).

El grupo Curodont Protect (43.20 + 3.11) presento diferencias significativas (p <
0.001) frente al grupo Control positivo (Duraphat) (40.57 + 2.88), y se detectd una mayor
concentracion de Ca en Curodont Protect que en Duraphat, sin embargo, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos Curodont Protect y Curodont P +

Fluor Protector (ver tabla XI)

Grupos Esmalte Esmalte C+ C- (Pastasin  Regenerate Orthocare Curodont Curodont
experimentales intacto desmineraliza ~ (Duraphat) F) Protect Protect/Fluor
do Protector
Concentracion 41.99+2.55 30.48+3.25 40.57+2.88 42.9242.44  42.8843.07  42.27+2.10  43.20+3.11 43.07+4.11
Ca b,c,d,e,f,g,h c c

Tabla XI. Resultado de microanalisis por grupos experimentales y concentracion del elemento
quimico Ca con diferencias significativas p<0.001: b: vs Regenerate; c: vs Duraphat; d: vs
Parodontax; e: vs Orthocare; f: vs Curodont + Fluor Protector; g: vs Esmalte intacto; h: vs

Curodont. Diferencias entre grupos: Test de Kruskal-Wallis. Diferencias dos a dos: Test de

Dwass-Steel-Critchlow-Flinger.

Fosforo (P):

Se obtuvieron valores similares oscilando entre 20.80 + 0.66 en el grupo tratado
con Regenerate, seguido del Curodont Protect con 20.73 + 0.51 y valores minimos 14.67

+ 0.51 en el grupo de esmalte desmineralizado (ver figura 36).

Concentracion de Fésforo

;5) 20,5 20,11 20,5 20,8 20,36 20,73 20,68
10
5
0
Esmalte intacto Esmalte C+ (Duraphat) C- (PastaO ppm) Regenerate Orthocare Curodont Curodont P +
desmineralizado Protect Fluor Protector

Figura 36. Concentracion de Fosforo (P) en los diferentes grupos experimentales.
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El grupo de Esmalte desmineralizado obtuvo diferencias significativas con
respecto al resto de grupos experimentales: Regenerate, Control positivo (Duraphat),
Control negativo (pasta sin F), Orthocare, Curodont + Fluor Protector, Esmalte Intacto y
Curodont Protect, presentando la menor concentracion de P (14.67 = 0.51), (p < 0.001)
(ver tabla XII).

Los valores obtenidos en el grupo tratado con Orthocare 20.36 + 0.52 fueron
inferiores a los del grupo tratado con Regenerate (20.80 = 0.66), siendo estadisticamente

significativo (p < 0.001) (ver tabla XII).

Los niveles de P en el grupo de Curodont Protect (20.73 + 0.51) fueron superiores
al grupo tratado con Orthocare (20.36 & 0.52), existiendo diferencias significativas entre

ambos (p<0.001) (ver tabla XII).

Grupos Esmalte Esmalte C+ C- (Pasta  Regenerate  Orthocare Curodont Curodont
experimentales intacto desmineraliz  (Duraphat) sin F) Protect Protect/Fluor
ado Protector
Concentracion 20.50+0.54 14.67+0.51 20.11£1.13 20.50+0.85 20.80+0.66 20.36+0.52 20.73+0.51 20.68+0.63
P b,c,d,e,f,g,h b e

Tabla XII. Resultado de microanalisis por grupos experimentales y concentracion del elemento
quimico P con diferencias significativas p<0.001: b: vs Regenerate; c: vs Duraphat; d: vs
Parodontax; e: vs Orthocare; f: vs Curodont + Fluor Protector; g: vs Esmalte intacto; h: vs

Curodont. Diferencias entre grupos: Test de Kruskal-Wallis. Diferencias dos a dos: Test de

Dwass-Steel-Critchlow-Flinger.

Ca/P Ratio:

La ratio Ca/P fue relativamente homogénea en todos los grupos con algunas
diferencias sobre todo en el grupo Control negativo (pasta sin F) en el cual se observo el
valor maximo 1.62 + 0.05 y el valor minimo de 1.56 £+ 0.07 en el grupo Control positivo

(Duraphat) (ver figura 37).
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Ratio Ca/P
1,65
' 1,62
) 1,58 156
1,55
1,5
Esmalte intacto Esmalte C+ (Duraphat) C- (Pasta O ppm) Regenerate Orthocare Curodont Curodont P +
desmineralizado Protect Fluor Protector
Figura 37. Ratio Ca/P en los diferentes grupos experimentales.
El grupo de Esmalte intacto (1.58 & 0.07) presentd una Ratio Ca/P inferior al grupo
Control negativo (pasta sin flior) (1.62 £ 0.05), siendo estadisticamente significativo (p
<0.001) (ver tabla XIII).
Los grupos como el Control negativo (pasta sin F) (1.62 £ 0.05), Orthocare (1.60
+ 0.06) y Curodont Protect (1.61 £+ 0.09), mostraron diferencias significativas con
respecto al Control positivo (Duraphat) (1.56 + 0.07), con una ratio superior a este ultimo
(p <0.001) (ver tabla XIII).
Grupos Esmalte Esmalte C+ C- (Pasta Regenerate Orthocare Curodont Curodont
experimentales intacto desmineraliza ~ (Duraphat) sin F) Protect Protect/Fluor
do Protector
Ca/P Ratio 1.58+0.07 d 1.60+0.14 1.56+£0.07 1.62+0.05 ¢ 1.590.08 1.60£0.06 ¢ 1.6120.09 ¢ 1.6140.13

Tabla XIII. Resultado de microanalisis por grupos experimentales y Ratio Ca/P, con diferencias
significativas p<0.001: b: vs Regenerate; ¢: vs Duraphat; d: vs Parodontax; e: vs Orthocare; f: vs
Curodont + Fluor Protector; g: vs Esmalte intacto; h: vs Curodont. Diferencias entre grupos: Test

de Kruskal-Wallis. Diferencias dos a dos: Test de Dwass-Steel-Critchlow-Flinger.

Carbono (C):

El contenido de carbono fue similar en la mayoria de los grupos; se observoé el
valor maximo 13.48 + 4.80 en el grupo Control positivo (Duraphat), seguido del grupo
Curodont + Fluor Protector (11.93 £+ 1.12) y una concentraciéon minima de carbono de

5.25 £ 0.30 en las muestras de Esmalte desmineralizado (ver figura 38).
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Concentracion de Carbono

15 116 13,48
, 11,55 11,21 115 11,84 11,93
10
5,25
5
0
Esmalte intacto Esmalte C+ (Duraphat) C- (Pasta O ppm) Regenerate Orthocare Curodont Curodont P +
desmineralizado Protect Fluor Protector

Figura 38. Concentracion de Carbono (C) en los diferentes grupos experimentales.

Los valores obtenidos en el grupo de Esmalte desmineralizado (5.25 £+ 0.30), se
encuentran muy por debajo de los demas grupos experimentales: Regenerate
(11.21+1.64), Control positivo (Duraphat) (13.48 + 4.80), Control negativo (pasta sin F)
(11.55 + 1.54), Orthocare (11.50 + 1.74), Curodont + Fluor Protector (11.93 + 1.12),
Esmalte Intacto (11.60 & 1.44) y Curodont Protect (11.84 + 1.29), presentando diferencias
significativas (p < 0.001) (ver tabla XIV).

Grupos Esmalte Esmalte C+ C- (Pasta Regenerate Orthocare Curodont Curodont
experimentales intacto desmineraliza ~ (Duraphat) sin F) Protect Protect/Fluor
do Protector
Concentracion 11.60+1.44 5.25+0.30 13.48+4.80 11.55+1.54 11.21£1.64 11.50£1.74 11.84+1.29 11.93+1.12
C b,c,d,e,f,g,h

Tabla XIV. Resultado de microanalisis por grupos experimentales y concentracion del
elemento quimico C con diferencias significativas p<0.001: b: vs Regenerate; ¢: vs Duraphat;
d: vs Parodontax; e: vs Orthocare; f: vs Curodont + Fluor Protector; g: vs Esmalte intacto; h: vs
Curodont. Diferencias entre grupos: Test de Kruskal-Wallis. Diferencias dos a dos: Test de

Dwass-Steel-Critchlow-Flinger.

Oxigeno (O):

En cuanto a la presencia de oxigeno en las muestras analizadas los valores se
encuentran entre 25.75 £ 3.09 en el grupo de Esmalte desmineralizado, seguido de 24.64
+ 2.8 en el grupo de Esmalte intacto y un valor minimo de 22.98 + 3.30 en el grupo tratado

con Curodont Protect (ver figura 39).
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Concentracion de Oxigeno
% 25,75

4 24,37 24,47
» 23,96 2352

—22,98 23,05

22
20
Esmalte intacto Esmalte C+ (Duraphat) C- (Pasta O ppm) Regenerate Orthocare Curodont Curodont P +
desmineralizado Protect Fluor Protector
Figura 39. Concentracion de Oxigeno (O) en los diferentes grupos experimentales.
No se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de oxigeno
entre los diferentes grupos experimentales (ver tabla XV).
Grupos Esmalte Esmalte C+ C- (Pasta Regenerate Orthocare Curodont Curodont
experimentales intacto desmineraliza  (Duraphat) sin F) Protect Protect/Fluor
do Protector
Concentracion 24.64+2.85 25.75+£3.09 23.96+3.21 24.37+2.64 23.52+3.25 24.47+£2.43 22.98+3.30 23.05+4.37
(0]

Tabla XV. Resultado de microanalisis por grupos experimentales y concentracion del elemento
quimico O con diferencias significativas p<0.001: b: vs Regenerate; ¢: vs Duraphat; d: vs
Parodontax; e: vs Orthocare; f: vs Curodont + Fluor Protector; g: vs Esmalte intacto; h: vs

Curodont. Diferencias entre grupos: Test de Kruskal-Wallis. Diferencias dos a dos: Test de

Dwass-Steel-Critchlow-Flinger.

Fluor (F):

El grupo con mayor concentracion de flaor fue el Control positivo (Duraphat) con valores

de 0.82 + 0.88, seguido del grupo Regenerate con una concentracion 0.45 £+ 0.29. El grupo

con valores minimos fue el Esmalte desmineralizado con una concentracion de F de 0.04

+ 0.10, este ultimo, significativamente diferente al resto de grupos experimentales (p <

0.001) (ver figura 40; tabla XVI)
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Concentracion de Fluor

0,82
0,5
0,22 0,18
0
Esmalte intacto Esmalte C+ (Duraphat) C- (Pasta 0 ppm) Regenerate Orthocare Curodont Curodont P +
desmineralizado Protect Fluor Protector
Figura 40. Concentracion de Fluor (F) en los diferentes grupos experimentales.
El Control negativo (pasta sin flaor) (0.28+ 0.16) y el grupo Orthocare
(0.28+0.24), presentaron una concentracion de F muy similar entre ellos, y a su vez
inferior al valor del Control positivo (Duraphat) (0.82 + 0.88), siendo estadisticamente
significativo (p < 0.001) (ver tabla XVI).
La concentracion de F encontrada en los grupos de Esmalte intacto (0.19 + 0.16),
Curodont Protect (0.22 + 0.12) y Curodont + Fluor Protector (0.18 + 0.11) fue inferior a
la encontrada en el grupo Regenerate (0.45 +0.29) y Control positivo (Duraphat) (de 0.82
+ 0.88), siendo estadisticamente significativo (p < 0.001) (ver tabla XVI).
Grupos Esmalte Esmalte C+ C- (Pastasin ~ Regenerate Orthocare Curodont Curodont
experimentales intacto desmineraliza (Duraphat) F) Protect Protect/Fluor
do Protector
Concentracion F 0.19£0.16 b,e  0.04=0.10 0.82+0.88 0.280.16¢  0.45:0.29 028£024¢  022£0.12b,ec  0.1820.11 bye
b,c7d’e7f’g’h

Tabla XVI. Resultado de microanalisis por grupos experimentales y concentracion del elemento
quimico F con diferencias significativas p<0.001: b: vs Regenerate; ¢: vs Duraphat; d: vs
Parodontax; e: vs Orthocare; f: vs Curodont + Fluor Protector; g: vs Esmalte intacto; h: vs

Curodont. Diferencias entre grupos: Test de Kruskal-Wallis. Diferencias dos a dos: Test de

Dwass-Steel-Critchlow-Flinger.

Sodio (Na):

El sodio estuvo presente en mayor medida en el grupo Control negativo (pasta sin

F) con valores de 0.46 + 0.10, seguido de Orthocare con 0.42 + 0.09 y; el grupo tratado
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con Curodont + Fluor Protector presentaba la menor concentracion con valores de 0.32 +

0.09 (ver figura 41).

Concentracion de Sodio

0,6
0,46 0,42
0,4 0,39 0,34 0,35 _ e 0,37 : 0,34 0,32

0,2

Esmalte intacto Esmalte C+ (Duraphat) C- (PastaO ppm) Regenerate Orthocare Curodont Curodont P +
desmineralizado Protect Fluor Protector

Figura 41. Concentracion de Sodio (Na) en los diferentes grupos experimentales.

La concentracion de Na en el grupo de Esmalte intacto (0.39+0.07) fue inferior a
la encontrada en el grupo Control negativo (pasta sin F) (0.46 + 0.10), siendo

estadisticamente significativo (p < 0.001) (ver tabla XVII).

El grupo Control negativo (pasta sin F) (0.46 + 0.10) presentd valores superiores
y estadisticamente significativos respecto a los grupos tratados con Regenerate (0.37 +

0.07) y Control positivo (Duraphat) (0.35 £ 0.13), (p <0.001) (ver tabla XVII).

Los grupos Curodont Protect (0.34 + 0.08) y Curodont Protect + Fluor Protector
(0.32 £ 0.09), presentaron concentraciones de Na inferiores y estadisticamente

significativos (p < 0.001) a las encontradas en el Control negativo (pasta sin F) (0.46 +

0.10) y el grupo Orthocare (0.42 + 0.09) (ver tabla XVII).

Grupos Esmalte Esmalte C+ C- (Pastasin  Regenerate Orthocare Curodont Curodont
experimentales intacto desmineraliza ~ (Duraphat) F) Protect Protect/Fluor
do Protector
Concentracion 0.39+0.07 d 0.34+0.12 0.35+0.13 0.46+0.10 b,¢ 0.37+0.07 0.42+0.09 0.34+0.08 d,e 0.32+0.09 d,e
Na

Tabla XVII. Resultado de microanalisis por grupos experimentales y concentracion del elemento
quimico Na con diferencias significativas p<0.001: b: vs Regenerate; ¢: vs Duraphat; d: vs
Parodontax; e: vs Orthocare; f: vs Curodont + Fluor Protector; g: vs Esmalte intacto; h: vs

Curodont. Diferencias entre grupos: Test de Kruskal-Wallis. Diferencias dos a dos: Test de

Dwass-Steel-Critchlow-Flinger.
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Magnesio (Mg):

El grupo con mayor contenido en magnesio fue el Control positivo (Duraphat) con
0.19 £ 0.07 seguido del grupo Orthocare (0.16 = 0.09). El grupo con menor concentracion
de Mg fue Curodont Protect con 0.11 + 0.05 (ver figura 42).

Concentraciéon de Magnesio
0,2 0,19

0,15 0,14 012 0,13 0,12 /Othll 012
0,1
0,05
0
Esmalte intacto Esmalte C+ (Duraphat) C- (PastaO ppm) Regenerate Orthocare Curodont Curodont P +
desmineralizado Protect Fluor Protector

Figura 42. Concentracion de Magnesio (Mg) en los diferentes grupos experimentales.

Los valores observados en los grupos de Esmalte intacto (0.14 £ 0.05), Control
negativo (pasta sin F) (0.13 £ 0.06), Curodont Protect (0.11+ 0.05) y Curodont Protect +
Fluor Protector (0.12 + 0.04) son inferiores y estadisticamente diferentes (p < 0.001) a los
valores del grupo Control positivo (Duraphat) (0.19 + 0.07) (ver Tabla XVIII). El grupo
Control positivo (Duraphat) (0.19 + 0.07) obtuvo valores superiores con respecto al grupo

Regenerate (0.12 + 0.04), siendo estadisticamente significativo (p < 0.001) (ver Tabla

XVIII).
Grupos Esmalte Esmalte C+ C- (Pasta Regenerate Orthocare Curodont Curodont
experimentales intacto desmineraliza  (Duraphat) sin F) Protect Protect/Fluor
do Protector
Concentracién 0.14+0.05 ¢ 0.15+0.11 0.19+0.07 b 0.13£0.06 ¢ 0.124+0.04 0.16+0.09 0.11+0.05 ¢ 0.12+0.04 ¢

Mg
Tabla XVIIL Resultado de microanalisis por grupos experimentales y concentracion del
elemento quimico Mg con diferencias significativas p<0.001: b: vs Regenerate; c¢: vs Duraphat;
d: vs Parodontax; e: vs Orthocare; f: vs Curodont + Fluor Protector; g: vs Esmalte intacto; h: vs
Curodont. Diferencias entre grupos: Test de Kruskal-Wallis. Diferencias dos a dos: Test de

Dwass-Steel-Critchlow-Flinger.
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Silicio (Si):

La mayor concentracion de silicio se encontrd en el grupo tratado con Regenerate
(0.22 £ 0.17), seguido del grupo Orthocare con una concentracion de 0.14 + 0.13. En el
grupo de Esmalte desmineralizado se obtuvo 0.00 + 0.00 de silicio, siendo el Gnico grupo

en el que no estuvo presente este elemento quimico (ver figura 43).

Concentracion de Silicio

0,3
0,22
0.2 0,14 011
0,1 0,07 0,08 0,06 0,08 —
0 \(/
Esmalte intacto Esmalte C+ (Duraphat) C- (Pasta 0 ppm) Regenerate Orthocare Curodont Curodont P +
desmineralizado Protect Fluor Protector

Figura 43. Concentracion de Silicio (Si) en los diferentes grupos experimentales.

Las concentraciones de Si en los grupos: Esmalte intacto (0.07 = 0.05), Control
positivo (Duraphat) (0.08 = 0.06), Control negativo (pasta sin F) (0.06 + 0.04), Curodont
Protect (0.08 £ 0.05) y Curodont Protect + Fluor Protector (0.11 + 0.13) fueron
significativamente inferiores con respecto a las concentraciones del grupo tratado con

Regenerate (0.22 £ 0.17), (p <0.001) (ver tabla XIX).

El grupo de Esmalte desmineralizado no presentaba Si en su composicion,
estableciendo diferencias significativas con el resto de los grupos en los que si habia

presencia de este elemento quimico (p < 0.001) (ver tabla XIX).

Los valores observados en el grupo tratado con Orthocare (0.14+0.13) se
encuentran muy por encima del grupo Control negativo (pasta sin F) (0.06 + 0.04), siendo

estadisticamente significativo (p < 0.001) (ver tabla XIX).
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Grupos Esmalte Esmalte C+ C- (Pasta Regenerate Orthocare Curodont Curodont
experimentales intacto desmineraliza  (Duraphat) sin F) Protect Protect/Fluor
do Protector
Concentracion 0.07+0.05 b 0.00+0.00 0.08+0.06 b 0.06+0.04 0.2240.17 0.1440.13 0.08+0.05 0.11+0.13 b
Si b,c,d,e,f,g,h b d b

Tabla XIX. Resultado de microanalisis por grupos experimentales y concentracion del
elemento quimico Si con diferencias significativas p<0.001: b: vs Regenerate; ¢: vs Duraphat;
d: vs Parodontax; e: vs Orthocare; f: vs Curodont + Fluor Protector; g: vs Esmalte intacto; h: vs
Curodont. Diferencias entre grupos: Test de Kruskal-Wallis. Diferencias dos a dos: Test de

Dwass-Steel-Critchlow-Flinger.
Cloro (Cl):

Las concentraciones de cloro fueron coincidentes en los grupos Esmalte intacto y
el grupo tratado con Curodont Protect + Fluor Protector con valores de 0.59 + 0.06 para
ambos grupos. Estas cifras fueron muy similares al grupo Curodont Protect con 0.59 +
0.07, encontrandose entre los valores méas altos. El valor minimo se detect6 en el grupo

de Esmalte desmineralizado con 0.39 + 0.06 (ver figura 44).

Concentracion de Cloro

0,8
0,6 0,29 0,52 0,56 046 0,55 0,59 0,59
0,39 )

0,4
0,2

0

Esmalte intacto Esmalte C+ (Duraphat) C- (Pasta 0 ppm) Regenerate Orthocare Curodont Curodont P +
desmineralizado Protect Fluor Protector

Figura 44. Concentracion de Cloro (Cl) en los diferentes grupos experimentales.

Los resultados observados en los grupos de Esmalte intacto (0.59 £+ 0.06) y
Curodont Protect (0.59 + 0.07) fueron superiores y estadisticamente significativos
respecto a los valores del grupo Regenerate (0.46 £+ 0.09) y Control positivo (Duraphat)
(0.52+£0.11), (p < 0.001) (ver Tabla XX).
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Las concentraciones de Cl del grupo Control negativo (pasta sin F) (0.56 = 0.07),
Orthocare (0.55 £+ 0.09) y Curodont + Fluor Protector (0.59 + 0.06) fueron superiores a
las encontradas en el grupo Regenerate (0.46 + 0.09), existiendo diferencias significativas

entre ellos (p < 0.001) (ver Tabla XX).

Grupos Esmalte Esmalte C+ C- (Pasta Regenerate Orthocare Curodont Curodont
experimentales intacto desmineraliza ~ (Duraphat) sin F) Protect Protect/Fluor
do Protector
Concentracion 0.59+0.06 b,c 0.39+0.06 0.5240.11 0.56+0.07 0.46+0.09 0.5540.09 0.59+0.07 b,c 0.59+0.06
Cl b,c,d,e,f,g,h b b b

Tabla XX. Resultado de microanalisis por grupos experimentales y concentracion del elemento
quimico Cl con diferencias significativas p<0.001: b: vs Regenerate; c¢: vs Duraphat; d: vs
Parodontax; e: vs Orthocare; f: vs Curodont + Fluor Protector; g: vs Esmalte intacto; h: vs

Curodont. Diferencias entre grupos: Test de Kruskal-Wallis. Diferencias dos a dos: Test de

Dwass-Steel-Critchlow-Flinger.
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5.3. Resultados para alcanzar el objetivo especifico 3:
1. Esmalte intacto:

En el grupo de Esmalte intacto se visualiza una superficie con zonas homogéneas
y otras zonas con pequefias ondulaciones. Se observan numerosos depositos alargados en
forma de varillas y otros mas cortos con forma mas cuadrada, debido a la posible
degradacion de los cristales del esmalte. Estos depdsitos, se encuentran formando capas

de aglomerados en diversas zonas de la superficie del esmalte (ver figura 45).

Figura 45. Microfotografias con FESEM de la superficie del grupo de Esmalte intacto, (A):
imagen tomada a 3000 x, (B): 15 000 x y (C): 30 000 x. Depositos alargados con forma de

varilla y depdsitos mas cortos con forma cuadrada (punta de flecha).
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2. Esmalte desmineralizado:

En el grupo de Esmalte desmineralizado se observa una superficie con diversas
irregularidades donde se diferencian zonas con lineas bien marcadas y alargadas, con
forma de varillas (puede interpretarse como primas del esmalte), y otras zonas mas lisas
y aplanadas ubicadas entre las lineas, siguiendo un patrén mas esferoidal similar a un
encaje (pueden interpretarse como material organico presente alrededor de los prismas,

substancia interprismatica) (ver Figura 46).

2 HV curr det mode u
1) 10.00kV 0.25nA T2 B

& HV cu det mode
10.00kV 0.25nA T2 B

Figura 46. Microfotografias con FESEM de la superficie del grupo Esmalte
desmineralizado, (A): imagen tomada a 3000 x, (B): 15 000 x y (C): 30 000 x. Lineas bien
marcadas con forma de varillas o prismas del esmalte (puntas de flecha) y zonas con patrén

esferoidal similar a un encaje (#).
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3. Control positivo (Duraphat)

En el grupo Control positivo (Duraphat) también se aprecia una superficie densa
e irregular, con dreas mas suaves y onduladas y, otras zonas mas irregulares y rugosas,
caracterizada por la presencia de diversos poros, los cuales se encuentran en su mayoria
obliterados por una capa de aglomerados de fluoruro célcico que dibujan un punteado en

la mayor parte de la superficie del esmalte (ver figura 47).

v cur det
500kV 0.25nA T1

g HV curr det | mod b 2 HFW
1X” 5.00kV 025nA T1 A+B _ Opti 11.1mm 30000 4.23 ym

Figura 47. Microfotografias con FESEM de la superficie del grupo Control positivo
(Duraphat), (A): imagen tomada a 3000 x, (B): 15 000 x y (C): 30 000 x. Presencia de diversos
poros (puntas de flecha) en su mayoria obliterados por una capa de conglomerados esféricos que

dibujan un punteado (#). Aglomerados de fluoruro calcico (@).
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4. Control negativo (pasta sin F)

En el grupo Control negativo (pasta sin F), se aprecia una superficie muy irregular,
con aspecto moteado y rugoso. Se observan multiples microporos y numerosos cristales
en forma de varillas finas y alargadas. Se puede comprobar que existe una disposicion
mas irregular y desorganizada de dichas varillas y multiples espacios intercristalinos a lo
largo de toda la superficie del esmalte, debido a la degradacion de los cristales del esmalte

(ver figura 48).

B 1000k 0250A T1 A+B_OptiPlan 126 mm 30000x 423 um

Figura 48. Microfotografias con FESEM de la superficie del grupo Control negativo (pasta sin
F), (A): imagen tomada a 3000 x, (B): 15 000 x y (C): 30 000 x. Presencia de numerosos

microporos (puntas de flecha) y varillas finas y alargadas con disposicion irregular (#).
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5. Regenerate:

En el grupo tratado con Regenerate se observa una superficie mas homogénea y
densa, con menos irregularidades, se pueden apreciar zonas con diversos poros. Estos se
encuentran obliterados por una capa de aglomerados de fluoruro célcico en la superficie
que se alternan con otras zonas mas planas y homogéneas. Las areas planas también
presentan deposito de particulas redondeadas y de menor tamafio que las encontradas

dentro de los poros debido a la remineralizacion del esmalte (ver figura 49).

Figura 49. Microfotografias con FESEM de la superficie del grupo tratado con Regenerate, (A):
imagen tomada a 3000 x, (B): 15000 x y (C): 30000 x. Poros obliterados por una capa de
depositos esferoidales (puntas de flecha) y zonas mas planas con deposito de particulas

redondeadas y de menor tamafio (#).
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6. Orthocare:

En el grupo tratado con Orthocare se observa una superficie irregular, con
numerosas porosidades y pequefias depresiones, se aprecian multiples varillas finas y
alargadas las cuales se encuentran formando una especie de entramado desorganizado
donde se pueden apreciar los espacios intercristalinos debido a la degradacion de los
cristales del esmalte (ver figura 50). Son imagenes muy parecidas a las observadas en el

grupo Control negativo (pasta sin F) (ver figura 48).

- = - o s
s HV aurr det VD mag ® HFW F HV curr det m mag %
% 10.00kV 025nA T1 A+B OptiPlan 122mm 3000x 423 pm 7 10.00kV 0.25nA T1 A+B  OptiPlan 12.2mm 15000x 8.47 ym

s HV a m
% 10.00kV 0.25nA T1 A+B OptiPlan 12.2mm 30000x 4.23 ym

Figura 50. Microfotografias con FESEM de la superficie del grupo tratado con Orthocare, (A):
imagen tomada a 3000 x, (B): 15000 x y (C): 30000 x. Zonas con poros abiertos (puntas de

flecha) y entramado de varillas finas y alargadas (#).
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7. Curodont Protect

En el grupo tratado con Curodont Protect se aprecia una superficie con diversas
irregularidades y depresiones, se observan numerosos poros obliterados por una capa de
aglomerados pequefios y redondeados y, también por diversas varillas alargadas y finas
(ver figura 51). Presenta una superficie similar a la observada en el grupo tratado con
Regenerate, pero, a diferencia de este, también presenta varillas obliterando los poros y

no solo particulas redondeadas (posible remineralizacion) (ver figura 49).

HY curr det mag  ® HFW
10.00kV 0.25nA T1 m 15000 8.47 ym

g ® HFW

s HV curr d u WD nag ®
:%: 10.00kV 0.25nA T. lan 7.5mm 30000 4.23 ym

Figura 51. Microfotografias con FESEM de la superficie del grupo Curodont Protect, (A):
imagen tomada a 3000 x, (B): 15000 x y (C): 30000 x. Poros obliterados por una capa de

depositos redondeados y con diversas varillas finas y alargadas (puntas de flecha).
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8. Curodont Protect + Fluor Protector

En el grupo tratado con Curodont Protect + Fluor Protector se observa una
superficie moteada, con ondulaciones, de aspecto aspero y agrietado. Se aprecian diversos
monticulos irregulares, los cuales presentan numerosas grietas y poros. Puede observarse
a través de la apertura de las grietas unos precipitados en forma de laminas, capas o
escamas y algunas varillas de forma aislada en algunos puntos de la superficie del esmalte,

debido a una posible remineralizacién. (ver figura 52).

2 HV urr det m
X 5.00kV 025nA T1 A+B Im n 11.7mm 30000x 4.23 ym

Figura 52. Microfotografias con FESEM de la superficie del grupo Curodont Protect + Fluor
Protector, (A): imagen tomada a 3000 x, (B): 15000 x y (C): 30000 x. Grietas y poros de los

diversos monticulos presentes en la superficie del esmalte (puntas de flecha).
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5.4. Resultados para alcanzar el objetivo especifico 4:

El grupo con mayor rugosidad superficial fue el Control positivo (Duraphat) con
valores de 205.89 + 163.28 nm, seguido del grupo tratado con Curodont + Fluor Protector
con resultados 197.424+154.03 nm y luego Orthocare con 190.20 = 86.14 nm (ver figura
53).

El grupo con menor rugosidad y que, por tanto, presentaba una superficie mas

homogénea fue el Control negativo (pasta sin F) con 93.01+44.99 nm (ver figura 53).

Rugosidad superficial
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Figura 53. Valores de rugosidad superficial de los diferentes grupos experimentales.

Si comparamos las diferencias de rugosidad superficial media entre los diferentes
grupos experimentales se puede apreciar que en el grupo de Esmalte intacto existe una
rugosidad media de 103.82 + 38,84 nm, un valor significativamente diferente frente a los
grupos Control positivo (Duraphat) (205.89 + 163.28), Orthocare (190.20+86.14),
Curodont + Fluor Protector (197.42 + 154.03) y Esmalte desmineralizado (172.91 +
63.92), quedando muy por debajo de estos grupos (p < 0.001) (ver tabla XXI).
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El grupo de Esmalte desmineralizado (172.91 + 63.92) presentd un valor de

rugosidad mas alto y, estadisticamente significativo si se compara con el grupo
Regenerate (117.75 + 84.75), Control negativo (pasta sin F) (93.01+ 44.99) y Curodont
Protect (118.244 65.65) (p < 0.001) (ver tabla XXI).

El grupo Control positivo (Duraphat) (205.89 + 163.28) present6 diferencias

significativas frente al grupo Regenerate (117.75 £ 84.75), y se detect6 una mayor

rugosidad respecto a este ultimo (p < 0.001) (ver tabla XXI).

En el grupo Control negativo (pasta sin F) (93.01+ 44.99) se observo una menor

rugosidad superficial que en el grupo Control positivo (Duraphat) (205.89 + 163.28) con

diferencias significativas (p < 0.001) (ver tabla XXI).

GRUPOS

G1: Esmalte intacto

G2: Esmalte
desmineralizado
G C+ (Duraphat)

G C- (pasta sin F)
G3: Regenerate

G4: Orthocare

GS5: Curodont Protect

G6: Curodont + Fluor
Protector

N

60

60

60

60

60

60

60
60

Media+SD
103.82+38.84 c,e.f,g
172.91£63.92 b,d,h
205.89+163.28 b
93.01+44.99 ¢
117.75+84.75
190.20+86.14 b,d
118.24+65.65 c,ef
197.42+154.03 b,d

Mediana

93.84

158.65

148.60

77.91

95.95

160.50

106.60
143.50

Minimo
35.49
74.82
42.77
28.24
36.53
70.51
37.49
44.76

Miaximo
206.10
431.10
804.50
196.10
462.30
439.00
393.40
652.80

Tabla XXI. Rugosidad superficial media de los distintos grupos experimentales diferencias

significativas p < 0.001: b: vs Regenerate; ¢: vs C+ (Duraphat); d: vs C- (pasta sin F); e: vs

Orthocare; f: vs Curodont + Fluor Protector; g: vs Esmalte Desmineralizado; h: vs Curodont

Protect. Diferencias entre grupos: Test de Kruskal-Wallis. Diferencias dos a dos: Test de

Dwass-Steel-Critchlow-Flinger.

El grupo tratado con Regenerate (117.75 + 84.75) obtuvo unos valores de

rugosidad media sin diferencias significativas con el resto de los grupos experimentales

(ver tabla XXI).
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El grupo Orthocare (190.20+£86.14) presentd una mayor rugosidad superficial que
los grupos Regenerate (117.75 + 84.75) y Control negativo (pasta sin F) (93.01+ 44.99),
siendo estadisticamente significativo (p < 0.001) (ver tabla XXI).

El grupo Curodont Protect (118.24+ 65.65) obtuvo un valor de rugosidad media
inferior a los grupos Control positivo (Duraphat) (205.89 + 163.28), Orthocare
(190.20£86.14) y Curodont + Fluor Protector (197.42 + 154.03), presentando diferencias
significativas respecto a estos grupos (p < 0.001) (ver tabla XXI).

El grupo tratado con Curodont P + Fluor Protector present6 una rugosidad media
de 197.42 + 154.03, siendo mucho mayor que los valores de los grupos Regenerate
(117.75 + 84.75) y Control negativo (pasta sin F) (93.01+ 44.99), siendo estadisticamente
significativo (p < 0.001) (ver tabla XXI).

Rugosidad superficial
250

200 205,89 197,42 190,2

150
118,24 117,75

100

50

Fluor al 2,26% Péptido 11-4 + F Nanohidroxiapatita  Péptido 11-4 Silicato/Fosfato

Grupos de agentes remineralizantes

Figura 54. Valores de rugosidad superficial media en esmalte tras el empleo de los agentes

remineralizantes.

Al analizar los resultados por grupos de agentes remineralizantes, se puede observar
que el fluor al 2,26% presentdé una mayor rugosidad superficial, seguido del grupo del
péptido P11-4 + Fluor, la nanohidroxiapatita, el péptido P11-4 y por Gltimo y con menor

rugosidad superficial el grupo de silicato/fosfato (ver figura 54).

En cuanto al analisis topografico de las imdgenes obtenidas en 2D y 3D con AFM,

se apreciaron los siguientes resultados:
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10 pm

a)

0 pm

1. Esmalte Intacto:

El grupo de esmalte intacto present6 una rugosidad superficial media 103.82 +
38.84 nm. En cuanto al aspecto topografico se puede apreciar una superficie irregular,
con zonas de numerosos picos altos y bien pronunciados y otras zonas donde los picos

son mas cortos, observandose una serie de depresiones profundas en el relieve de la

muestra (ver figura 55).

10 pm

b)

10 pm 0 pm

Figura 55. Micrografia de fuerza atémica en area de 10 x 10 um? del grupo de esmalte intacto,

imagen a) en 2D y b) en 3D.

2. Esmalte desmineralizado

El grupo de esmalte desmineralizado presentd una rugosidad superficial de 172.91
+ 63.92 nm. En cuanto al aspecto topografico se puede observar una superficie ondulada,
con picos anchos y redondeados similar a una imagen en forma de panal lo cual podria
interpretarse como una disolucién de los prismas del esmalte, también se pueden apreciar
diversas depresiones profundas en el relieve que pueden interpretarse como poros abiertos

(ver figura 56).

98

10 pm



RESULTADOS

10 pm 10 um

b)

10 um 0 pm 10 um

Figura 56. Micrografia de fuerza atomica en area de 10 x 10 pm*en 2D imagen a) y 3D imagen

b) del grupo de esmalte desmineralizado.

3. Control positivo (Duraphat)

En el grupo control positivo tratado con Duraphat se obtuvieron valores de
rugosidad superficial de 205.89 + 163.28 nm. En el aspecto topografico, se puede
observar una superficie mas regular, con picos pequefios y depresiones poco profundas,
lo cual puede interpretarse como poros que se han cerrados. Presenta un relieve mas
aplanado y con ligeras ondulaciones, posiblemente por el precipitado de sustancias

minerales en la superficie (ver figura 57).
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10 pm
10 pm

b)

0um 10 um 0 pm 10 pm

Figura 57. Micrografia de fuerza atomica en area de 10 x 10 pm?* del grupo control positivo

(Duraphat), imagen a) en 2D y b) en 3D.

4. Control negativo (pasta sin F)

El grupo control negativo (pasta sin F) presentd valores de rugosidad superficial
de los mas bajos (93.01 +44.99 nm) y; se puede observar una topografia menos irregular
si lo comparamos con el Control positivo, mas homogénea, con numerosos picos, pero de
pequefio tamafio y con forma redondeada. El relieve presenta ondulaciones con areas mas

elevadas y otras mas bajas (ver figura 58).

10 pm
10 pm

a) b)

0 pm 10 ym 0 pm 10 um

Figura 58. Micrografia de fuerza atomica en area de 10 x 10 pm?del grupo control negativo

(pasta sin F), imagen a) en 2D y b) en 3D.
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5. Regenerate:

El grupo experimental tratado con Regenerate obtuvo valores de rugosidad
superficial de 117.75 + 84.75 nm. Se puede apreciar una topografia irregular, con
depresiones poco profundas, presenta numerosos picos, algunos mas altos y

pronunciados, otros mas anchos y redondeados. Se observa un relieve ondulado,

posiblemente debido al deposito de minerales en la superficie de la muestra (ver figura

59).

10 pm

0pm 10 um 0 pm

Figura 59. Micrografia de fuerza atomica en area de 10 x 10 pm*en 2D imagen a) y 3D imagen

b) del grupo tratado con Regenerate.

6. Orthocare:

El grupo experimental tratado con Orthocare presentd un valor de rugosidad
superficial medio de 190.20 + 86.14 nm. Se puede observar una topografia irregular,
amorfa, con picos muy numerosos y pronunciados, zonas de depresiones profundas que

pueden interpretarse como poros abiertos (ver figura 60).
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10 pm

10 pm

b)

10 pm 0 pm

10 pm

Figura 60. Micrografia de fuerza atomica en 4rea de 10 x 10 pm?* del grupo tratado con

Orthocare, imagen a) en 2D y b) en 3D.

7. Curodont Protect:

El grupo experimental tratado con Curodont Protect presentd valores de rugosidad

de 118.24 + 65.65 nm. En cuanto al aspecto topografico se puede apreciar una superficie

mas regular y homogénea, con picos pequefios y redondeados por toda la superficie. Se

observan zonas con un relieve mas elevado similar a montafias y otras zonas donde hay

depresiones con cierta profundidad, similar a poros abiertos (ver figura 61).
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10 pm
10 pm

b)

0 pm 10 pm 0 pm 10 pm

Figura 61. Micrografia de fuerza atomica en area de 10 x 10 pm*en 2D imagen a) y 3D imagen

b) del grupo tratado con Curodont Protect.

8. Curodont Protect+ Fluor Protector

El grupo experimental tratado con Curodont Protect+ Fluor protector obtuvo
valores medios de 197.42 + 154.03 nm. En cuanto al aspecto topografico se puede
observar una superficie irregular con picos altos y pronunciados y otros mas bajos con
una forma mas redondeada. El relieve es ondulado, presenta areas de depresiones poco

profundas, y otras zonas mas altas (ver figura 62).

10 pm 10 pm

a) b)

0 pm 10 um

0 pm 10 um

Figura 62. Micrografia de fuerza atomica en 4rea de 10 x 10 pm?* del grupo tratado con

Curodont Protect + Fluor Protector, imagen a) en 2D y b) en 3D.
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6. DISCUSION

En este estudio experimental in vitro, hemos evaluado el potencial remineralizante y
la resistencia al ataque 4cido del péptido P11-4, péptido P11-4 junto a barniz de fluor,
nanohidoxiapatita, silicato de calcio/fosfato de sodio y barniz de fluoruro soédico en
esmalte bovino previamente desmineralizado; las muestras fueron sometidas a ciclos de
pH de 22 horas en solucion remineralizante (pH 7,0) y 2 horas en solucién
desmineralizante (pH 4,4) durante un periodo de 30 dias. Posteriormente fue evaluada la
microdureza superficial, microanalisis del contenido mineral y analisis de la topografia

gracias al escaneado de la superficie del esmalte con AFM y FESEM.

El proceso de remineralizacién y desmineralizacion ha sido ampliamente estudiado,
considerandose un ciclo continuo y variable que ocurre de forma fisioldgica en la cavidad
oral y se repite después de la ingesta de alimentos; este ciclo es primordial para la

proteccion contra la caries o para favorecer su formacion (37, 67, 70).

6.1. DISCUSION DEL METODO
6.1.1. Desmineralizacion y remineralizacion de esmalte

Los modelos in vitro que investigan la remineralizacion utilizan actualmente dos tipos
de modelos para estudiar el proceso de desmineralizacion/remineralizacion, los modelos
bacterianos, los cuales utilizan bacterias para simular dicho proceso y los quimicos, los
cuales usan agentes quimicos mediante ciclos de pH (201), como es el caso de nuestro
estudio. Los ciclos de pH se pueden realizar de forma manual o bajo el control
informatico, aunque existen varios tipos de modelos de boca artificial y replicacion del
ataque acido mediante ciclos de pH en nuestro estudio se realiz6 el modelo quimico de
ciclos de pH de Bolis (93) y Bijle (195, 196), estos sistemas permiten la exposicion de un
producto de manera controlada, imitando de esta manera dinamica la pérdida o ganancia
de minerales durante la formacion de la caries (202), intentando replicar el entorno oral a
lo largo del tiempo (66). Normalmente presentan un periodo en solucion desmineralizante
variable segun los estudios, y puede ser de 2 a 8 horas, mientras que el periodo de tiempo
en solucion remineralizante puede ser de 16 a 22 horas, seguido de la aplicacion de
tratamientos remineralizante o placebo (199, 200). En nuestro estudio, se ha empleado

una solucion remineralizante donde se mantuvieron las muestras sumergidas durante 22
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horas; esta solucion contenia: CaCI2 1,5 mM (cloruro de calcio) (Sigma Aldrich),
NaH2P0O4 0,9 mM (fosfato monosédico) (Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU.) y 0,15 KCI
M (cloruro potésico) (Sigma Aldrich) y el pH se ajusté a 7,0 usando KOH 5,0 M

(hidroxido de potasio) (Sigma Aldrich). Posteriormente las muestras fueron lavadas con

agua destilada y sumergidas durante 2 horas en una solucién desmineralizante la cual
contenia: 2,2 mM CaCl2 (cloruro de calcio) (Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU.),
2,2 mM KH2PO4 (fosfato monopotasico) (Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU.); acido
acético 0.05 M (Sigma Aldrich, St. Louis, EE. UU.), y el pH se ajust6 a 4,40 usando KOH
5,0 M (hidréxido de potasio) (Sigma Aldrich) (197,198). Se repiti6 este ciclo de manera

continua e ininterrumpida durante 30 dias.

Previamente a la realizacion del modelo quimico de ciclos de pH a las muestras
se les produjo una lesién de caries incipiente de manera artificial. En este sentido, los
acidos inorgénicos producidos por las biopeliculas, por ejemplo, el acido lactico, acético,
propionico, succinico y férmico, son el factor principal de formacion de caries (205,206).
Entre ellos, el utilizado en este estudio experimental in vitro fue el dcido lactico; este
acido se ha utilizado durante mucho tiempo para producir lesiones cariosas artificiales
(207,208). La solucion que se utiliz6 contenia: 0,1 M de 4cido lactico
(Sigma Aldrich, St. Louis, USA) y 50 mg/L de fosfato de calcio (Sigma Aldrich, St.
Louis, EE. UU.) en agua destilada y se ajust6 el pH a 4,40 usando KOH 5,0 M (Sigma
Aldrich, St. Louis, EE. UU) (195, 196).

Cabe destacar que el 4cido lactico ha demostrado en comparacion con otros acidos
producir una lesion mas profunda de caries artificial (209), a diferencia de los ciclos de
pH que han demostrado provocar lesiones menos profundas, si las comparamos con las

lesiones naturales (210).

En cuanto al tiempo que hay que exponer a las muestras al acido para la creacion
de la caries artificial, se recomienda hacerlo durante un periodo de 2 a 4 dias (211), en
nuestro estudio escogimos 3 dias, para estar dentro de este intervalo de tiempo. También,
existen estudios donde se han utilizado ciclos de pH para crear lesiones artificiales

simulando los ataques acidos y de reparacion natural durante 30 dias (212).
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El entorno oral real es muy complejo y el pH fluctua significativamente (206); por
lo tanto, se debe tener cuidado al extrapolar los resultados actuales a la situacion clinica.
Sin embargo, con la composicion y pH adecuados, este modelo quimico puede
proporcionar un medio in vitro eficaz para simular los procesos de desmineralizacion y
remineralizacion que ocurren en el medio oral y poder evaluar el rendimiento clinico de
diversos agentes remineralizantes, proporcionando datos cuantitativos para ensayos

clinicos posteriores (213).
6.1.2. Muestras de estudio

La eleccion del sustrato de tejido duro sigue siendo uno de los problemas
pendientes en los modelos de experimentacion in vitro. En este trabajo utilizamos el
esmalte bovino debido a que es un sustrato facil de obtener en grandes cantidades y en
buen estado. Presentan una superficie mas plana, uniforme y grande que los dientes
humanos (214), la orientacion de los cristales de hidroxiapatita coincide con la del esmalte
humano (215); el porcentaje de contenido de calcio es equivalente al del esmalte humano
y presenta una disminucion similar desde la superficie hasta la unién amelodentinaria
(216). Sin embargo, también se aprecian algunas diferencias entre el esmalte bovino y
humano como la disposicion de ojo de cerradura de los prismas, mientras que las formas
laminares o de hoja tienden a apreciarse en el esmalte bovino (217); los cristales de
hidroxiapatita en el esmalte bovino son en una proporcion bovino: humano 1,6: 1 veces
mas gruesos (218). En cuanto a la resistencia a la erosion entre el esmalte bovino y
humano en algunos estudios era inapreciable, mientras que en otros se observd que
progresaba dos veces mas rapido en el esmalte bovino que en el humano (219). Se ha
visto que el esmalte bovino se usa mas que el esmalte humano en experimentacion in
vitro (220). En cuanto a los estudios de microdureza para el esmalte bovino y humano los

valores fueron muy similares en ambos sustratos (221).

En cuanto a su composicién quimica, Bisaz y cols., (1968) se encontraron cantidades
detectables de pirofosfato inorganico en el esmalte y la dentina tanto de dientes humanos
como en dientes bovinos (222). En otro estudio se demostrd que la relacion Ca/P del
mineral eliminado de las superficies del esmalte durante la desmineralizacion, asi como
las caracteristicas de remineralizacion, eran las mismas en el esmalte humano y bovino

(223). También se ha observado que el esmalte bovino presenta un menor contenido
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mineral, lo cual puede favorecer una aparicion mas rapida de lesiones cariosas (224).
Davidson y cols., (1973) (216), y Mellberg y Loertscher., (1973) (225) demostraron que
la absorcion de fluor por el esmalte sano permanente humano y el esmalte primario
bovino eran diferentes. Sin embargo, en otros estudios no se encontraron diferencias
significativas en la captacion de fluor (226). En otros estudios descubrieron que el
contenido de calcio del esmalte dental bovino y humano era del 37,9% y 36,8%
respectivamente, y que la distribucion del calcio era mas homogénea en el esmalte bovino

que en el humano (227).

En cuanto a la concentracioén de carbono no se mostraron diferencias significativas
entre el esmalte humano y el bovino. Spitzer y Bosch., (1975) descubrieron que los
indices de refraccion no eran significativamente diferentes. Sin embargo, el pico de
absorcion a 270 nm en el espectro del esmalte bovino era tres veces mayor que en el

espectro del esmalte humano (228).

En general, las diferencias morfologicas, de composicion quimica y de
propiedades fisicas deben tenerse en cuenta a la hora de interpretar los resultados

obtenidos en cualquier experimento con sustrato de dientes bovinos (225, 226).

6.1.3. Estudios in vitro: caracteristicas

Los estudios in vitro presentan numerosas ventajas ya que se pueden ejecutar en un
corto periodo de tiempo, requieren menos personal que los estudios in situ, evitan
problemas de cumplimiento de los participantes y son relativamente mas econémicos. Sin
embargo, no puede replicar el entorno oral con todas las variaciones biologicas que se

sabe que influyen en el proceso de desmineralizacion y remineralizacion (231).

La temperatura es un factor importante que debe controlarse. En nuestro estudio se
mantuvo una temperatura estable de 37 grados durante 30 dias en una estufa de
laboratorio (P Selecta®, JP Selecta S.A, Barcelona, Espafia) (232), para simular la
temperatura de la cavidad oral. Se ha descrito que la pérdida de estructura dental aumenta
con el aumento de la temperatura (206, 217, 218), por ello es importante tener un control

de la temperatura en los estudios experimentales in vitro. En resumen, aunque son
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sistemas simples sin las complejas interacciones que se encuentran in vivo o in situ, los
modelos in vitro tienen una serie de ventajas que permiten aportar datos para definir la
trayectoria que el investigador debe seguir y perfeccionar antes de realizar estudios en el
entorno clinico. Se puede probar un nimero grande de muestras y se puede analizar la
variacion entre las muestras sin las variables de confusion del sujeto y el entorno oral

231).

Una vez que se ha establecido una direccion clara para una investigacion adicional a
través de estudios in vitro, puede continuarse por estudios in situ, que estan mas cerca de
las condiciones naturales y, por lo tanto, producen resultados mas relevantes desde el
punto de vista clinico. Es poco probable que las investigaciones in vitro estén totalmente
de acuerdo cuantitativamente con los hallazgos de los estudios in situ o in vivo, pero, los

hallazgos in situ generalmente siguen las tendencias observadas in vitro (234-237).

En cuanto a la duracion del estudio para obtener resultados tras la administracion de
sustancias remineralizantes, destacar el estudio de Von Der Fehr y cols.,(1970) donde las
lesiones cariosas se remineralizaron y desaparecieron tras tres semanas de utilizacion de
agentes (238). En diversos estudios 4 semanas es el tiempo establecido para poder tratar
la caries incipiente y poder observar sus resultados de una forma mas objetiva (224, 225).
En vista de esto, escogimos el periodo experimental de cuatro semanas para nuestra

investigacion.

6.1.4. Agentes remineralizantes empleados

Barniz de Fluoruro sédico (Duraphat® 2,26% F; Colgate-Palmolive Company,

Madrid. Espaiia)

El barniz contiene un 50 mg de fluoruro sédico (5% peso/volumen) equivalente a
22,6 mg de fluoruro (2,26% peso/peso) en una solucion alcoholica de resinas naturales,
es muy facil y rapido de aplicar y cuando se endurece en la superficie del esmalte deja
una pelicula amarillenta que se mantiene durante aproximadamente 12 horas fue aplicado

una sola vez, al inicio de la experimentacion.
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El fluor es la piedra angular del tratamiento preventivo y minimamente invasivo
de las lesiones cariosas incipientes. Los iones de flior favorecen la remineralizacion de
las zonas desmineralizadas si se dispone de iones de calcio y fosfato salivales o de placa
adecuados cuando se aplica el flaor (241). Por lo tanto, en la aplicacion topica de fluor la
disponibilidad de iones de Ca y P es muy importante, ya que se requiere un numero
determinado de iones para la formacion de fluorhidroxiapatita CalO0(PO4)s(OHxFy) y
fluorapatita (Cal0(PO4)sr2) (70, 227).

Se ha demostrado que el flior produce una remineralizacion substancial de las
lesiones y que e incluso puede llegar a penetrar en la dentina subyacente en estudios in
vitro con ciclos de pH (228, 229). En este estudio se pretende evaluar la remineralizacion
del esmalte bovino mediante la aplicacion de barniz de fluoruro sodico y analizar la

resistencia después de 30 dias sometido a ciclos de pH.

Silicato de calcio y fosfato de sodio (Pasta dental: Regenerate Advance Toothpaste
™ (Unilever, Reino Unido) y sérum: Advance Enamel Serum™ (Unilever, Reino

Unido)

El dentifrico Regenerate Advance Toothpaste ™ (Unilever, Reino Unido) y el
sérum: Advance Enamel Serum™ (Unilever, Reino Unido) que se obtiene tras la mezcla
de dos componentes: el NR-5 Serum™y el Gel Activador™. Esta novedosa formulacion
de pasta dental incorporando silicato de calcio y fosfato de sodio intenta avanzar en

cuanto a las tradicionales formulaciones de dentifricos.

Se cree que los iones de calcio en el silicato de calcio se intercambian con H en
el liquido circundante, lo que conduce a la formaciéon de silanol (Si-OH) en la capa
superficial. Esto provoca un aumento en el pH y la formacion de una superficie cargada
negativamente con el grupo funcional Si-O. Por esta razon, la soluciéon en las
inmediaciones de la superficie debe estar agotada de protones y enriquecida con calcio.
Cuando se combina con los iones fosfato de la saliva circundante, se precipita la
hidroxiapatita en la superficie del silicato de calcio (66). El mecanismo de proteccion y

remineralizacion se debe a una combinacion de liberacion de calcio, amortiguacion de
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pH y formacion de hidroxiapatita (245). Wood y cols.,(2018) utilizando un modelo
interproximal in vitro, encontraron una mayor prevencion de la desmineralizacion con la
aplicacién combinada de pasta y sérum a base de silicato de calcio en comparacion con
una pasta de dientes con fluor convencional (1450 ppm F-), y con una pasta de dientes

sin fluoruro (246).

Se ha puesto de manifiesto que las particulas de CazSiOs depositadas se
transformaban en HAP tras una semana de incubacion en saliva artificial y formaban una

densa capa superficial sobre la dentina con un grosor de unas 3 micras (66).

Actualmente existe pruebas considerables en la bibliografia de que existe una
relacion lineal entre los niveles de calcio y fluor en la placa (232, 233) y se ha planteado
la hipotesis de que la capacidad de la placa para retener flaor durante periodos mas largos

viene determinada principalmente por la concentracion de calcio en la placa (249).

En nuestro estudio se utilizo la pasta dental 2 veces al dia durante 30 dias y la
aplicacion del sérum durante los tres primeros dias de la experimentacion, tras el altimo
cepillado del dia, dejandolo actuar durante 3 minutos, como indicaba el fabricante, con
esto se pretende evaluar su efecto respecto a su potencial remineralizante y resistencia al

ataque acido.

Nanohidroxiapatita (Orthocare nHAp™ Toothpaste y Orthocare nHAp™ Boost

Sponge (Prevdent® International B.V, Paises Bajos):

La nanohidroxiapatita es un compuesto de fosfato de calcio con una estructura
similar a la de la parte mineralizada de la dentina y el esmalte (250). Es bioactiva y
biocompatible. El uso de materiales basado en nanotecnologia es una estrategia interesante
para la remineralizacion. Las investigaciones proponen que la nanohidroxiapatita puede
reparar el esmalte dafiado mediante la fijacion de moléculas a la superficie del tejido o
incluso la posibilidad de rellenar defectos y microporos en los dientes desmineralizados
(251). Por esto se utiliza junto con el fltor para tratar la hipersensibilidad dental ya que

gracias a estos depdsitos sellan los tubulos dentinarios y mejoran la sintomatologia,
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aunque son necesarios mas estudios clinicos para demostrar su eficacia (98). Existen
articulos que lo promueven como alternativa al fluor, debido a la toxicidad sistémica y a

que puede provocar tinciones amarillas en los dientes conocido como fluorosis (235, 237).

En este estudio se pone a prueba este agente remineralizante utilizando la pasta
dental Orthocare nHAp™ Toothpaste 2 veces al dia durante 30 dia y el sérum Orthocare
nHAp™ Boost Sponge, se aplicd cada 5 dias de tratamiento tras el ultimo cepillado del
dia, dejandolo actuar durante 3 minutos; con el objetivo de poder valorar sus efectos en

el esmalte bovino previamente desmineralizado.

Péptido P11-4 (Curodont™ Protect; Credentis AG, Dorfstrasse, Windisch,

Switzerland):

Este agente biomineralizador compuesto principalmente por el oligopéptido 104 y
monofluorfosfato sddico 900 ppm, se ha utilizado en este estudio 2 veces por semana

dejandolo actuar durante 2 minutos, durante un periodo de 30 dias.

Segun los estudios logra una efectiva remineralizacion de la dentina, reponiendo los
componentes minerales tanto en el colageno extrafibrilar como en el intrafibrilar (253).
El mecanismo de accion del péptido P11-4 radica en la formaciéon de una matriz 3D que
atraeria iones Ca2t y seria capaz de nuclear una nueva hidroxiapatita (136). Debido a
que la remineralizacion y la eficacia del P11-4 depende del contenido mineral de la saliva,
la solucién remineralizadora utilizada en este estudio, proporciona los iones necesarios

que permitirian la formacion de una nueva hidroxiapatita,

Se ha demostrado que el P11-4 aumenta la resistencia de las fibras de colageno tipo I
frente a la actividad proteolitica de las colagenasas. Ademds, que las diferentes

concentraciones de P11-4 inducen la deposicion mineral, siendo mayor en 1 pg/mL del

péptido que en 0.5 pg/mL (254).

Los resultados del ensayo clinico realizado por Brunton y cols., (2013) concluyen que

una sola aplicacion se asocia con una regeneracion significativa del esmalte (40). Debido
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a que Curodont Protect tiene 10 mg/mL, y dos aplicaciones semanales durante 30 dias se

esperaria una mayor remineralizacion por parte este agente remineralizante.

En uno de nuestros grupos experimentales utilizamos el Curodont™ Protect
(Credentis AG, Dorfstrasse, Windisch, Switzerland) mas el Fluor Protector® al 1,5%
(Ivoclar, Vivadent S.L.U, Schaan, Liechtenstein) siguiendo los mismos pasos que el
Curodont™ Protect y después de 5 min aplicamos una fina capa de Fluor Protector®
dejandolo secar durante 60 seg y luego se aplico aire, con el objetivo de valorar el efecto

de péptido p 11-4 solo y en combinacién con el fluor.

6.2. DISCUSION DE LOS RESULTADOS

6.2.1. Microdureza superficial del esmalte

La resistencia del esmalte bovino fue evaluada mediante microdureza utilizando el

Microdurémetro se sobremesa Vickers KMHV-1000Z (Kansert, S. L. Navarra, Espafia).

La microdureza es el método mds util para evaluar el reblandecimiento del esmalte
causado por la desmineralizacion (240, 241). Esta, es una prueba de laboratorio sencilla
y no destructiva que permite valorar los cambios en la microestructura dental tras la
desmineralizacion y remineralizacion (257-259). En nuestro estudio la media de
microdureza inicial fue similar en todos los grupos, y estos valores se encuentran dentro
de un rango de valores similares si lo comparamos con estudios anteriores (242, 244). Sin
embargo, hubo una excepciéon con el grupo de esmalte desmineralizado donde la
microdureza inicial fue inferior y estadisticamente significativa con respecto al resto de
grupos experimentales, debido a que este grupo fue sometido previamente a una

desmineralizacion con acido lactico y por lo tanto tuvo valores inferiores de microdureza.

Al evaluar la microdureza superficial después de 30 dias de experimentacion
sometiendo las muestras a ciclos de pH, se obtuvieron resultados estadisticamente
significativos al comparar el antes y después, observando a nivel general una disminucion
de la microdureza en los grupos experimentales. También se encontraron diferencias
significativas entre los distintos grupos de agentes remineralizantes, aunque todos
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presentaron una disminucion de la microdureza inicial, el resultado no se produjo por
igual en los diferentes grupos. En este sentido, el grupo tratado con de barniz de fltior al
2.26% NaF (Control positivo (Duraphat) fue el que mejor resistio el ataque acido. En
diversos estudios comprobaron que las lesiones cariosas incipientes o manchas blancas
pueden controlarse y reducirse mediante el tratamiento de remineralizaciéon con una
aplicacion de barniz fluorado al 5% semanal durante un mes, evitando de esta manera

tratamientos invasivos de operatoria (260-262).

En otro articulo realizado por Paredes Quintana y Alvarez Velasco (2021), se
obtuvo una mayor microdureza tras la aplicacion del barniz de flior en una concentracion
de 2.26% en comparacion con el barniz de fluor en concentracion inferior de 0.1%, y

ambos tratamientos fueron mas efectivos que no aplicar ningun sistema fluorado (263).

Esta mayor resistencia y menor pérdida de microdureza puede deberse a que durante
el tratamiento topico con fllior a concentraciones superiores a 1.000 ppm, la formacion
de CaF2 se produce rapidamente. Los depdsitos de CaF2 pueden retenerse durante meses,
liberando trazas de fluor en los momentos en que desciende el pH y manteniendo una
concentracion constante en la cavidad oral, al tiempo que aumentan la resistencia del

diente a los ataques acidos y potencian la remineralizacion (264—-266).

Oliveiray cols., (2019) emplearon distintas concentraciones de flior y observaron
que todas ellas eran capaces de aumentar la microdureza y promover cambios
morfoldgicos en el esmalte tras 7 y 14 dias de aplicacion y permanecieron estables 1
semana después de 28 dias de tratamiento. Sin embargo, el barniz de fluor (Duraphat)
demostré la mayor estabilidad, mostrando una menor reduccion de la microdureza entre
la evaluacion inicial y después de la induccion de la caries, asi como un aumento

significativo de la microdureza una semana después del final del tratamiento (267).

Resultados similares fueron descritos por Godoi y cols., (2019) (268), donde
observaron que los barnices tenian un efecto limitado en la remineralizacion de la
superficie del esmalte, ya que los valores de microdureza de la superficie después de los
tratamientos no regresaban a sus valores iniciales. Compararon barnices de Enamelato y
Duraphat tuvieron un efecto remineralizante en la superficie del esmalte, pero ningin

barniz fue capaz de remineralizar la lesion subsuperficialmente. Aunque los niveles de
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concentracion de fluoruro insoluble y soluble no correspondian a los declarados por el
fabricante, el esmalte tratado con Duraphat tenia una concentracion de fluoruro mas alta
que los otros barnices (268). Al igual que en nuestro estudio, los valores de microdureza
no regresaron a sus valores iniciales, pero si hubo un efecto remineralizante evitando

sobre todo en el grupo tratado con Duraphat una pérdida de microdureza.

El sistema de silicato de calcio y fosfato de sodio (Regenerate) fue el segundo en
cuanto a resistencia y menor pérdida de microdureza superficial, resultados similares a
los descritos en un estudio experimental realizado por Vicente A. y cols., (2021) donde
este tipo de pasta de dientes presentaba valores de microdureza superiores si se comparaba

con otras pastas dentales fluoradas, aunque no presentd diferencias significativas (269).

En otro estudio se observd que la pasta dentifrica de silicato célcico/fosfato
fluorado inhibié la desmineralizacién en mayor medida que las pastas dentifricas de
control y promovio la remineralizacion mas que el dentifrico de control de fluoruro so6dico
a los 3 y 7 dias, obteniendo resultados significativos. La adicion del tratamiento de gel de
fase dual de silicato calcico/fosfato fluorado produjo una remineralizacion
significativamente mayor en comparacion con el tratamiento de pasta dentifrica de
silicato cdlcico/fosfato fluorado y concluyeron que este dentifrico protege
significativamente al esmalte frente a la desmineralizacion in vitro causada por el dcido

lactico o citrico, en comparacion con el dentifrico de control (270).

Joiner y cols.,(2014) demostraron que cepillarse con una pasta de dientes con
silicato de calcio y fosfato de sodio y 1450 ppm de ion de fluoruro como
monofluorofosfato de sodio era capaz de volver a endurecer el esmalte dental debilitado
con acido en una medida significativamente mayor que una pasta de dientes convencional

Q71).

Estudios in vitro han demostrado que las pastas de dientes que contienen silicato
de calcio, sales de fosfato de sodio y fluoruro aumentan la dureza de la superficie debido

a la formacion de hidroxiapatita en la superficie del esmalte (255, 256).

En otro estudio, se evaluo el efecto protector contra la erosion tras el tratamiento

con la pasta dentifrica de silicato calcico y fosfato sddico, y lo compararon con pastas
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fluoradas, mostrando una mejor resistencia a la erosiéon que las formulaciones con

fluoruros (246).

En tercer lugar, en cuanto a resistencia al ataque acido y menor pérdida de
microdureza se encuentra, el péptido 11-4 (Curodont Protect y Curodont + Fluor
Protector). Esto puede deberse a que el esmalte se protege con el péptido autoensamblante
P11-4 antes o después de la exposicion a entornos acidos (272). Ralentiza el deterioro del
esmalte y ayuda con la remineralizacion (273). Sin embargo, Attin y cols., (2017) en su
estudio informaron que no hubo ninguna diferencia significativa con respecto al grupo de

control no tratado (274).

Un estudio realizado por Kirkham y cols., (2007) in vitro, demostré que el
tratamiento con P11-4 mejora la remineralizacion y favorece la formacion de una nueva
hidroxiapatita (275). Osman E. y cols., (2021), en un ensayo controlado tipo boca partida,

demostro el potencial de regeneracion del p 11-4 en lesiones post-ortodoncicas (276).

Doberdoli y cols., (2020) en un ensayo clinico aleatorizado en 2020, han
observado que el péptido P11-4 combinado con barniz de fluoruro dos veces a la semana,
presenta una proteccion superior frente a la caries en vez de una sola aplicaciéon con
barniz de fluoruro (277). Esto no es lo que se ha observado en nuestro estudio, ya que el
fluor ha sido claramente superior en cuanto a resistencia a los ciclos de pH, incluso en el
grupo que combinamos Curodont + Fluor Protector se encontraron diferencias

significativas con respecto a Duraphat y Regenerate.

No se han encontrado estudios que evalten su microdureza superficial para
determinar su resistencia al ataque acido, ya que el péptido autoasamble P11-4 ha surgido
recientemente en la odontologia como un biomaterial muy prometedor para la
regeneracion biomimética debido a su potencial para imitar la matriz extracelular del
esmalte. En general, Pl1-4muestra resultados favorables para el tratamiento
minimamente invasivo de las lesiones cariosas iniciales. Sin embargo, se necesita mas
investigacion para determinar su eficacia a largo plazo en diversas condiciones. Este

estudio es de los primeros en la evaluacion de la microdureza superficial del péptido P11-
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4 y por tanto es dificil cotejar los resultados obtenidos con la bibliografia existente hasta

la fecha.

En ultimo lugar en cuanto a resistencia al ataque dcido y pérdida de microdureza
se encuentra la nanohidroxiapatia (Orthocare), la cual obtuvo valores de microdureza
inferiores al grupo de Esmalte intacto. Sin embargo, en el estudio realizado con pastas de
dientes GC Tooth Mousse™ (CPP-ACP), Acclaim™ (nano-HAP) y EnaFix™ (fosfato
de sacarosa de calcio) mostraron un aumento en los valores de microdureza de la
superficie del esmalte con el empleo de Acclaim™. El grupo III (Acclaim) tuvo una
mayor microdureza posterior a la remineralizacion en comparacion con el grupo II (GC

Tooth Mousse) (278).

En el estudio de Carvalho FG y cols., (2014) se llevo a cabo una comparacion de
microdureza del esmalte de la pasta de dientes CPP-ACP y nano-(HAP) mostrando un
aumento significativo en la microdureza en el grupo tratado con nano-(HAP) en

comparacion con CPP-ACP (279).

Varios investigadores informaron sobre el efecto de remineralizacion de la nano
(HAP) en las lesiones de la caries (263, 265, 266). En este sentido, Huang S y cols.,
(2011) propusieron que el aumento de la remineralizacion con el empleo de pastas con
nanohidroxiapatita se debe a su reservorio de fosfato de calcio, que ayuda a mantener un

estado de sobresaturacion con respecto a los minerales del esmalte (282).

Por lo tanto en nuestro estudio se esperaba que la pasta dental con
nanohidroxiapatita, al contener particulas de hidroxiapatita con caracteristicas similares
a la apatita dental, tuviera la capacidad de proporcionar calcio y fosfato en una
concentracion y velocidad adecuadas para reaccionar con la estructura dental
(282), reparando o promoviendo el crecimiento de cristales de hidroxiapatita (69) y
resistiendo al ataque acido, sin embargo no ocurrié asi. Se ha sugerido que nano-(HAP)
conduce a mas depositos minerales en la capa exterior que en la lesién corporal. Por lo
tanto, la difusion mineral podria ser inhibida por la capa superficial altamente
mineralizada, lo que hace que la remineralizacion completa no se logre mediante la
aplicacion de nano-(HAP) (235, 267) demostrando que la aplicacion regular de pastas de
nano-(HAP) no son capaces de evitar la desmineralizacion, independientemente de la

concentracion de nano-(HAP) y la profundidad de la lesion.
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Ademas, las pastas experimentales presentaban un bajo contenido de calcio y
fosfato en el agua que podria estar relacionado con su baja solubilidad; por lo tanto, no
pueden reaccionar adecuadamente con el diente. Existe otro posible mecanismo de accién
de la nano-(HAP), el cual seria una imbricaciéon mecanica de las pastas en la superficie
dental porosa debido al tamafio de las particulas; sin embargo, las pastas experimentales
no evitaron la desmineralizacion (166). Por otro lado, el Unico tratamiento capaz de
reducir la desmineralizacion del subsuelo dental fue la pasta con fluor, que disminuyé su
efecto positivo cuando se incorpord a la pasta de nano-(HAP). Esto puede deberse puede
a una posible reaccion entre NaF y HAP, lo que reduce la cantidad de fluoruro soluble

(69).

Por tanto, podemos rechazar la hipétesis nula (HO) ntimero 1, afirmando que la
aplicacion de los agentes remineralizantes péptido P11-4, nanohidroxiapatita, barniz de
floor 2.26% NaF y sistemas de silicato de calcio y fosfato de sodio afectan a la
microdureza del esmalte bovino previamente desmineralizado. En este sentido el grupo
de esmalte desmineralizado obtuvo valores de microdureza muy por debajo que el resto
de los grupos y, tras la fase experimental, se encontraron diferencias significativas entre
los diferentes agentes remineralizantes, siendo el grupo tratado con barniz de flior al
2.26%, el sistema de silicato de calcio/fosfato de sodio y el péptido P11-4 los mas
resistentes y los que menor perdida de microdureza superficial obtuvieron. El grupo con
mas pérdida de microdureza fue el tratado con nanohidroxiapatita, presentando valores

inferiores al grupo de esmalte intacto.

6.2.2. Contenido mineral porcentual en peso (%) del esmalte

En el estudio presentado se evalud el contenido mineral mediante el Microscopio
Electréonico de Barrido (SEM/EDX) (JEOL-6100, Tokyo, Japon) y se obtuvieron
diferentes resultados después de realizar el microandlisis, valorando los siguientes
elementos quimicos: Ca, P, C, O, F, Na, Mg, Si, Cl). Se han relacionado diferentes
oligoelementos con varias funciones, incluida la proteccion y promocion de la caries

(283). Cambiar incluso pequefias concentraciones de los elementos que componen la
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parte inorganica del esmalte afecta el tamafio y la organizacion de los cristales de apatita,
lo que a su vez afecta a su dureza (284). Por ello en este estudio se ha analizado el
contenido mineral después de someter las muestras ciclos de pH durante un periodo de

30 dias.

Los valores de Ca entre los grupos experimentales se mantuvieron estable, excepto
en el esmalte desmineralizado que presentd un menor contenido de Ca, siendo
estadisticamente significativo si se compara con el resto de los grupos. Por otro lado, en
el grupo tratado con Curodont Protect se detectd una mayor concentracion de Ca que en
Duraphat, arrojando valores estadisticamente significativos. En diversos estudios se
observaron que los valores relativos de Ca fueron inferiores en la dentina desmineralizada
y mayores donde existe mas remineralizacion (270, 271). Correspondiéndose con los
valores obtenidos en este estudio, ya que el esmalte desmineralizado present6 el menor
valor de contenido en Ca. Los valores elevados que se han observado en el grupo
Curodont Protect, podria deberse a una mayor deposicion de este elemento y por tanto

una remineralizacion en la superficie del esmalte.

En cuanto al contenido en P, se encontraron diferencias significativas con el grupo
esmalte desmineralizado y el resto de los grupos experimentales, presentando valores
minimos de este elemento quimico. Los valores méximos se obtuvieron en el grupo
tratado con Regenerate. Los niveles de P en el grupo de Curodont Protect fueron
superiores al grupo tratado con Orthocare, siendo estadisticamente diferentes. En otros
estudios se observaron que los valores relativos de P fueron inferiores en la dentina
desmineralizada y mayores donde existe mas remineralizacion (270, 271). Coincidiendo
una vez mas con el grupo de esmalte desmineralizado donde existe un menor contenido
de P demostrando que existe desmineralizacion; a su vez hubo un mayor contenido en

Regenerate y Curodont Protect, favoreciendo la remineralizacion.

Se ha demostrado que el analisis de la composicion quimica del esmalte el Py Ca
son elementos dominantes (con promedios del 24,32 % y 12,53 %, respectivamente).
Siendo crucial para que ocurran los fenomenos de desmineralizacion y remineralizacion

(287).

La ratio Ca/P fue relativamente homogénea en todos los grupos con algunas

diferencias sobre todo en el grupo de Esmalte intacto que presentd una Ratio Ca/P inferior
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al grupo Control negativo (pasta sin fluor). Tambien en los grupos Control negativo (pasta
sin F), Orthocare y Curodont Protect donde la ratio fue mayor que el Control positivo
(Duraphat), siendo estadisticamente significativo. En un estudio realizado por Vicente y
cols., (2021); mostraron que el porcentaje de peso de Ca y la relacion Ca/P en el grupo
que usaba pasta de dientes y suero Regenerate fueron significativamente mas altos que
con la pasta de dientes Vitis anticaries y Remin Pro y el grupo de control. Por lo tanto, el
sistema Regenerate evitd la pérdida de minerales del esmalte (269). En este estudio la
ratio Ca/P en Regenerate se mantuvo con un valor homogéneo respecto al resto de grupos

sin diferencias significativas entre ellos.

En otro estudio, se observo que la composicion de Ca y P en saliva completa y
estimulada se encontr6 en los pacientes con baja frecuencia de caries una mayor cantidad
de iones de Ca y P en comparacion con aquellos con mayor prevalencia de caries, lo que
también coincide con nuestros resultados, obteniendo los menores valores de Ca'y P en

el grupo de esmalte desmineralizado (288).

También se han evaluado los valores medios de Ca, P, O, C y la relacion Ca/P no
eran significativamente diferentes desde el punto de vista estadistico en el esmalte
hipomineralizado que en el esmalte sano de los HSPM. Sin embargo, en otros estudios
en esmalte hipomineralizado si que existe una disminucion del Ca y P una media del 23,0
al 21,8% en las zonas sanas e hipomineralizadas, respectivamente (una caida relativa del

7,8% sobre una base percentil) (289).

En una revisién publicada en 2007, Markowitz y Pashley., (2007) propusieron
aumentar la densidad mineral de la superficie de la dentina expuesta sellando con un
material parecido a la dentina, que contenga calcio y fosfato, y esto podria incrementar
su resistencia al desgaste, asi como al ataque erosivo, bloqueando la difusion a través de

los tibulos abiertos en la subsuperficie dentinal (290).

El contenido de C fue similar en la mayoria de los grupos, sin diferencias
significativas excepto en el grupo de esmalte desmineralizado donde se observo el valor
minimo, siendo estadisticamente diferente si se compara con el resto de los grupos. El
valor maximo se obtuvo en el Control positivo (Duraphat), seguido de Curodont P + Fluor

Protector, pero no fue significativo.
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En el estudio realizado por Malmberg y cols., (2019) se observé que este aumento
de C denota mas restos de componentes organicos en el esmalte hipomineralizado, y

supone la presencia de un mayor nimero de proteinas y fosfolipidos (291).

Hamlin D. y cols.,, (2009) en su estudio aplicaron un producto para la
hipersensibilidad dental que contenia arginina al 8% y carbonato calcico, e
inmediatamente después de la aplicacion y cuatro semanas después, el tratamiento con
Arginina-carbonato de calcio proporcion6 reducciones estadisticamente significativas en
la hipersensibilidad dentinaria con respecto al promedio ajustado de la linea base para el
chorro de aire y en los registros promedio de hipersensibilidad comparados con el
tratamiento control, todo ello debido a un mayor depésito de minerales en la superficie y

por consiguiente el sellado de los tibulos dentinarios (292).

En un estudio realizado en Canada durante 8 semanas, observaron que la pasta
dental con Arginina al 8%, carbonato calcico y 1450 ppm de Fluor proporciond
reducciones estadisticamente significativas en la hipersensibilidad dentinaria en respuesta
a estimulos téctiles y al chorro de aire comparada con la crema dental para la sensibilidad

de referencia comercial a las dos, cuatro, y ocho semanas, respectivamente (293).

Por lo tanto, este elemento quimico esta relacionado con un mayor sellado de los
tubulos dentinarios y deposicion del mineral en la superficie del diente. Esto explicaria lo
observado en nuestro estudio donde el menor contenido se encontrd en el esmalte
desmineralizado, el cual presenta una menor microdureza y mayor desmineralizacion,

mientras que el resto se mantuvo con valores homogéneos.

El grupo con mayor concentraciéon de fltior fue el Control positivo (Duraphat)
siendo estadisticamente significativo si lo comparamos con los valores obtenidos en
Esmalte intacto, Curodont Protect y Curodont + Fluor Protector. Por otra parte, el Control
negativo (pasta sin fluor) y el grupo Orthocare, presentaron una concentracion de F muy
similar entre ellos, y a su vez inferior al Control positivo (Duraphat). El segundo valor
mas elevado lo presentdé Regenerate, sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas con el resto de los grupos. Los valores minimos se encontraron en el esmalte
desmineralizado siendo significativamente diferente al resto de grupos experimentales.
En un estudio realizado por Jeng y cols., (2008) se observo una mayor concentracion de

120



DISCUSION

flaor, en las muestras tratadas con barniz lo que implica que el fluor penetrd
profundamente en la capa de esmalte durante el tratamiento y formo6 una unién firme

(294).

En un estudio realizado por Bolis C y cols., (2016) emplearon diversos barnices de
Fluor entre ellos Duraphat, y todos mostraron una deposicion sustancial de flaor en el
esmalte después de 1 hora, la absorcion de Duraphat fue mas lenta que el resto de los
grupos, pero después de 24 horas alcanzé valores similares al resto; se cree que la
deposicion de fluor en el esmalte es la principal funcion inhibidora de la caries dental
(93). Situacion similar ocurre en este articulo, donde la mayor concentracion de fluor se
obtuvo en el Control positivo tratado con Duraphat alcanzando valores superiores 30 dias

después de su aplicacion.

Los barnices de fltior tienen la gran propiedad de favorecer la formacion de
compuestos globulares alrededor de las superficies, los cuales actian como reservorios
de lenta liberacion por periodos prolongados Los barnices fluorados son altamente
eficaces produciendo una remineralizacion del 93.48% de las manchas blancas, tras 4
aplicaciones en un periodo de 12 semanas (295) . En relacion a esto, otro estudio realizado
por Castillo J. y cols.,(2001) observé una liberacion constante de dos barnices, entre ellos
Duraphat durante 28 semanas, esto presenta una similitud a lo encontrado en nuestra
investigacion ya que después de 30 dias se pudo apreciar una remineralizacion de la zona
lo cual no es efecto directo de la aplicacion del fluoruro sino se debe al reservorio y la

lenta liberacion durante los desafios acidos (296).

La concentracion de Na en el grupo de Esmalte intacto fue inferior a la encontrada
en el grupo Control negativo (pasta sin F). El Control negativo (pasta sin F) y el grupo
Orthocare presentaron las mayores concentraciones de Na, siendo estadisticamente
diferente a las encontradas en los grupos Curodont Protect y Curodont Protect + Fluor
Protector. El grupo Control negativo (pasta sin F) presentd valores superiores y
estadisticamente significativos respecto a los grupos tratados con Regenerate y Control
positivo (Duraphat). En un estudio se evalud la eficacia de las soluciones de fluoruro de

sodio frente a fluoruro de estafo al 2% y 8% durante 12 meses en 823 nifios obteniendo
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una menor incidencia de nuevos dientes cariados en los que utilizaron el fluoruro de sodio

y el fluoruro de estano al 2% (297).

Existen estudios en los que se comprueba que el NaF no logra reducir el nimero de
Streptococcus Mutans ni en placa ni en saliva, aunque si puede incrementar la resistencia
del diente a la desmineralizacion; no obstante, es incapaz de reducir la formacion de placa
(298). En nuestro estudio el grupo de Esmalte intacto fue el que presento una menor
concentracion de Na, coincidiendo con los valores de microdureza y presentando una

reduccion de su microdureza inicial, debido al proceso de desmineralizacion.

El grupo con mayor contenido en Mg fue el Control positivo (Duraphat), siendo
estadisticamente diferente a los valores obtenidos en los grupos Esmalte intacto, Control
negativo (pasta sin F), Curodont Protect, Curodont Protect + Fluor Protector y
Regenerate. Se ha demostrado que magnesio (Mg) puede desempefiar un papel importante
en la prevencion de la enfermedad periodontal y la caries, ya que tiene la capacidad de
reducir la inflamacién causada por las toxinas bacterianas (299); sin embargo hay estudios
que no ven asociaciones significativas con la caries dental (300). Los valores del
contenido mineral y la birrefringencia del esmalte sano revelan que un menor contenido
mineral se correlaciona con una menor densidad (301). De forma similar, un menor
contenido mineral se correlaciona con un mayor contenido de CO3, tal y como
informaron Robinson y cols., (1971) (302), y también con un mayor contenido de

magnesio (303).

Esto sugiere que el magnesio y el carbono en los nicleos de cristalitos podrian influir
en la susceptibilidad del esmalte a la caries. Una vez producido el ataque acido, el magnesio
liberado en estas areas podria dificultar la autoreparacion, ya que el magnesio parece inhibir
la remineralizacion (304). Posiblemente el magnesio y el carbonato en el esmalte
constituyen un talon de Aquiles y si las bolsas de magnesio y esmalte rico en carbonato
podrian explicar el progreso rapido de la lesion cariosa (303). Sin embargo, esto entra en
controversia con lo detectado en este estudio, ya que el mayor valor fue encontrado en el
grupo control Positivo (Duraphat), siendo el grupo con mayor resistencia al ataque acido
y menor pérdida de microdureza.

Se ha observado que la dureza de los dientes se puede mejorar afiadiendo zinc, por otro

lado, el magnesio, hace que el sustrato sea mas poroso, y el fluoruro, hace que la estructura
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del diente sea mas resistente al ataque acido (204, 291-293). El contenido de otros
elementos como Mg y Na rara vez superaron el 2 %, independientemente del grupo de

dientes analizado (287). En nuestro estudio no llego6 superar el 0,34%.

La mayor concentracion de Si se encontrd en el grupo tratado con Regenerate,
observandose diferencia significativa frente a los valores encontrados en los grupos
Esmalte intacto, Control positivo (Duraphat), Control negativo (pasta sin F), Curodont
Protect y Curodont Protect + Fluor Protector. El grupo de Esmalte desmineralizado no
presentaba Si en su composicion, estableciendo diferencias significativas con el resto de
los grupos en los que si habia presencia de este elemento quimico. El grupo tratado con
Orthocare se encuentran muy por encima del grupo Control negativo (pasta sin F), siendo
estadisticamente significativo. Fogels HR. y cols., (1979) realizaron un ensayo clinico
durante 3 afios para comparar dos dentifricos con fluoruro de estafio, uno a base de
pirofosfato célcico y otro a base de gel de silice, con un dentifrico de control sin fluoruro.
El dentifrico de prueba, fluoruro de estafio en una base de gel de silice, redujo la caries
de forma significativa en comparacion con el dentifrico de control sin fluoruro (308). En
otro ensayo clinico con una duracién de 2 afnos. También se puso a prueba una pasta con
base de silice y hubo una proteccion a nivel oclusal de 22,1 % y en interproximal del

37,1% (309).

Wood N. y cols., (2018) utilizando un modelo interproximal in vitro, encontraron
una mayor prevencion de la desmineralizacion con la aplicacion combinada de pasta y
suero a base de silicato de calcio en comparacion con una pasta de dientes con fliior

convencional (1450 ppm F-), y con una pasta de dientes sin fluoruro (246).

En nuestro estudio la mayor concentracion de silice se encontrd en Regenerate,
porque es una pasta y sérum compuesta principalmente por silicato de calcio y fosfato. El
grupo del esmalte desmineralizado no presentaba silice, coincidiendo estos resultados con
las pruebas de microdureza obtenidas donde Regenerate obtuvo valores muy superiores

al esmalte desmineralizado existiendo diferencias significativas.

En cuanto al contenido en C/, los resultados observados en los grupos de Esmalte
intacto y Curodont Protect fueron superiores y estadisticamente significativos respecto a

los valores del grupo Regenerate y Control positivo (Duraphat). Las concentraciones de
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ClI del grupo Control negativo (pasta sin F), Orthocare y Curodont + Fluor Protector
fueron superiores a las encontradas en el grupo Regenerate, existiendo diferencias
significativas entre ellos. Y la menor concentracion de CI encontrada fue en el grupo de
esmalte desmineralizado. En una tesis doctoral pusieron a prueba dos geles para
comprobar su eficacia con respecto a la remocidon quimica de la caries dental, el gel con
un contenido mayor en Cl Carisolv tuvo un mayor efecto antibacteriano evitando el
crecimiento de las cepas bacterianas en comparacion con el que el que no presentaba ClI
(310). El cloro actua rompiendo las uniones moleculares de las bacterias y presenta accion
disolvente sobre los restos organicos, principalmente el hipoclorito de sodio, considerado
un potente agente antibacteriano (311). Al extrapolarlo a nuestros resultados podemos
determinar que hubo un mayor control bacteriano en el Esmalte intacto y Curdont Protect.
Mientras que el esmalte desmineralizado presentaba la menor concentracion hubo una

mayor pérdida de microdureza y una mayor desmineralizacion.

Por todo lo descrito anteriormente, podemos rechazar la hipdtesis nula (HO) nlimero
2, demostrando que el contenido neto mineral tras el empleo de cuatro agentes
remineralizantes (péptido P11-4, nanohidroxiapatita, barniz de flior 2.26% NaF y
sistemas de silicato de calcio y fosfato de sodio) en esmalte bovino previamente
desmineralizado se ha visto afectado en los diversos grupos experimentales. Siendo el
grupo de esmalte desmineralizado el de menor contenido mineral. El mayor contenido en
flaor se obtuvo en el grupo tratado con barniz de fluor al 2.26% (Duraphat) y en segundo
lugar en el sistema de silicato de calcio y fosfato de sodio (Regenerate). En cuanto al
calcio los mayores valores se obtuvieron en el Control negativo y Curodont Protect
(péptido P11-4). El sistema de silicato de calcio y fosfato de sodio (Regenerate) presento

un mayor contenido en fosforo seguido de Curdodont Protect.
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6.2.3 Alteraciones morfologicas del esmalte.

El microscopio electronico de barrido de emisiéon de campo (FESEM), es un
instrumento que al igual que el SEM es capaz de ofrecer una amplia variedad de
informacion procedente de la superficie de la muestra, pero con mayor resoluciéon y con
un rango de energia mucho mayor. El funcionamiento es igual al de un SEM
convencional; se barre un haz de electrones sobre la superficie de la muestra mientras que
en un monitor se visualiza la informacion que nos interesa en funcion de los detectores
disponibles. De esta manera obtenemos diferentes imagenes topograficas de la muestra,
las mas empleadas son las de emision de electrones secundarios y electrones
retrodispersados que proporcionan abundante informacién morfolégica (312). Por ello se
ha utilizado en nuestro estudio para captar imagenes de las muestras de los grupos
experimentales en distintas resoluciones y observar las diferentes alteraciones

morfoldgicas.

En un estudio realizado por Malmberg P. y cols., (2019) se utilizaron pastas
experimentales de CaP, y al analizar las imagenes obtenidas en FESEM se observo una
superficie de esmalte lisa y sin manchas, conservando gran parte de las caracteristicas del
esmalte intacto. Con las pastas experimentales de CaP de relativamente menor acidez, por
lo tanto, se indujo una interaccion conservadora con el esmalte, 1o que resultd en un efecto
de desmineralizacion mas leve (291). En nuestro estudio, las imagenes obtenidas con la
pasta Regenerate permiten observar una superficie mas homogénea y densa, con menos
irregularidades, se pueden apreciar zonas con diversos poros, estos se encuentran
obliterados por una capa de depositos esferoidales (posibles depdsitos de calcio, fosfato
y flior) en la superficie que se alternan con otras zonas mas planas y homogéneas. Las
areas planas también presentan depoésito de particulas redondeadas y de menor tamaiio
que las encontradas dentro de los poros debido a la remineralizacién del esmalte. Esto
concuerda con los resultados obtenidos en la microdureza y el analisis del contenido
mineral. También podemos apreciar este patron en el grupo tratado con Curodont Protect
donde se observa una superficie con diversas irregularidades y depresiones, numerosos
poros obliterados por una capa de aglomerados pequeiios y redondeados y, también, por

diversas varillas alargadas y finas (ver figura 51). Presenta una superficie similar a la
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observada en el grupo tratado con Regenerate, pero, a diferencia de este, también presenta

varillas obliterando los poros y no solo particulas redondeadas (remineralizacion).

En otro estudio realizado por Bidlack F.B y cols., (2014) se analiz6 el esmalte de
roedores y se pudo apreciar una zona con forma de encaje y areas lisas, determinada por
la presencia de material organico que se marco con un contraste, ya que la parte mineral
del esmalte se habia eliminado por un proceso previo de grabado, exponiendo la matriz
organica (313). Una situacion similar se observd en nuestro estudio en las muestras de
Esmalte desmineralizado donde se apreciaba una superficie con diversas irregularidades
donde se diferencian zonas con lineas bien marcadas y alargadas, con forma de varillas
(puede interpretarse como primas del esmalte), y otras zonas mas lisas y aplanadas
ubicadas entre las lineas, siguiendo un patron mas esferoidal similar a un encaje (pueden
interpretarse como material organico presente alrededor de los prismas, substancia
interprismatica), esto y concuerda con los resultados obtenido en microdureza y contenido

mineral demostrando una desmineralizacién.

En el estudio de Gomes MN. y cols., (2018) se analiz6 un agente blanqueador in
vitro y se analizaron las imagenes de FESEM, al evaluar la superficie del esmalte con
perdxido de hidrégeno al 35%, se observd la presencia de zonas erosionadas, zonas
aplanadas y una mezcla de zonas lisas y rugosas, todas ellas con una porosidad no
uniforme. La eliminacion de la capa superficial mostro grandes cantidades de procesos
de Tomes en comparacioén con el grupo de control. Este aumento de la porosidad y la
exposicion de los procesos de Tomes pueden provocar un aumento de la sensibilidad
(314). Se ha observado un aumento de la porosidad superficial, una mayor cantidad de
depresiones prismaticas y areas de erosion superficial en dientes humanos tras la

aplicacion de peroxido de hidrogeno al 35% (315).

A partir de los cambios estructurales, se produce la exposicion del prisma del
esmalte. Al interactuar el peréxido con la estructura del esmalte, el nitrogeno y el oxigeno
se descomponen y penetran en el esmalte mas rapidamente en la fase organica. Las
conexiones entre los cristales se pierden y los poros se hacen visibles (316). Esto se pudo
observar en el grupo Control negativo (pasta sin fluor), se aprecia una superficie muy
irregular, con aspecto moteado y rugoso. Se observan multiples microporos y numerosos

cristales en forma de varillas finas y alargadas. Se puede comprobar que existe una
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disposicion mas irregular y desorganizada de dichas varillas y multiples espacios
intercristalinos a lo largo de toda la superficie del esmalte, debido a la degradacion de los
cristales del esmalte. En el grupo tratado con Orthocare se observo algo similar, una
superficie irregular, con numerosas porosidades y pequenas depresiones, multiples
varillas finas y alargadas las cuales se encuentran formando una especie de entramado
desorganizado donde se pueden apreciar los espacios intercristalinos debido a la
degradacion de los cristales del esmalte (ver figura 50). Son imdgenes muy parecidas a

las observadas en el grupo Control negativo (pasta sin F) (ver figura 48).

Sin embargo, en un estudio realizado por Memarpour M. y cols., (2019) la
aplicacion de nano-(HAP) 0,15 % cre6 una capa que cubrio la superficie y penetrd en
partes del esmalte grabado dando un aspecto maés liso y homogéneo (317), esto no
concuerda con lo analizado en este articulo. Tanto los resultados de microdureza como
del resultado de la ratio Ca/P, se aprecia una mayor desmineralizaciéon y una menor

resistencia al ataque acido en este grupo experimental.

En el estudio realizado por Gomes MN. y cols., (2018) se observé una mayor
deposicion de mineral en la superficie en el grupo CPP-ACP. Hay una mayor deposicion
de iones de calcio (38,4%) en la superficie, obliterando los espacios interprismaticos y
cubriendo las areas de depresion (314). Otros autores encontraron deposicion mineral al
utilizar agentes oxidantes para el blanqueamiento de autoaplicacion, tanto en el esmalte
como en la dentina (318). La accion protectora de la superficie provoca la formacion de
una capa que rellena las cavidades interprismaticas y cubre parcialmente los prismas
(319). El proceso de remineralizacion aun no se comprende totalmente, pero la reparacion
se describe probablemente por la deposicion de minerales en las zonas porosas en lugar
del crecimiento de nuevos cristales (320). El esmalte remineralizado por CPP-ACP es
mas resistente a los cambios de pH debido a la hidroxiapatita con una alta concentracién

de iones de calcio y fosfato (321).

Algo similar ocurri6 en el grupo de Esmalte intacto se aprecia una superficie con
zonas homogéneas y otras zonas con pequefias ondulaciones. Se observan numerosos
depositos alargados en forma de varillas y otros mas cortos con forma més cuadrada,
debido a la posible degradacion de los cristales del esmalte. Estos depositos, se encuentran
formando capas de aglomerados en diversas zonas de la superficie del esmalte. En el
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grupo Control positivo (Duraphat) también se aprecia una superficie densa e irregular,
con areas mas suaves y onduladas y, otras zonas mas irregulares y rugosas, caracterizada
por la presencia de diversos poros, los cuales se encuentran en su mayoria obliterados por
una capa de conglomerados esféricos (depdsitos de fluoruro célcico) que dibujan un
punteado en la mayor parte de la superficie del esmalte, esto concuerda con los resultados
obtenido en la microdureza y contenido mineral mostrando una mayor resistencia a los

ciclos de pH y una mayor remineralizacion.

También podemos apreciar este patron en el grupo tratado con Curodont Protect
+ Fluor Protector se observa una superficie moteada, con ondulaciones, de aspecto dspero
y agrietado. Se aprecian diversos monticulos irregulares, los cuales presentan numerosas
grietas y poros. Puede observarse a través de la apertura de las grietas unos precipitados
en forma de laminas, capas o escamas y algunas varillas de forma aislada en algunos

puntos de la superficie del esmalte, debido a una posible remineralizacion.

Basandonos en estas observaciones, sugerimos una secuencia de los procesos
principales que controlan la formacion inicial del esmalte: primero, el establecimiento de
un microambiente adecuado asociado con la eliminacion de la l1amina basal y la secrecion
de material denso en electrones y punteado; y segundo la formacion inicial de cristales de
fosfato. En general, la formacion de cristales requiere una solucién sobresaturada y un
acontecimiento nucleante. Una solucidon estd sobresaturada cuando la concentracion

ionica supera su producto de solubilidad (322).

Interpretamos que estos datos apoyan el concepto de que durante la formacion
inicial del esmalte se forman cristales cortos y desorientados de baja relacion de fosfato
calcico. Varios autores han investigado la transformacion de fosfatos calcicos de baja
proporcion en hidroxiapatitas (309, 310). Proponemos que, en el esmalte inicial, los

cristales cortos y orientados aleatoriamente son una fase de fosfato célcico.

Hay estudios que apoyan la hipotesis de que la nucleacion de novo y el crecimiento
del cristal HAP del esmalte son independientes de los procesos de mineralizacion

caracterizados para la dentina (322).

En nuestro estudio se puede observar que los primeros cristales de esmalte son

pequenos y cortos.
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Tras lo expuesto anteriormente, podemos rechazar la hipotesis nula (HO) 3,
demostrando que tras el empleo de cuatro agentes remineralizantes como son el péptido
P11-4, nanohidroxiapatita, barniz de fluor 2.26% NaF y sistemas de silicato de calcio y
fosfato de sodio, se ve afectada la morfologia del esmalte previamente desmineralizado
en todos los grupos de estudio. En el grupo barniz de fltior 2.26% (Duraphat), silicato de
calcio y fosfato de sodio (Regenerate) y péptido P11-4 (Curodont Protect) se observo una
superficie con poros obliterados y depodsitos de fluoruro calcio, evidenciando una
remineralizacion de la superficie. Mientras que en el grupo tratado con nanohidroxiapatita
(Orthocare) se observaron numerosos poros y espacios intercristalinos debido a una

desmineralizacion del esmalte.

6.2.4 Rugosidad superficial del esmalte

Para realizar la valoraciéon de las alteraciones de la rugosidad superficial y de
topografia en la superficie de las muestras tratadas con los cuatro agentes
remineralizantes, se utilizé el Microscopio de Fuerza Atdmica (AFM Nano- Observer,

ScienTec Ibérica, Madrid, Espana)

La microscopia de fuerza atdmica (AFM) es una herramienta util para el estudio y la
observacion de la superficie dental (325-327) ya que proporciona imagenes en dos
dimensiones y tres dimensiones que nos permite hacernos una idea de la situacion
topografica de cada muestra, también podemos obtener informacion cuantitativa como la
rugosidad y propiedades mecénicas. Debido a su mecanismo de formacion de imagenes,
no hay necesidad de tincion, deshidratacion, recubrimiento de pelicula fina o un entorno
de vacio. Por lo tanto, las muestras de esmalte dental y los tibulos de dentina pueden

estudiarse directamente (328).

La microscopia electronica de barrido también se puede utilizar para evaluar la
rugosidad de la superficie, al compararlo con las fotomicrografias FESEM estas son mas
subjetivas, ya que no proporcionan una evaluacioén cuantitativa de las superficies y, por
lo tanto, no son adecuadas para la evaluacion comparativa de la topografia del esmalte
(315, 316). Una alternativa a SEM es AFM, ya que esta tecnologia genera multiples

escaneos mecanicos de alta resolucion en un rango de nano escalas (331).
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La principal ventaja de la AFM sobre otras tecnologias es que proporciona datos
cuantitativos sobre la rugosidad (332). Recientemente, se han descrito cambios en las
superficies del esmalte en funcion del tratamiento superficial in situ (318, 319), por ello
decidimos usar esta prueba para evaluar si existen cambios en la rugosidad superficial

entre los distintos grupos experimentales después de 30 dias de experimentacion.

Las diferencias para la preparaciéon de muestras de esmalte antes de los estudios
morfoldgicos pueden estar relacionadas con la observacion de caracteristicas especificas
en la superficie. Algunos estudios relacionan mayor rugosidad superficial con un mayor
grado de desmineralizacién debido a un aumento de la porosidad de la superficie (334—
336), sin embrago otros estudios lo relacionan con una remineralizacion debido al
depdsito de minerales en la superficie, lo cual conlleva a una mayor rugosidad superficial
(240, 323, 324). Por lo tanto, es dificil comparar los estudios sobre el tema. Una definicion
de los métodos a realizar facilitaria la labor de los investigadores y las asociaciones
clinicas; seria recomendable mientras tanto no utilizarlo como una prueba aislada sino
como un examen complementario a otros. En este estudio hemos tenido en cuenta no solo
el analisis con AFM para llegar a conclusiones, sino también las otras pruebas realizadas
de microdureza superficial, EDX para evaluacion del contenido mineral y FESEM para
obtencion de imagenes de las muestras en alta resolucion, como se ha descrito

anteriormente.

El grupo con mayor rugosidad superficial fue el Control positivo (Duraphat) flaor al
2.26%, seguido del grupo tratado con Curodont Protect + Fluor Protector (péptido P11-4

+ F) y en tercer lugar la nanohidroxiapatita.

Debido al andlisis de EDX y microdureza superficial, podemos observar que
Duraphat y Curodont + Fluor Protector (péptido P11-4 + F) tienen una mayor rugosidad,
debido depodsito de minerales sobre la superficie del esmalte lo cual favorece una
remineralizacion y no a una desmineralizacion lo cual concuerda con los estudios (240,
323, 324). En las iméagenes en 3D se aprecia una topografia muy similar en ambos grupos.
Los agentes fluorados de alta concentracion, como el gel y el barniz, se consideran un
buen vehiculo para la aplicacion topica debido a la formacion de una barrera mecanica
(325, 326) y han demostrado una reduccion de la pérdida de minerales del esmalte y una
inhibicion del desarrollo de lesiones causadas por la erosion in vitro (327, 328). Ademas,
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los agentes fluorados en gel y barniz han demostrado una mayor proteccion frente a la

erosion dental (325, 329).

Sin embargo, el grupo tratado con nanohidroxiapatita que también presentd una
rugosidad superficial elevada, en este caso, analizando los resultados de microdureza y
EDX, puede deberse a una desmineralizaciéon de la superficie y la formacion de
microporos, esto se encuentra en relacién con lo analizado en los estudios (334-336).
También pudo apreciarse un cambio de coloracion en la superficie del esmalte tratado
con este agente remineralizante volviéndose una superficie mas amarillenta que el resto
de las muestras. En un estudio de Vieira-Junior W. y cols., (2018) se examind la
correlacion entre la alteracion de la rugosidad del esmalte y el color dental y se observo
el mayor cambio de color en el grupo con mayor aumento de la rugosidad del esmalte.
Los autores concluyeron que las alteraciones en la estructura del esmalte pueden tener un
efecto sobre los cambios en el color de los dientes (344), esto podria explicar el cambio
de coloracidn a un tono mas amarillento del grupo tratado con nanohidroxiapatita, lo cual

se relaciona con una mayor desmineralizacion y rugosidad superficial.

Por otro lado, se encontré menor rugosidad al emplear la pasta sin F, Curodont,
Esmalte intacto y Regenerate, en algunos estudios lo sefialan como un signo de
remineralizacion (337), ya que la estructura se ha mantenido estable, sin formacion de
microporos resistiendo al ataque acido durante 30 dias. Sin embargo, si analizamos
Regenerate con los datos aportados por la microdureza y EDX, concuerda y es favorable
a esta teoria. El esmalte intacto present6 valores de microdureza muy inferiores al resto
de grupos y EDX similar al resto de grupos, aqui no se encuentra en concordancia con
esta teoria, ya que deberia haber presentado valores de rugosidad mayores debido a la
desmineralizacion, aunque esta se pudo ver contrarrestada por el depdsito débil de
minerales en la superficie, y por ello haber dado una topografia mas regular (257). El
grupo tratado con Curodont y pasta sin F ocurre algo similar, aunque presentaron valores
de microdureza més elevados que Esmalte intacto, pero eran valores bajos en
comparacion con el resto de los grupos, una rugosidad superficial més baja puede deberse
al débil depdsito de minerales en las zonas desmineralizadas. Esto sugiere que los

precursores minerales se distribuyeron de manera mas homogénea a través de la matriz,
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lo que permite una interaccién mas fina con la red orgéanica, en lugar de precipitarse en la

superficie (338).

Se ha sugerido que, en el tratamiento de las lesiones de mancha blanca del esmalte,
el P11-4, gracias a su baja viscosidad, es capaz de penetrar en los microporos de la
superficie desencadenando un proceso de autoensamblaje y generando un andamiaje
bioactivo (40). El efecto remineralizante del péptido autoensamblante P11-4 evaluado
mediante AFM y SEM resultdé ser reducido si se aplicaba antes de un ciclo de
desmineralizacion y si se aplicaba sobre esmalte intacto, pero si que presentaba cierta

accion remineralizante (272).

Los resultados de un estudio realizado por Bertassoni LE. y cols., (2010) confirman
la hipotesis de que una formacion mineral controlada y continua facilita la
remineralizacion y la recuperacion mecanica superficial de la dentina desmineralizada

(338).

Por lo tanto, podemos rechazar la hipdtesis nula (HO) 4, demostrando que la
aplicacion de péptido P11-4, nanohidroxiapatita, barniz de flior 2.26% NaF y sistemas
de silicato de calcio y fosfato de sodio afectan sobre la rugosidad superficial del esmalte
bovino desmineralizado. Se observo una mayor rugosidad superficial en el grupo tratado
con barniz de fluor 2.26%, seguido del péptido P11-4 + fluor, debido al deposito de
fluoruro célcico sobre la superficie. En tercer lugar, la nanohidroxiapatita (Orthocare)
debido al formacion de microporos y desmineralizacion. Por tiltimo, con menor rugosidad
superficial se encuentra el péptido P11-4 (Curodont Protect) y el sistema de silicato de
calcio y fosfato de sodio (Regenerate), interpretindose como un signo de

remineralizacion ya que se ha mantenido estable la superficie, resistiendo al ataque éacido.
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6.3. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

A pesar de que los estudios in vitro presentan numerosas ventajas, no permiten
replicar el entorno oral con todas las variaciones biologicas que se sabe que influyen en
el proceso de desmineralizacion y remineralizacion (231). Es poco probable que las
investigaciones in vitro estén totalmente de acuerdo con los hallazgos de los estudios in

situ o in vivo (234-237).

Otra limitacién importante a tener en cuenta son es la diferencia morfologica, de
composicion quimica y de propiedades fisicas entre los dientes humanos y los bovinos,
las cuales deben tenerse en cuenta a la hora de interpretar los resultados obtenidos en el

estudio experimental (229).

Por otro lado, la utilizaciéon de un novedoso material biomineralizador como es el
Curodont Protect (péptido P11-4), conlleva a la falta de articulos de investigacion sobre

su microdureza superficial hasta la fecha.

6.4. LINEAS FUTURAS DE INVESTIGACION

Se pretende seguir esta linea de investigacion analizando los nuevos biomateriales

que salgan al mercado introduciendo nuevos sistemas de analisis.
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7. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos del estudio experimental in vitro reflejan las siguientes

conclusiones:

1.

Al evaluar la resistencia del esmalte mediante analisis de microdureza, tras la
aplicacion de cuatro agentes remineralizantes (péptido P11-4, nanohidroxiapatita,
barniz de fltior 2.26% NaF y sistemas de silicato de calcio y fosfato de sodio), en
esmalte bovino previamente desmineralizado se ha observado que el grupo mas
resistente fue el tratado con barniz de fluor al 2,26%, seguido del sistema de
silicato de calcio y fosfato de sodio; luego el péptido P11-4, y el que menos
resistencia tuvo a los ciclos desmineralizacion/remineralizacion fue la
nanohidroxiapatita, presentando valores inferiores al grupo de esmalte intacto.
El contenido neto mineral tras el empleo de cuatro agentes remineralizantes
(péptido P11-4, nanohidroxiapatita, barniz de flaor 2.26% NaF y sistemas de
silicato de calcio y fosfato de sodio) en esmalte bovino previamente
desmineralizado se ha visto modificado en los diversos grupos experimentales. El
mayor contenido en flior se obtuvo en el grupo tratado con barniz de fluor al
2.26% (Duraphat) y en segundo lugar en el sistema de silicato de calcio y fosfato
de sodio (Regenerate). En cuanto al calcio los valores fueron homogéneos. El
sistema de silicato de calcio y fosfato de sodio (Regenerate) presentdé un mayor
contenido en fosforo seguido de Curodont Protect. El silicio se encontrd en mayor
proporcion en el grupo Regenerate.

Se han observado alteraciones morfologicas del esmalte previamente
desmineralizado en todos los grupos de estudio tras la aplicacion de cuatro agentes
remineralizantes (péptido P11-4, nanohidroxiapatita, barniz de fltor 2.26% NaF
y sistemas de silicato de calcio y fosfato de sodio). En el grupo barniz de fltior
2.26% (Duraphat), silicato de calcio y fosfato de sodio (Regenerate) y péptido
P11-4 (Curodont Protect) se observd una superficie con poros obliterados y
depositos de fluoruro calcio, evidenciando una remineralizacion de la superficie.
Mientras que en el grupo tratado con nanohidroxiapatita (Orthocare) se
observaron numerosos poros Yy espacios intercristalinos debido a una

desmineralizacion del esmalte.
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4. Existen alteraciones de rugosidad superficial tras la aplicacién de cuatro agentes
remineralizantes (péptido P11-4, nanohidroxiapatita, barniz de fltor 2.26% NaF
y sistemas de silicato de calcio y fosfato de sodio) en esmalte bovino previamente
desmineralizado, observandose una mayor rugosidad superficial en el grupo
tratado con barniz de fltior 2.26%, seguido del péptido P11-4 + flor, debido al
depdsito de fluoruro célcico sobre la superficie. En tercer lugar, la
nanohidroxiapatita (Orthocare) debido al formacién de microporos 'y
desmineralizacion. Por ultimo, con menor rugosidad superficial se encuentra el
péptido P11-4 (Curodont Protect) y el sistema de silicato de calcio y fosfato de
sodio (Regenerate), interpretdndose como un signo de remineralizacion ya que se

ha mantenido estable la superficie, resistiendo al ataque acido.
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