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LISTA DE ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

MEB : Microscopia electronica de barrido.
RAMAN : Espectroscopia raman confocal.
AFM : Microscopia de fuerza atémica.
CMC : Carboximetilcelulosa.

mm : Milimetros.

rpm : Revoluciones por minuto.

ml : Mililitros.

mm : Micrometros.

nm : Nanometros.

HAP : Hidroxiapatita.

nHAP ; Nanohidroxiapatita.

Fig. ; Figura.

°C : Grados Celsius.

pH : Potencial de hidrégeno.

siC : Carburo de Silicio.

Tp : Tamario de particula.

FTIR-ATR Espectroscopia infrarroja transformada de fourier.



Kv : Kilovoltio.

Q : Quitosano,

nHAP/Q : Nanohidroxiapatita y quitosano,

Knoop ; Rango de dureza

WSL : Lesiones de mancha blanca

RDA : Relative Dentine Abrasivity

CPP-ACP Fosfopéptido de caseina - fosfato de calcio amorfo
CPP-ACFP Fosfato de fluoruro de calcio amorfo con fosfopéptido de
caseina

PDB : Pasta dental base



RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto remineralizante de una pasta
dental experimental a base de nanohidroxiapatita y quitosano (nHAP/Q), como
alternativa para favorecer la remineralizacion del esmalte dental bovino erosionado.
Se evalud el grado de mineralizacion mediante microscopia RAMAN vy la
microdureza superficial con Vickers. Se formul6 una pasta dental base (PDB) que
actué como vehiculo para los agentes remineralizantes en experimentacion. Se
elaboraron las siguientes pastas experimentales: PDB 80% + nHAp 10% +
Quitosano 10%. (Grupo 1), PDB 90.%+ nHAp Concha de Abanico 10% (Grupo 2),
PDB 90% + Quitosano 10%. (Grupo 3), PDB 90%+ nHAp comercial 10% (Grupo
4). Se establecieron como controles positivos 2 pastas dentales comerciales
fluoradas de demostrada actividad remineralizante: Colgate total (Grupo 5) y Mi
paste plus (Grupo 6). Se establecieron ademas los siguientes controles: PDB 100%
(Grupo 7), Control ciclo erosivo, no pastas, conservacion en saliva artificial (Grupo
8), Control no ciclo erosivo, no pastas (Grupo 9), Control ciclo erosivo, no pastas,
conservacion agua destilada (Grupo 10). Se establecieron 10 grupos de estudio con
10 muestras de esmalte de bovino cada uno, todos los especimenes de los grupos
excepto del grupo 9 recibieron ataques con acido citrico al 0.5 % durante 2 min a
las 0, 8, 24 y 32 horas. Después de cada ataque acido, se aplico las pastas de dientes
correspondientes a cada grupo de tratamiento, excepto los grupos control 8, 9y 10.
Luego se procedid a evaluar el grado de mineralizacion mediante microscopia
RAMAN vy la microdureza superficial con Vickers. No encontramos diferencias
significativas (p>0.05) en el grado de mineralizacion y Dureza superficial en el

esmalte dental bovino, entre las diferentes pastas, las muestras de esmalte sano



(grupo 9) a las que no se les realiz6 ataque acido ni ningln tratamiento, ni las
muestras del grupo 8 que recibieron el ataque acido y fueron conservadas en saliva
artificial. Pero si todas ellas, tienen diferencias significativas (p< 0.05) con el grupo
10 que fue sometido a ciclo erosivo y conservado en agua destilada. Este estudio in
vitro muestra que la pasta experimental a base de nanohidroxiapatita y quitosano,

tiene potencial remineralizante en el esmalte bovino erosionado.
PALABRAS CLAVE

Hidroxiapatita, pastas de dientes, quitosano, remineralizacion dental, esmalte

dental, erosion de los dientes. (DECS)



ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate the remineralizing effect of AN
experimental toothpaste based on nanohydroxyapatite and chitosan (nHAP/Q), as
an alternative to promote the remineralization of eroded bovine tooth enamel. The
degree of mineralization was evaluated using RAMAN microscopy and the surface
microhardness with Vickers. A base toothpaste (PDB) was formulated that acted as
a vehicle for the remineralizing agents under experimentation. The following
experimental pastes were prepared: PDB 80% + nHAp 10% + Chitosan 10%
(Group 1), PDB 90%+ nHAp Argopten purpuratus Shell 10% (Group 2), PDB 90%
+ Chitosan 10% (Group 3), PDB 90%+ commercial nHAp 10% (Group 4). Two
fluorinated commercial toothpastes with proven remineralizing activity were
established as positive controls: Colgate total® (Group 5) and MI Paste Plus™
(Group 6). The following controls were also established: PDB 100% (Group 7),
erosive cycle control, without pastes, and conserved in artificial saliva (Group 8),
non-erosive cycle control, without pastes (Group 9), erosive cycle control, without
pastes, conserved in distilled water (Group 10). 10 study groups were established
with 10 bovine enamel samples each, all the specimens of all the groups except
Group 9 received attacks with 0.5% citric acid for 2 min at 0, 8, 24 and 32 hours.
After each acid attack, the toothpastes corresponding to each treatment group were
applied, except for control groups 8, 9 and 10. The degree of mineralization was
then evaluated using RAMAN microscopy and surface microhardness with
Vickers. No significant differences (p>0.05) were found in the intensity of the
phosphate ion using Raman v1, nor in the Vickers Hardness (kg/mmz2) of bovine

enamel, between the different pastes, the healthy enamel samples (group 9) to



which no acid attack or any treatment was carried out, nor the samples from group
8 that received the acid attack and were preserved in artificial saliva. But all of them
have significant differences (p < 0.05) with group 10 that was subjected to an
erosive cycle and preserved in distilled water. This in vitro study shows that, the
experimental pastes based on nanohydroxyapatite and chitosan, has a potential

remineralizing effect on eroded bovine tooth enamel.

KEYWORDS

Durapatite, toothpastes, chitosan, tooth remineralization, dental enamel, tooth

erosion. (MESH).



INTRODUCCION

La erosion dental es un proceso patologico caracterizado por la pérdida quimica
de la sustancia mineralizada del diente causada por la exposicion a &cidos no
derivados de bacterias orales (1), La erosion es un trastorno al que contribuyen
propiedades tales como las caracteristicas estructurales del diente, las propiedades
fisioldgicas de la saliva y las fuentes y habitos acidos extrinsecos o intrinsecos (2,
3). Entre los factores intrinsecos observamos el reflujo de acidos gastricos, vomito
recurrente o regurgitacion como causas importantes de erosion dental en pacientes
quienes padecen estas enfermedades o signos. Por otro lado, en los factores
extrinsecos se ha reportado la ingesta de bebidas carbonatadas, y el consumo de

otro tipo de alimentos con contenido de &cido citrico, o bebidas alcohdlicas (4).

La erosion dental es un problema de salud publica comin en las sociedades
modernas debido al aumento del consumo de bebidas acidas, como los refrescos,
las bebidas deportivas y los jugos de frutas, todos estos con un alto potencial
desmineralizante. Los cambios en la dieta y la higiene bucal inadecuada han hecho
que la erosion del esmalte sea cada vez méas frecuente, especialmente entre los

jovenes y los nifios (5, 6).

El esmalte es el tejido mineralizado més externo que cubre la corona anatmica
del diente y es el primero en recibir el impacto de los &cidos que provocan la

erosion.

Los factores bioldgicos y quimicos en el entorno del esmalte influyen en la

erosion. La saliva proporciona efectos protectores al neutralizar y eliminar los



acidos dietéticos, al mismo tiempo que es una fuente de iones inorganicos

necesarios para el proceso de remineralizacion (7-10).

La pérdida de sustancia por erosion es un proceso ciclico y dindmico con
periodos de desmineralizacion y remineralizacion (11). Cuando el nivel del pH
desciende por debajo del pH critico de la hidroxiapatita adamantina, 5.5; los
cristales se disocian y tienden a difundirse hacia el medio externo, produciéndose
la desmineralizacion. Este fendmeno no ocurre de manera incesante, ya que por
accion buffer de la saliva el pH se estabiliza, logrando incorporarse nuevos cristales
en la superficie dentaria, provocando asi la remineralizacion. Este proceso dura

aproximadamente 20 minutos en completarse (8).

Para prevenir, mitigar y subsanar los efectos de la erosion dental, se han
desarrollado mudltiples técnicas de remineralizacién del tejido dental afectado,

reconstruyendo la morfologia superficial del esmalte (12, 13).

Si bien la remineralizaciébn mediada por fluor es la piedra angular de las
filosofias actuales del manejo de la caries, se han comercializado o se estan
desarrollando nuevas estrategias que afirman promover una remineralizacién mas
profunda de las lesiones, reducir los riesgos potenciales asociados con los productos
de cuidado oral con alto contenido de fluor, y facilitar el control de la caries durante
toda la vida. Estos sistemas remineralizantes sin flior pueden clasificarse en
tecnologias regenerativas de esmalte biomimético y los enfoques que reparan las

lesiones de caries al mejorar la eficacia del fluoruro (14, 15)

En el mercado, encontramos principalmente pastas dentales con fluor, pero

tambiéen hay productos dentales remineralizantes sin fluor (16). Actualmente, la



mayoria de los sistemas remineralizantes sin fluoruro disponibles comercialmente
estan destinados a mejorar la eficacia del fluoruro, minimizando los potenciales
riesgos asociados con el fluor. Estas formulaciones son una alternativa
prometedora pero es necesario investigar y caracterizar sus capacidades
remineralizantes. Estos estudios son especialmente necesarios para los productos
que ya estan en el mercado como la nanohidroxiapatita (nHA), fosfopéptido de
caseina - fosfato de calcio amorfo CPP-ACP, fosfato tricélcico, fosfosilicato de
calcio y sodio, fosfatos de calcio amorfo (ACP), polifosfatos, trimetafosfato de

sodio (17-22)

El uso de nanohidroxiapatita (nHA) como agente remineralizante en pastas
dentales estd en aumento (23-27). De otro lado, la nHA, esta siendo estudiada en
asociacion con quitosano (Q) (28, 29). El quitosano es un derivado del polimero
natural quitina; una sustancia biocompatible, biodegradable y con propiedad
antimicrobiana (30-39). por lo que una pasta dental con nHA asociada a Quitosano
podria potenciar el efecto remineralizante, lo que se manifiesta en el interés de los

investigadores por estudiar esta asociacion. (40-47).

Las pastas dentales, o dentifricos, son uno de los vehiculos mas populares de
aplicacion de agentes remineralizantes (5, 48, 49). Por lo general, estas contienen
una amplia gama de componentes (abrasivos, humectantes, conservantes, agentes
espesantes o aglutinantes, detergentes, agentes aromatizantes y agentes
terapéuticos) y se pueden clasificar como terapéuticas y no terapéuticas (50). Este
proyecto centrd su atencidn en el desarrollo y evaluacion del efecto remineralizante
de una pasta dental que facilite la sinergia del quitosano y la nHA. en particular

aquella obtenida de la caparazon de la concha de abanico.



El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto remineralizante de una
pasta dental experimental a base de quitosano y nanoparticulas de hidroxiapatita en

esmalte dental erosionado.

El presente estudio pretende responder la siguiente pregunta de investigacion:
¢La Pasta dental con nanohidroxiapatita/quitosano 50/50 es una buena alternativa

para remineralizar el esmalte dental erosionado?



OBJETIVO

I1.1 Objetivo general

Evaluar el efecto remineralizante de una pasta dental experimental a base de

quitosano y nanoparticulas de hidroxiapatita en esmalte dental bovino erosionado.

11.2 Objetivos especificos

Sintetizar y caracterizar el compuesto quitosano- nanohidroxiapatita
Evaluar el efecto remineralizante de la pasta dental con quitosano-nHA
50:50, al 20% sobre esmalte dental bovino, a traves del grado de
mineralizacion y la microdureza superficial.

Evaluar el efecto remineralizante de la pasta dental con nHA al 10%
obtenida del caparazén de la concha de abanico, sobre esmalte dental
bovino, a través del grado de mineralizacion y la microdureza
superficial.

Evaluar el efecto remineralizante de la pasta dental con quitosano al
10% sobre esmalte dental bovino, a través del grado de mineralizacion
y la microdureza superficial.

Evaluar el efecto remineralizante de la pasta dental con nHA comercial
al 10% sobre esmalte dental bovino, a través del grado de mineralizacién
y la microdureza superficial.

Comparar el efecto remineralizante sobre esmalte dental bovino
erosionado, de cada una de las nuevas formulaciones de pasta dental con

las pastas dentales comerciales a base de flior (Colgate Total® (Colgate



Palmolive S.A) y CPP-ACP (Ml Paste Plus™, fosfopéptido de caseina

- fosfato de calcio amorfo fluorado CPP-ACPF).



I1l. HIPOTESIS

Hi: La Pasta dental experimental con nanohidroxiapatita y quitosano tiene
efecto remineralizante sobre la superficie del esmalte bovino erosionado, tanto en

el grado de mineralizacion como en la microdureza superficial.



IV. MARCO TEORICO

Desde hace mucho tiempo se han realizado estudios para comprender el
proceso de desmineralizacon y remineralizacion del esmalte dental cuyo equilibrio
es particularmente importante en 2 patologias dentales altamente prevalentes como

son la caries dental y la erosion dentaria.

Igualmente se han estudiado agentes remineralizantes y vehiculos que
permiten trasladar estos agentes remineralizantes para ubicarlos en contacto con el

esmalte dental. Uno de los vehiculos més utilizados es la pasta dental.

Entre los nuevos materiales capaces de remineralizar el esmalte dental se
encuentran los nanomateriales como la nanohidroxiapatita, que tiene una mayor
solubilidad, mejor biocompatibilidad y mayor energia superficial (51). Esto es
posible gracias a la liberacion de particulas de hidroxiapatita a nivel de los prismas
del esmalte y los tubulos dentinarios, por ello las pastas de dientes que contiene
nanohidroxiapatita se utiliza para tratamiento de lesiones de mancha blanca (WSL)

(52,53).

Badiee y col. en un estudio realizado in vivo con un seguimiento de 6 meses
confirmé el excelente rendimiento de la pasta de dientes que contenia
nanohidroxiapatita., reportd mejores resultados que la pasta de dientes que contiene
solo fluoruro en WSL (54). Ello corrobora lo encontrado por Pepla, quien encontro
que la nanohidroxiapatita ejerce un impacto remineralizante significativamente
mayor que los fluoruros comunmente utilizados en las lesiones tempranas del

esmalte (55).



Los productos mas utilizados y conocidos en la préactica clinica para la
remineralizacién de WSL incluyen tanto productos basados en fluoruro como
tecnologias basadas en caseinfosfopéptido- complejos de fosfato de calcio amorfo
estabilizado (CPP-CP) (56). CPP-ACP es una sustancia bioactiva de caseina que
puede regular el calcio sobresaturado y iones de fosforo en el ambiente bucal.
Cuando el pH de la cavidad bucal cae, el fosforo. Los iones estabilizan el pH,

mientras que los iones de calcio inducen el proceso de remineralizacién (57).

Entre las principales capacidades del CPP-ACP se encuentra la de aumentar
la permeabilidad del fluoruro iones. Por lo tanto, la capacidad de los iones fluoruro
para alcanzar lesiones més profundas permite una mejor efectos remineralizantes

que se deben lograr (58).

Con el animo de mejorar el efecto de los agentes remineralizantes, los
investigadores vienen probando combinaciones de agentes remineralizantes Asi por
ejemplo, el estudio por Al-Batayneh et al. Descubri6é que la combinacién de GC
Tooth Mousse y pasta de dientes con 500 ppm de fluoruro no proporcionaron

mayores beneficios que el uso aislado de los dos agentes (59).

El uso de MI Paste Plus (fosfopéptido de caseina-fluoruro de calcio amorfo a
base de fosfato agente, CPP-ACFP) tampoco logré una mejora real en los WSL en

pacientes post-ortodoncia después de 1 afio de uso (60).

Hamdi et al. concluy6 que una aplicacion de CPP-ACP vy silicato tricalcico
(TCS)- con una aplicacién de 2 veces al dia logran efectos remineralizantes
satisfactorios (61) encuentra que el area de WSL disminuy0 significativamente en

los grupos MI Paste Plus (65%) y Remin Pro (60%) durante el transcurso del



experimento, respecto del grupo control. Este hallazgo sugiere que M1 Paste Plus y
Remin Pro pueden minimizar con éxito el grado de WSL durante un periodo de

tratamiento de tres meses mediante la remineralizacion de la caries del esmalte.

Se cree que MI Paste Plus puede mantener la superficie del esmalte saturada
con calcio y fosfato. Ademas, el componente de fluoruro de MI Paste Plus mejora

la capacidad remineralizante de CPP-ACP trabajando en conjunto con €l (62-66).

Malcangi y col. realizan una revision sistematica Después de revisar los
estudios, concluyen que el agente remineralizante basado en CPP-ACP constituye
el estdndar en la practica clinica, especialmente cuando se combinan con agentes
que contienen fluoruro. Sin embargo, dada la desigualdad y heterogeneidad de los
estudios analizados, no es posible establecer la superioridad de un agente

remineralizante sobre otro (67)

Katarzyna Grocholewicz, (68) en un Ensayo clinico Randomizado |,
realizado en 92 pacientes con lesiones estudia los efectos de la Nanohidroxiapatita
en gel, la terapia de Ozono y una combinacién de los dos métodos, sobre la caries
dental inicial interproximal, concluyendo que la combinacion de ambos métodos

produce el mejor efecto.

O. B. Al-Batayneh, (69) en un Ensayo clinico Randomizado realizado en 114
nifios, con lesiones iniciales de esmalte, utilizaron un dentifrico fluorado (500ppm)
fluoride, crema de CPP-ACP, se comparan las lesiones a los 3 y 6 meses y
concluyen que el uso de ambos agentes no dio una ventaja adicional de cada uno

individualmente.
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Mohammadreza Badiee, (59) en un Ensayo clinico Randomizado realizado
en 50 pacientes con manchas blancas después del tratamiento ortodontico.
Comparan los efectos de la pasta dental con nanohidroxiapatita respecto de una
pasta dental con fluoruro y le realizan un seguimiento de 1, 3 y 6 meses. Concluyen

que la pasta dental con nanohidroxiapatita es mejor que la otra conteniendo fluor.

Lelli y col. realizaron un estudio In vivo donde querian comprobar la
efectividad de dos tipos de pastas en efectos de remineralizacion y reparacion de la
superficie (20) del esmalte, una pasta de dientes a base de nanocristales de
hidroxiapatita de carbonato de Zinc - CHA (grupo experimental) y una pasta de
dientes de nitrato de potasio / fluoruro de sodio (grupo de control activo) durante 8
semanas. La evaluacion por medio de microscopia electrénica de barrido, no mostré
ninguna deposicion sobre las superficies del esmalte después del tratamiento con el
fluoruro y las pastas de dientes con KNO3 / NaF pero si la sustitucion parcial de los
grupos hidroxilo con iones fluoruro en la hidroxiapatita nativa del esmalte en tanto
qgue la pasta dental que contiene nanocristales de CHA sustituidos con Zn
produjeron un revestimiento biomimético sobre la superficie del esmalte, imitando
asi la composicion,, estructura, morfologia y reactividad superficial de la

hidroxiapatita del esmalte bioldgico.(20)

Poggio y col. comprobaron el impacto de diferentes pastas dentifricas con
Zinc-Hidroxiapatita (Zn-HAP) “Biorepair®” y acetato de pirrolidona-carboxilato
de zinc (Zn-PCA) Biorepair Plus®”, su metodologia consistié en preparar una
muestra de 50 incisivos Bovinos permanentes, cortados en la union esmalte-dentina

y colocados en cajones de resina acrilica para que la superficie sea plana. Las
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muestras fueron sometidas a un efecto erosivo con “Coca Cola®" por 2 minutos en
4 momentos 0, 8, 24, 32 horas y lavando con agua destilada, fueron almacenados
(6) en sales artificiales. Posteriormente se evalué la microdureza del esmalte, se
dividio la muestra en 5 grupos grupo A (sin tratamiento) luego se aplicaron las
pastas dentrificas sobre la superficie, B= tratamiento con pasta sin fluoruro, C=
tratamiento con pasta con fluoruro, D= tratamiento de pasta sin fluoruro con
ZnHAP (Biorepair®), E= tratamiento de pasta sin floruro Zn-nHaP —Zn
PCA(biorepair plus®), para nuevamente evaluar la microdureza, concluyeron que
tanto el Biorepair® (D) y Biorepair plus® (E) no se encontraron diferencias
significativas, ambos fueron capaces de mantener, restaurar la dureza del esmalte,
pastas dentales actualmente comercializadas que no son de fécil acceso para

pacientes de bajos recursos econémicos.(70)

Bossu y col., estudiaron una pasta de dientes sin flior que contiene
hidroxiapatita biomimética para evaluar las propiedades remineralizantes vy
reparadoras del esmalte y se comparé con otras dos pastas de dientes que contenian
diferentes concentraciones de fldor. Como resultado las nanoparticulas
microestructuradas de Hidroxiapatita remineralizan el esmalte con una pelicula
biomimética que semeja la estructura y la morfologia de la Hidroxiapatita bioldgica
del esmalte. Concluyen que el uso de dentifricos Biomiméticos de Hidroxiapatita
ha demostrado ser una valiosa medida de prevencion de la caries dental en denticion

primaria ya que ademas previene el riesgo de fluorosis (71)

En la presente investigacion se evalla el efecto remineralizante de la pasta

dental con naohidroxiapatita y quitosano asi como solo con nanohidroxiapatita en
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su version comercial y con aquella extraida del caparazon de la concha de abanico,
asi mismo se evalua con la version comercial de quitosano. El efecto es comparado

con el producido por 2 pastas comerciales con fluor.

1VV.1 Esmalte Dental

El esmalte es un tejido mineralizado, cubre la corona anatémica del diente, se
forma en un proceso de biomineralizacion que se divide esencialmente en etapas
secretoras y de maduracion. Si bien los eventos moleculares de la formacién del
esmalte durante la etapa secretora se han dilucidado en cierta medida, los
mecanismos de maduracién del esmalte estdn menos definidos y se sabe poco
acerca de las moléculas presentes mas alla de la etapa de maduracion (72). Esta
compuesto de un 95% de hidroxiapatita de calcio, 4% de agua y 1% de material
organico, su rango de dureza se sitla en 200-500 Knoop y un valor de 8 en la Escala
de Mohs, por otra parte, es un tejido fragil ya que posee un médulo eléstico alto y
una resistencia a la tension baja. Esto implica la necesidad de un tejido subyacente,
la dentina, con alta resistencia compresiva y cierta resiliencia (8, 73). El esmalte es
un tejido dotado de cierta porosidad y permeabilidad, existe un intercambio de
fluidos entre la pulpa y el medio oral en el que participa el esmalte, esta
permeabilidad es selectiva, permitiendo el paso de agua e iones, pero excluyendo

el paso de moléculas grandes (9).

Es un tejido epitelial. Se une al complejo dentinopulpar en la union
amelodentinaria y al cemento en la union amelocementaria. El grosor del esmalte
varia segun su localizacion, alcanzando su maximo grosor sobre el borde incisal o

las cuspides, desde donde va disminuyendo hacia la linea cervical. EI esmalte es un
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tejido dotado de cierta porosidad y permeabilidad; existe un intercambio de fluidos
entre la pulpa y el medio oral en el que participa el esmalte. Esta permeabilidad es
selectiva, permitiendo el paso de agua e iones, pero excluyendo el paso de

moléculas grandes. (74)

Al estudiar su estructura, la mayoria de su volumen se observa que esta
ocupado por cristales de apatita compuestas en Hidroxiapatita, Fluorapatita y

Apatita carbonatada; la mas abundante es la hidroxiapatita. (75).

1VV.2 Erosion dental

La erosion dental se ha definido como la pérdida patoldgica de tejido dental
no bacteriano inducido por acidos extrinsecos o intrinsecos o quelantes que actlan

sobre superficies dentales sin placa (1, 76).

La erosion dental es un problema comun en las sociedades modernas debido
al aumento del consumo de bebidas acidas, como los refrescos, las bebidas
deportivas, los jugos de frutas, que tienen un alto potencial para causar la

desmineralizacion del esmalte (3,4).

Los cambios en la dieta y la higiene bucal inadecuada han hecho que la

erosion del esmalte sea cada vez més frecuente entre los jovenes (5,6).

El principal &cido involucrado en estos procesos es el acido citrico, un
componente de muchos jugos de frutas y refrescos acidos. La concentracion tipica
presente en muchos refrescos acidos es 0.2-0.004 M para los jugos de frutas y
0.015-0.05 M para los refrescos acidos. Los tres grupos carboxilo confieren altas

propiedades quelantes al acido citrico, que forma complejos solubles con iones de
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calcio, lo que mejora la disolucion del esmalte para lograr niveles de saturacion del

complejo de calcio-acido (6).

La erosion dental ha motivado diferentes estudios en la busqueda de
sustancias alternativas para proteger el esmalte dental y hacerlo menos vulnerable

a los ataques &cidos incluido las pastas conteniendo hidroxiapatita. (77, 78)

IV.3 Proceso de desmineralizacion y remineralizacion del esmalte

El pH salival es de 6.2 a 6.8, en tales circunstancias los cristales de
Hidroxiapatita, componente principal del esmalte se encuentran como tales, pero
cuando el PH salival baja por accion de los &cidos —propios de los alimentos o
producidos por el metabolismo bacteriano- hasta un nivel de 5.5 conocido como pH
critico de la Hidroxiapatita adamantina, los cristales se disocian y tienden a
difundirse hacia el medio externo, produciéndose la desmineralizacién ( 8). Este
fendmeno no ocurre de manera incesante, ya que por accion buffer o Tampon de la
saliva el pH se vuelve a estabilizar, logrando incorporarse nuevos cristales en la
superficie dentaria, dando como resultado el proceso inverso: la remineralizacion,

la cual demanda aproximadamente 20 minutos para producirse ( 9).

En este proceso el tiempo de grabado acido juega un papel importante y afecta
las propiedades mecénicas de la superficie del esmalte. (79). Se viene probando
diferentes sustancias que ayuden en el proceso de remineralizacion de estos tejidos

desmineralizados en especial en las lesiones tempranas del esmalte (80-82)
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IV.4 Hidroxiapatita

La Hidroxiapatita es un mineral inorganico cristalino que se encuentra
principalmente en los huesos y la estructura dentinaria, corresponde a una reserva
del 99 % del calcio corporal y 80 % del foésforo total y tiene como gran propiedad
que es poco soluble, pero en el medio bucal puede disolverse por acidos afiadido a

un descenso del Ph a menos 5.5. (25).

Su férmula quimica es Cal0 (PO4)6 (HO)2 estd compuesta esencialmente
por fosforo y calcio y representa un compuesto cristalino integrado por tres
moléculas de fosfato de calcio y una molécula de hidroxido de calcio. La
hidroxiapatita (HA) tiene la composicién quimica Cal0(PO4)6(OH)2, sin embargo,
en los dientes se encuentra por lo general en una version altamente sustituida que
puede ser representada de forma general como Cal0-xNax(PO4)6-y(C0O3)z(OH)2-
uFu. A pesar de ser poco soluble en condiciones quimicas neutras y basicas, en el

medio bucal la HA puede disolverse si el pH desciende de 5.5 (26,27).

La Hidroxiapatita puede provenir de una fuente natural como de los huesos
de humanos o de otras especies animales que asi lo permitan como el hueso de

bovino, bacalao, Cascara de huevo, corales. (24).

Se obtiene de forma sintética las cuales se pueden clasificar en ceramicas y
no ceramicas, donde las primeras en mencion no son reabsorbibles a diferencia de
las no ceramicas que son reabsorbibles y puede ser usada como biomaterial. (27,

83).
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En los afios 70's se comenzd a investigar el uso de la Hidroxiapatita como un
material osteoinductor, es decir, un material que induce la formacion de hueso
nuevo. Actualmente se emplea con éxito en el campo médico, odontoldgico,

oftalmoldgico y ortopédico. (25).

Algunas posibles aplicaciones que puede tener la HA como material son:
Preservacion del reborde alveolar, fracturas mandibulares, reconstruccion de
huesos faciales, protesis ortopédicas. Cuando se ha extraido un tumor 6seo o existe
una fractura en un hueso el defecto se rellena con HA, o bien para recubrir protesis
metélicas; artrodesis: fijacion de una articulacion por medio de cirugia, implantes
dentales, en la Otorrinolaringologia para construir prétesis de oido medio. (24). La
nanohidroxiapatita, ha mostrado resultados positivos en la remineralizacion el
tratamiento de hipersensibilidad dentinaria (84-87) y también en la

remineralizacion del esmalte en lesiones tempranas (88,89).

IV.5 Quitosano

El quitosano es una sustancia biocompatible y biodegreadable, entonces tiene
un potencial enorme en el campo de la medicina. Se ha demostrado que pequefias
particulas de quitosano (nanoquitosano) cuando se agregan a particulas de plata que

son agentes antimicrobianos la actividad antimicrobiana se potencia. (28).

El quitosano se obtiene de la quitina, un polimero de cadena larga producida
por algunos insectos y crustaceos. La quitina, es la segunda sustancia polimérica
mas abundante en la naturaleza, después de la celulosa. La quitina tiene un grupo

aminoacetilo, que al perderse mediante soluciones fuertes de hidroxilo de sodio, de

17



una enzima quitinasa, se convierte en quitosano. Se han descubierto propiedades

antimicrobinas. (28).

Qu y col., plantean que las aplicaciones anticaries del quitosano se dan en: 1)
El quitosano puede inhibir eficazmente el desarrollo de biopeliculas y el
crecimiento de bacterias relacionadas con la caries, pero el nivel de su actividad
antibacteriana depende del PM y la DD del quitosano; 2) El quitosano puede actuar
como reservorio para la deposicion de iones de calcio y fosforo, lo que ayuda a la
remineralizacién de las zonas de caries del esmalte y promoviendo la formacién
ordenada de cristales mineralizados dentro del colageno; 3) El quitosano puede
servir como un vehiculo eficiente de administracion de farmacos para agentes
remineralizantes o antibacterianos, lo que ayuda a aumentar la biodisponibilidad de
los medicamentos, reducir las dosis y preservar la eficacia del tratamiento a largo
plazo, lo que se agrega a las importantes propiedades de respuesta al pH, que
incrementa aln mas su aplicacion en la prevencion y el tratamiento de la caries

dental. (94)

El quitosano tiene aplicaciones limitadas, principalmente debido a su escasa
solubilidad en agua u otros disolventes organicos. Sin embargo, el quitosano tiene
un alto potencial de modificacion quimica debido a la cantidad de grupos amino
que porta (95). De otro lado, aunque el quitosano tiene afinidad por la superficie
del diente, altas concentraciones de quitosano pueden limitar la capacidad de la
sustancia para extenderse sobre la superficie del diente debido a su alta viscosidad
(96-97). Los estudios también han demostrado que, aunque la adicién de derivados

de quitosano a los materiales o adhesivos de restauracion dental puede ayudar a
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reducir la acumulacion bacteriana en la interfaz de reparacion y la probabilidad de
caries secundaria, sinembargo es de tener en cuenta que esto tiene impacto en las
propiedades mecénicas del material (98). Por otro lado, hay que tener en cuenta la

posible degradacion del quitosano y sus derivados por la lisozima salival (99).

Aunque muchos investigadores han desarrollado productos anticaries a base
de quitosano, se necesita mas investigacion de apoyo antes de que puedan usarse en
un entorno clinico (94). El Quitosano que fué utilizado en el estudio es un Quitosano

de alto peso molecular de la Marca SIGMA-ALDRICH- USA.

IV.6 Nano hidroxiapatita/Quitosano

Las propiedades de la nanohidroxiapatita y del quitosano tratadas en los
puntos anteriores han motivado a diferentes investigadores las propiedades de
liberacion controlada (46) y de adhesion a superficies (47) que tiene el quitiosano,
las mismas que se proponen aprovechar para usarlo como medio para trasladar la

nHA a la superficie del esmalte.

Simeonov y col., estudiaron un microgel hibrido de quitosano/fosfato de
calcio y encontraron que puede ayudar en la nucleacion y crecimiento del fosfato
de calcio en la superficie de esmalte dental, promueve la remineralizacion de las

lesiones de caries dental y tiene buena adherencia y actividad antibacteriana. (100)

Rahayu y col., estudian el quitosano fluorado y sus derivados observando que
inhibe eficazmente la liberacion de iones fosfato en la superficie de la

hidroxiapatita, con un efecto comparable al del fluoruro de sodio. (101)
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Huang y col., estudian materiales experimentales a base de resina dopados
con carboximetilo, microrellenos de quitosano y fosfato célcico, encontrando que
induce eficazmente la mineralizacion biomimética de las fibrillas de colageno en la

dentina, mejorando eficazmente la durabilidad de la unidn resina-dentina (102)

De otro lado se han sefialado las propiedades de liberacion controlada (46) y
de adhesion a superficies (47) que tiene el quitiosano, las mismas que se proponen
aprovechar para usarlo como medio para trasladar la nHA a la superficie del

esmalte.

El presene estudio es un esfuerzo por ver el efecto remineralizante de una
pasta dental experimental con nanohidroxiapatita y quitosano en esmalte bovino
erosionado. De los diferentes métodos que se han propuesto y aplicado con éxito
para la produccién de un material compuesto de nanohidroxiapatita y andamios de
quitosano (NHA/Q) (40,44), en este proyecto, se utiliz6 el método de co-

precipitacion descrito Ruso et al. 2005 (45).

Esta técnica se basa en la mezcla acuosa de quitosano, &cido acético
(C2H402), cloruro de calcio (CaCl2) y bifosfato de sodio (NaH2PO4), seguido por
adicion por goteo de hidroxido de sodio (NaOH) hasta alcanzar un pH de 11. El
hidrogel que se forma es recolectado, secado y pulverizado. Este método de co-
precipitacion permite la formacién de estructuras, en las cuales el Q actia como
andamio y la nHA se encuentra mayormente contenida dentro de esas formaciones.
Ademas, se ha observado que la proporcién relativa de nHA y Q tiene un efecto
significativo en la morfologia de las particulas de nHA; una menor proporcion de

nHA/Q resulta en particulas de nHA de menor tamafio. La posibilidad de controlar
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el tamafio de la nHA variando la proporcion de los precursores, hace este método

muy verséatil y prometedor (45)

1VV.7 Pastas dentales o dentifricos

La palabra dentifrico probablemente, entr6 en uso en 1558, se deriva del latin
dentifricium, es decir, denti (diente) y fricare (frotar). A lo largo de los afios, los
dentifricos se han empleado para la estética dental, la eliminacion de olores de la
boca, el fortalecimiento de los dientes y aliviar el dolor dental. Los componentes de
estas pastas fueron partes de animales disecados, hierbas, miel y minerales. Durante
muchos afios, se utilizaron materiales que eran realmente dafinos para la salud
bucal; estos materiales incluian elementos excesivamente abrasivos, minerales de

plomo, acido sulfurico y &cido acético (50)

A partir de los estudios de Miller en los laboratorios de Koch, se cambio el
concepto del origen de la caries dental, postulandose que los &cidos producidos en
la superficie del diente son producto de la fermentacion bacteriana de los azucares
de los alimentos. Por ello, los cientificos iniciaron la elaboracién de pastas dentales
bajo una nueva perspectiva, con el fin de neutralizar la acidez de la placa dental y

los antisépticos para luchar contra los gérmenes.

Los dentifricos han sido utilizados a lo largo de la historia por distintas
personas alrededor del mundo, con el propdsito de limpiar, fortalecer los dientes y
eliminar el mal aliento. Su composicién ha evolucionado desde los polvos
compuestos de hierbas, minerales y cenizas de huesos de animales, pasando por
aguas dentifricas que contenian orinas, vinagre, aceites y miel, hasta llegar a las

pastas actuales que han experimentado un importante desarrollo en su composicion
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con la introduccion de agentes cosméticos y agentes terapéuticos, con el objetivo

de prevenir la enfermedad la periodontal y caries dental.

Las pastas dentales son un vehiculo eficaz y adecuado para el suministro de
agentes terapéuticos a la cavidad bucal, debido a que las pastas dentales contienen
fldor convirtiéndolas en elementos altamente eficientes en el control de la caries
dental, por la eliminacién mecanica de la placa dental y a la liberacion de fldor en
la cavidad bucal. El uso de la pasta dental es uno de los comportamientos de higiene

bucal més populares en los paises desarrollados.

En las Gltimas décadas ha habido una gran variedad de cambios en la
composicion de la pasta de dientes. Uno de los cambios principales es utilizar la
pasta de dientes como un sistema de suministro de agentes terapéuticos a la cavidad
oral. Se puede encontrar una gran variedad de pastas de dientes en el mercado, para
diferentes propositos: prevencion de caries, prevencion de gingivitis, formacion de
anti calculos, prevencion de hipersensibilidad a la dentina y blanqueamiento dental.
Las pastas dentales tienen una amplia gama de ingredientes: abrasivos,
humectantes, conservantes, agentes espesantes 0 aglutinantes, detergentes, agentes

aromatizantes y agentes terapéuticos (103-110)

Los componentes basicos de una Pasta Dental son los siguientes:

Humectantes- Estos ayudan a prevenir el secado de la pasta dentifrica una vez
abierto el tubo. En un principio, se utilizaba una solucién al 50% de glicerina en
agua. En la actualidad se utilizan otros humectantes como: sorbitol, xilitol,
polietilenglicoles de bajo peso molecular y propilenglico, cuyas propiedades

confieren al dentifrico una mayor humectabilidad al abrasivo, evitando asi el secado
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y endurecimiento del producto, disminuye el punto de congelacién, ademés de

mejorar la textura y aroma del dentifrico.

Detergentes o espumantes - Los detergentes ayudan a crear una suspension
estable del abrasivo en la boca, lo cual permite una limpieza efectiva. Por lo general,
las personas prefieren una pasta que ademas de limpiar produzca espuma de manera
abundante, proporcionando asi una agradable sensacion en la boca durante su uso.
Un espumante debe ser atoxico, no irritante para la mucosa oral e insipido. Los méas
utilizados son: lauril sulfato sédico, N-lauroil sarcosinato sodico, ricinoleato sodico

y sulforicinoleato sodico.

Conservantes - Los conservantes se adicionan para proteger la pasta dentifrica
del efecto de los microorganismos. Se emplean principalmente benzoato sédico,
metilparabeno, metilparabeno sodico, propilparabeno sédico, mezcla de parabenos

y formalina

Edulcorantes - El sabor de la pasta de dientes es una de las caracteristicas mas
apreciadas por las personas. Como edulcorantes se emplean sacarina sodica,
ciclamato sodico, xilitol, glicirrato anionico, esencias de menta piperita,

hierbabuena, eucalipto, canela, badiana, mentol, aromas frutales, cola

Aglutinantes o espesantes. Es imprescindible incorporar aglutinantes para
mantener la suspension estable. Estos componentes aumentan la viscosidad de la
pasta y mantienen unidas las particulas del abrasivo. Los mas utilizados son:
alginatos,  carregenatos, goma  xantana, hidroxietilcelulosa  silice,
carboximetilcelulosas, silicas. ElI tamafio medio de las particulas de las silicas

espesantes es de 4 pum.
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Abrasivos - Los abrasivos son agentes pulidores solidos cuya funcion es
eliminar la biopelicula que se acumula sobre la superficie de los dientes. El principal
requisito de estos es su compatibilidad con los deméas componentes del dentifrico,
asi como el tamafio de las particulas, las cuales deben tener una magnitud y dureza

tal que solamente elimine la biopelicula sin desgastar el esmalte

Silice - Las silicas abrasivas tienen un tamafio de 9 um. Presentan
innumerables ventajas debido a que son quimica y fisiol6gicamente inertes,
inodoras, insipidas, tienen particulas muy pequefias y con gran adsorcién, sus
productos son de baja densidad y excelente aspecto, tienen una leve accion

astringente debido a su pH.

Fosfato dicalcico anhidro El fosfato dicalcico anhidro es un compuesto de
alta abrasividad, su uso es limitado a pequefias cantidades. Presenta la misma

compatibilidad que su forma hidratada.

Cuando se emplea tanto el fosfato dicalcico dihidratado como el fosfato
dicélcico anhidro, es necesario incluir un estabilizante para evitar la formacion de
masas compactas, cristalizacion o asperezas en el dentifrico. Para tal efecto se
sugiere el empleo de fosfato de magnesio, estearato de magnesio, sulfato de

magnesio o pirofosfato tetrasodico.

Las pastas dentales se clasifican como terapéuticas y no terapéuticas o
cosméticas, de acuerdo con la presencia o ausencia de agentes con efecto
terapéutico sobre su composicidn. Las pastas dentales cosméticas tienen la funcion
de limpiar y pulir los dientes, proporcionando un aliento agradable. Las pastas

dentales terapéuticas ademas de limpiar y pulir los dientes, contienen distintas
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sustancia para prevenir y tratar enfermedades orales como caries dental gingivitis,

formacion de calculos, o la sensibilidad dental.

Dentro de la pasta dentales terapéuticas tenemos las que contienen
nanoparticulas de plata, las cuales se estan utilizando fundamentalmente como
agentes antibacterianos para pastas dentales a las que se atribuye la propiedad de
ser capaz de combatir al S. Mutans, Staphylococcus Aureus, E. coli, Enterococcus
faecalis y Candida albicans; propiedad que indiscutiblemente ofrece un abanico de

posibilidades y de beneficios para la salud del paciente.

Si bien la remineralizacion mediada por flior es la piedra angular de las
filosofias actuales del manejo de la caries, se han comercializado o se estan
desarrollando nuevas estrategias que afirman promover una remineralizacion mas
profunda de las lesiones, reducir los riesgos potenciales asociados con los productos
de cuidado oral con alto contenido de fluor, y facilitar el control de la caries durante
toda la vida. Estos sistemas remineralizantes sin flior pueden clasificarse en
tecnologias regenerativas de esmalte biomimético y los enfoques que reparan las
lesiones de caries al mejorar la eficacia del fluoruro. Entre las alternativas del
mercado encontramos pastas con nanohidroxiapatita (nHA), fosfopéptido de
caseina — fosfato de calcio amorfo CPP-ACP, fosfato tricélcico, fosfosilicato de
calcio y sodio, fosfatos de calcio amorfo (ACP), polifosfatos, trimetafosfato de

sodio (71).

Los dentifricos dependiendo de su conformacion pueden cumplir funciones

desensibilizantes, remineralizantes o como agentes blanqueadores (106)
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Smith y col (101) analizan el papel de agentes farmacoldgicos utilizados en
dentifricos que pueden tener un efecto positivo en el control de la gingivitis y
enfermedad periodontal como: Fluoruro de estafio, clorexidina, triclosan EI control
de la inflamacion y destruccidn periodontal representan objetivos importantes en la

terapia periodontal.

El presente estudio utilizd como pastas control 2 pastas con fldor: Colgate
Total® y MI Paste Plus™, ésta tltima contiene fluoruro de sodio y RECALDENT
fosfopéptido de caseina — fosfato de calcio amorfo CPP-ACP. Ambas pastas estan
en el rango de poca abrasividad de acuerdo al nivel de Abrasion Relativa de Dentina
(RDA). Esta escala asigna a los dentifricos un valor de abrasividad, en relacion con
un abrasivo de referencia estandar que recibe arbitrariamente un valor RDA de 100.
Todos los dentifricos por debajo de 250 RDA, se consideran seguros y efectivos,
pues produce un desgaste limitado de la dentina y practicamente ningun desgaste

del esmalte.

IVV.8 Dientes de bovino como sustituto de dientes humanos para estudios in

vitro del esmalte dental.

Los dientes de Bovino con respecto a los dientes humanos presentan muchas
ventajas para su uso como sustituto de dientes de humano para investigacién de
materiales dentales, entre esas ventajas encontramos, que son dientes de mayor
tamanio lo cual hace mas facil su manipulacion, su facil obtencion debido a que a
diario se sacrifican cientos de animales de los cuales se pueden obtener sus dientes,
la ausencia de caries, ya que debido al tipo de dieta, la cantidad de saliva y la

cantidad de movimientos efectuados por la lengua hace que su incidencia sea menor
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que en los humanos y su similitud tanto macroscopica como microscopica con los

dientes humanos (111,112).

IV.9 Microscopia Raman

Es una técnica espectroscOpica usada en quimica y fisica de la materia
condensada para estudiar modos de baja frecuencia como los vibratorios, rotatorios,
y otros. Permite obtener los espectros caracteristicos del esmalte dental en base a
la concentracion de los compuestos moleculares y por tanto contabilizar el valor
otorgado al area del pico correspondiente al modo vibracional del ion fosfato v1.
Se basa en los fendmenos de dispersion inelastica, o dispersion Raman, de la luz
monocromatica, generalmente de un l&ser en el rango de luz visible, el infrarrojo
cercano, o el rango ultravioleta cercano. La luz laser interactia con fonones u otras
excitaciones en el sistema, provocando que la energia de los fotones del laser
experimente un desplazamiento hacia arriba o hacia abajo. El desplazamiento en

energia da informacion sobre los modos vibracionales en el sistema (108-110).

IVV.10 Microdureza superficial Vickers

Caracteriza la resistencia que opone un material al tratar de ser rayado o
penetrado por otro. En el presente estudio para medir la microdureza superficial del
esmalte se aplica el ensayo de dureza Vickers, Ilamado el ensayo universal, es un
método para medir la dureza de los materiales, es decir, la resistencia de un material
al ser penetrado. Sus cargas van de 5 a 125 kilopondios (de cinco en cinco). Su

penetrador es una piramide de diamante con un angulo base de 136° (111)
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METOTODOLOGIA

El presente estudio se divide en cuatro etapas:

Obtencion y caracterizacion de nanohidroxiapatita/Quitosano 50/50.

Obtencién de la nanohidroxiapatita a partir del caparazon de la Concha de
Abanico.

Formulacion de pastas experimentales a base de nanohidroxiapatita y quitosano.
Evaluacion de las pastas experimentales.

Los procedimientos se llevaron a cabo en los siguientes laboratorios:
Laboratorios UNI Caracterizacion de Materiales -Caracterizacion de nHAP.
Anaélisis de microscopia electrdnica de barrido.

Laboratorio de materiales dentales de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia: Elaboracién de la pasta dental y preparacién de muestras.

Laboratorio de Micologia y Biotecnologia - Universidad Nacional Agraria

La Molina: Andlisis de espectroscopia Raman.

Laboratorio de Ciencias de los materiales, nanomateriales, biomateriales y
dispositivos. Unidad 110-LID UPCH — Centro de Innovacién y Emprendimiento
UPCH. Obtencion de nanohidroxiapatita.

Higth technology laboratory certificate SAC. Ensayo de Microdureza Vickers

V.1 Disefio del estudio
Es un estudio experimental in vitro, analitico y comparativo
Analitico: se analizo cuantitativamente el grado de remineralizacion del

esmalte en cada uno de los 10 grupos.
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Comparativo: Se compard los resultados obtenidos en los 10 grupos con el
fin de determinar la efectividad para producir la remineralizacion.
Experimental: Se analiz6 el efecto de las variables independientes
(Concentracion de nHA, concentracion de Quitosano en la pasta dental)
sobre la variable dependiente (grado de remineralizacion y la microduresa
superficial).

In Vitro: La investigacion se llevo a cabo con dientes de Bovino en el

laboratorio.

Figura 1: Disefio del estudio
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V.2 Muestra
Se trabajo con 100 muestras obtenidas de dientes de bovino previamente
seleccionados los cuales fueron distribuidos 10 especimenes para cada uno
de los 10 grupos de estudio. El tamafio de la muestra se basa en estudios
previos de Pioggio y Col. (70).
Técnica de muestreo: No probabilistico.

V.3 Criterios de seleccion
Criterios de inclusién
Los especimenes fueron seleccionados por la integridad del esmalte de la
cara vestibular de los incisivos.
Criterios de exclusién
Cualquier variacion en la estructura del esmalte fue motivo de exclusion del
estudio, esto incluyd: Fracturas, grietas, fisuras, desgastes, soluciones de
continuidad, manchas o alteraciones de la forma.
Los especimenes fueron distribuidos aleatoriamente a los grupos.

Las variables dependientes e independientes se describen a continuacion.
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V.31l

V.3.2

Variables Dependientes

Las evaluaciones de las erosiones dentales abordan diferentes
enfoques metodoldgicos, a saber, evaluar solo los fendmenos de la
superficie, como el cambio de la dureza de la superficie o la pérdida
de los tejidos duros dentales per se.(52-56)  En el presente estudio
se midio tanto la pérdida de mineral como la dureza superficial, para

ello se utilizaran las siguientes variables dependientes:

Grado de mineralizacion del esmalte

Definida con microscopia RAMAN Confocal. Evalua la presencia e
intensidad de grupos fosfato en el esmalte dental. B1 pico posicion

960. (56,57)

Microdureza superficial

Resistencia superficial de un material a sufrir deformaciones
plasticas al recibir una fuerza. La microdureza se midié con un
penetrador de diamante Vickers, que son romboidales y
tetrapiramidales, respectivamente. Los numeros de dureza Vickers
se calcularon a partir de la longitud de la sangria y la carga aplicada.
(56) Operacionalmente se calculé la diferencia de microdureza
inicial y final. Variable cuantitativa y de razon, la unidad de medida

a utilizar es kgf/mm2 (Hardness Vickers).

Variables Independientes:

Grupo de tratamiento: Grupos de muestras que recibieron un
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tratamiento diferenciado de los otros grupos luego del ataque &cido.
Son 10 grupos de 10 especimenes cada uno diferenciados por la
presencia y proporcion de agentes remineralizantes y quitosano

utilizado en la pasta dental. Como se aprecia en la tabla 1:

Cuadro 1. Distribucion de muestras por grupo de estudio, principio

activo para remineralizacion y abrasivo utilizado.

DISTRIBUCION DE GRUPOS DE ESTUDIO
GRUPO DENOMINACION PRINCIPIO ACTIVO Abrasivo
n REMINELARIZACION
PASTAS EXPERIMENTALES
PDB 80% + nHAp 10% Carbonato
G1 10 S ANADIUA AP 10% +Q 10%.  de calcio
+ Quitosano 10%.
extra leve.
nHAp Concha de Carbonato
G2 10 P nHAp 10% de calcio
Abanico 10%
extra leve.
Q10% Carbonato
G3 10 PDB 90%+ Q 10%. de calcio
extra leve.
PDB 90%+ nHA nHAp 10% Carbonato
G4 10 _0 P de calcio
comercial 10%
extra leve.
PASTAS CONTROL
Fluoruro de sodio Silice
0.32% (1450 ppm de  hidratado
G5 10 Colgate total 12
fluor).
Silica
Recaldent o CPP-ACP,
G6 10 Ml paste plus. fluoruro de sodio 900
ppm
Carbonato
G7 10 PDB 100% de calcio
extra leve.
CONTROL NO PASTAS
G8 10 Control no pastas. Conservado en Saliva artificial Salival
G9 10 Control no pastas. No ciclo erosivo.
G10 10 Control no pastas, solo ciclo erosivo, agua destilada.
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V.4 Técnicas y procedimientos

V.4.1 Obtencion y caracterizacion del compuesto
NanoHidroxiapatita/Quitosano (nHA/Q)
Para producir los compuestos de nanohidroxiapatita y quitosano
(nHA/Q) se usé el método de co-precipitacion descrito por Rusu et

al. 2005.46, el mismo que se describe a continuacion:

Primero, se agreg6 quitosano a 1000 mL de agua desionizada hasta
obtener una concentracion de 0.2% por peso. A esta solucién se le
agregd 1% de acido acético, 20 mL de 1.000 M cloruro de calcio
(CaCl2) y 12 mL de 1.000 M bifosfato de sodio (NaH2PO4),
resultando en una ratio molar Ca/P = 1.67. Luego, se agreg6 1.25 M
hidréxido de sodio (NaOH) por goteo hasta incrementar el pH de la
solucién a 11. Al llegar a ese punto, el compuesto se convierte en un
hidrogel suspendido en la solucién. Después de dejar reposar por 24
horas, se filtrd la solucion para recolectar el hidrogel y lavarlo para
remover las sustancias alcalinas. Luego el hidrogel fue recolectado
y secado a la temperatura ambiente de 22 C. Después de 3 dias de
secado, se obtuvo un material rigido. Este compuesto estaba
constituido por partes iguales (50:50, % por peso) de nHA 'y Q. Para
caracterizar y aplicar el material sintetizado a la pasta base, se
pulverizé el nHA/Q usando una técnica de secado en frio a baja

presion.

Esta técnica de co-precipitacion se usé para la sintesis del material
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compuesto de 50:50 nHA/Q y para la muestra de nHA sin quitosano.

Las muestras de 50:50 nHA/Q fueron caracterizadas usando el
difractometro de rayos X (XRD) para evaluar la estructura cristalina
de los compuestos, y microscopia electrénica de barrido (SEM)
(marca ZEISS modelo EVO-10) para observar las dimensiones y

aglomeraciones de las particulas nHA/Q

Figura 2: Caracterizacion del compuesto Nanohidroxiapatita

quitosano usando XRD y SEM.
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V.4.2

V.4.3

V.4.4

Obtencidn del Quitosano
El Quitosano utilizado en el estudio fue un Quitosano de alto

peso molecular Marca SIGMA-ALDRICH- USA.

Obtencion de la NanoHidroxiapatita

Se utiliz6 2 tipos de Nanohidroxiapatita, la comercial de la
Marca SIGMA-ALDRICH- USA y la obtenida del caparazén de la
concha de abanico, donada por el laboratorio de Ciencias de los
materiales, biomateriales y dispositivos. Unidad 110 LID de la
Facultad de Ciencias y Filosofia de la UPCH, resultado del proyecto:
PNIPA-ACU-SIADE-PP-000814 cofinanciado por el Programa

nacional de investigacion en pesca y acuiculturay la UPCH.

Elaboraciéon de Pasta Dental Base
Para la elaboracion de la pasta dental se utilizaron las
instalaciones del Laboratorio de materiales dentales de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia
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En el cuadro 1 se muestra la composicion de la Pasta Dental Base.

Cuadro 2: Composicion de la Pasta Dental Base

Carbonato de calcio (extra leve) 40.00%
Sorbitol 70% 20.00%
Lauril sulfato de sodio 1.20%
Carboximetilcelulose (CMC) 2.00%
Goma xantana 1.00%
Sacarina 0.10%
Flavorizante 0.75%
Agua purificada g.s.p. 100 ml

Para formular la Pasta Dental Base (PDB), se siguié el procedimiento

descrito por Appel (50) que se describe a continuacion:

Se pesaron todos los ingredientes, calentd el 70% del agua purificada a 902C.
En un recipiente se agregd sacarina y carbonato de calcio (edulcorante y
abrasivo) al agua caliente, a fin de homogeneizar la mezcla. En un segundo
recipiente se agregé los espesantes: Carboximetilcelulosa y Goma Xantana

al 30% de agua purificada (al tiempo) y se homogenizé la mezcla.

Se agrego el preparado de los espesantes al primer recipiente, luego se
mezcld con un batidor o mezclador hasta homogeneizar completamente.

Luego se agrego al preparado, el sorbitol y Laurilsulfato de sodio
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(humectante con detergente) y se bati6 hasta homogeneizar. Finalmente se

agreg6 Flavorizante (saborizante).

Se preparé 80 gramos de Pasta dental base (PDB), se separ6 en 5 partes
iguales, las mismas que fueron utilizadas para la preparacion de las Pastas

Gl, G2, G3, G6 y G7 de la siguiente manera:

Grupo 1 Pasta dental base 80% + nHAp 10% + Quitosano 10%.
Grupo 2 Pasta dental base 90%+ nHAp Concha de Abanico 10%
Grupo 3 Pasta dental base 90% + Quitosano 10%.

Grupo 4 Pasta dental base 90%+ nHAp comercial 10%

Grupo 7 Pasta dental base 100%

Figura 3: Proceso de elaboracion de la Pasta Dental Base

Elaporacién de la Pasta Dental Base
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Las pastas dentales comerciales utilizadas se aprecian en cuadro 2.
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Cuadro 3: Componentes activos, abrasivos y RDA de las pastas dentales control

comerciales.
PASTA MARCA/ ABRASIVOS COMPONENTES
DENTAL LOTE ACTIVOS

Colgate COLGATE Silice hidratada, Fluoruro de  sodio
total® PALMOLIVE Dioxido de silicio 0.32% (1450 ppm de
fluor), citrato de cinc y

Lote 1153 RDA 70.
Oxido de zinc.

Mx.112 H

Ml Paste GC AMERICA Fosfato de calcio Recaldent o CPP-ACP,
Plus™ INC.Lote: amorfo. fluoruro de sodio 900

2104088 Silica.RDA 64 ppm

V.45 Preparacion de las muestras
Se utiliz6 dientes de bovino como sustitutos de dientes humanos por
las caracteristicas similares. Se compraron las cabezas de los bovinos
destinados al consumo en un camal de Lima. Se procedi¢ a la
extraccion de los incisivos mandibulares permanentes, los dientes
seleccionados estuvieron libres de fisuras, hipoplasia y lesiones de

mancha blanca. Se retiraron los tejidos blandos o restos de tejido
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V.4.6

0seo existente con exploradores o curetas. Se lavé con abundante

agua.

Se prepard 100 bloques de dientes de bovino conteniendo muestras
de esmalte (4 mm de largo x 4 mm de ancho x 2 mm de altura) a
partir de la superficie labial de la corona bovina. Los dientes se
almacenaron en solucion de timol al 0.1% (pH 7,0. Las muestras se
cortaron utilizando un disco de diamante de baja velocidad. Las
superficies de los especimenes se pulieron usando lija de agua 600-

800-1000-1200-1500-1800 y 2000.

Se pulio ligeramente para lograr una superficie plana con disco
soflex TM 3M ESPE. Las muestras se encajonaron en resina acrilica
para facilitar la manipulacién de las mismas y se mantuvieron en
100% de humedad con agua destilada hasta el comienzo del
experimento. Luego las muestras fueron divididas en 10 grupos de

tratamiento de 10 unidades cada uno.

Ciclo erosivo

Todos los especimenes, de todos los grupos, excepto del
grupo 9, recibieron ataques acidos repetidos sumergiendo el esmalte
bovino de todas las muestras (10 por grupo) en un recipiente con
acido citrico al 0.5 % durante 2 min (6 ml, temperatura ambiente) a
las 0, 8, 24 y 32 horas. El ciclo erosivo utilizo los periodos de tiempo
utilizados en estudios previos de Pioggio y Col (70). Luego se lavd

con agua destilada. Durante todo el proceso las muestras se
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V.4.7

conservaron en saliva artificial, la misma que se cambi0 diariamente.

Después de cada ataque acido, se aplicaron las pastas de dientes
correspondientes a cada grupo de tratamiento cepillandose luego
con un cepillo eléctrico marca Munaiqui modelo M2032A haciendo
que las puntas de las cerdas del cepillo tomen contacto sin hacer
presion sobre la superficie del diente, manteniéndose fija la posicion
del cepillo respecto del diente a través de un dispositivo metalico
adaptado paraello. El cepillado se realiz6 durante 3 minutos, tiempo
también utilizado por Pioggio y Col (70) y luego las muestras se
lavaron con agua destilada, para luego conservarse en saliva artificial

hasta el proximo ataque acido

Evaluacion del grado de mineralizacién con Microscopia Raman
Confocal.

Se utilizé6 un microscopio Raman confocal alpha 350RA
(WITec GmbH, Ulm, Alemania) del Laboratorio de Micologia y
Biotecnologia "Marcel Gutiérrez-Correa” de la Universidad
Nacional Agraria La Molina, equipado con un laser de 785 nm de
longitud de onda (50 mW de potencia) y un espectrometro UHTS

(300 lineas/mm) con camara CCD como detector.

En cada muestra se midi6é 20 puntos equidistantes a lo largo

de una linea de 85 um, donde en cada punto se tomaron 20 espectros
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V.4.8

V.49

Raman de 0.1 s cada uno y se promediaron. La ubicacién de la zona
de estudio en cada espécimen se llevd a cabo usando un objetivo
Zeiss EC de 50 aumentos e iluminacion Kdéhler de luz blanca LED

con que cuenta el microscopio Raman.

Se obtuvieron imagenes, una micrografia espacial y otra imagen de
los espectros del modo vibracional en base a la concentracion de los
compuestos moleculares. Se contabiliz6 el valor otorgado a la

intensidad del modo vibracional del i6n fosfato v1.

Evaluacion de la dureza superficial

Los especimenes fueron llevados a un microdurometro Vickers
marca LG (HV 1000). Se midi6 la microdureza después del ciclo
acido con 50 g de presion por 5s segundos. Se registré 5 medidas de
microdureza por cada espécimen y se registraron los valores en KgF

y se analizo el Porcentaje de Pérdida de Dureza (PPD).

Plan de anélisis

En el analisis estadistico de los datos de microdureza y cantidad
relativa de mineral obtenidos por ensayos de dureza Vickers y
microscopia Raman, respectivamente, se utilizé el software STATA

18 (StataCorp LLC, Texas, EE.UU.).

Para la estadistica descriptiva se consideraron los valores medios y
desviaciones estandar de cada grupo de estudio, asi como gréaficos

de caja-bigote para una mejor observacién de los datos. Para la
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estadistica inferencial, primero se evalu6 la normalidad de los datos
y luego se realizd el test de Bartlett para evaluar la
homocedasticidad. Una vez verificada la homogeneidad de
varianzas, se procedio a realizar la prueba de ANOVA de un factor
para evaluar diferencias entre grupos con una significancia del 5%
(p=0.05). Seguidamente, se realizd el post test de Bonferroni para

comparar las medias entre grupos.

V.4.10 Consideraciones éticas.
La presente investigacion conto con la aprobacion de la Direccion
Universitaria de Investigacion, Ciencia y Tecnologia de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia. Con carta CAREG-ORVEI-
167-21 del 9 de junio de 2021, donde establecen que acuerdo al
Manual de Procedimientos de nuestra universidad y por sus
caracteristicas, este proyecto no requiere evaluacion por el Comité
Institucional de Etica en Humanos o en Animales, pudiendo iniciar

su ejecucion.
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RESULTADOS

Se estudiaron 100 muestras distribuidas en 10 grupos de 10 muestras cada

uno. Los grupos fueron los siguientes:

Grupo 1  Pasta dental base 80% + nHAp 10% + Quitosano 10%

Grupo 2 Pasta dental base 90% + nHAp Concha de Abanico 10%

Grupo 3  Pasta dental base 90% + Quitosano 10%

Grupo 4 Pasta dental base 90% + nHAp comercial 10%

Grupo 5 Pasta dental comercial con flior Colgate total 12

Grupo 6  Pasta dental comercial con CPP- ACPF Mi paste plus

Grupo 7 Pasta dental base 100%

Grupo 8 Control no pastas. Conservado en Saliva artificial

Grupo 9 Control no pastas. No ciclo erosivo

Grupo 10 Control no pastas, solo ciclo erosivo. Conservado en agua destilada

El grafico 1 muestra el diagrama de cajas en cuanto a las diferencias las areas
del pico del ion fosfato vl mediante Raman, en el cual se puede observar la
actividad remineralizante de las pastas dentales experimentales estudiadas y que

no se encuentran diferencias significativas (p>0.05) entre las pastas
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experimentales: Pasta dental base 80% + nHAp 10% + Quitosano 10% (grupo
1); Pasta dental base 90.%+ nHAp Concha de Abanico 10% (Grupo 2); Pasta
dental base 90% + Quitosano 10%.(Grupo 3); Pasta dental base 90%+ nHAp
comercial 10% (grupo 4), con la Pasta dental base 100% (Grupo 7). Asi mismo
entre estas pastas experimentales respecto a las pastas control comerciales
utilizadas: Pasta dental comercial con fluor Colgate total (Grupo 5); Pasta dental
comercial con CPP- ACPF Mi paste plus (Grupo 6); asi como respecto del grupo
Control no pastas, conservado en Saliva artificial (Grupo 8). Todos estos grupos
muestran resultados similares respecto de las areas del pico del ion fosfato v1
mediante Raman respecto del grupo de control inicial (Grupo 9). Por otro lado
todas las formulaciones, las pastas control comerciales y el grupo control saliva
sintética muestran diferencias significativas (p<0.05) con el grupo Control no

pastas, solo ciclo erosivo y conservacion en agua destilada (Grupo 10).

El grafico 2 muestra el diagrama de cajas en cuanto a las diferencias en la
Microdureza Vickers, en la cual se puede observar que no existe diferencias
significativas (p>0.05) entre las pastas experimentales respecto de la
microdureza en esmalte de bovino, producida por las pastas dentales
experimentales estudiadas: Pasta dental base 80% + nHAp 10% + Quitosano
10%.( grupo 1); Pasta dental base 90.%+ nHAp Concha de Abanico 10%
(Grupo 2); Pasta dental base 90% + Quitosano 10%.(Grupo 3); Pasta dental base
90%+ nHAp comercial 10% (grupo 4), con la Pasta dental base 100% (Grupo
6), respecto a las pastas control comerciales utilizadas: Pasta dental comercial
con flaor Colgate total® (Grupo 5); Pasta dental comercial con CPP- ACPF Mi

paste plusTM (Grupo 6); asi como respecto del grupo Control no pastas,
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conservado en Saliva artificial (Grupo 8). Todos estos grupos muestran
resultados similares respecto de la dureza superficial en relacién al grupo de
control inicial (Grupo 9). De otro lado todas las formulaciones, las pastas
control comerciales y el grupo control saliva sintética muestran diferencias
significativas con el grupo Control no pastas, solo ciclo erosivo y conservacion

en agua destilada (Grupo 10).

Se puede ver que no hubo diferencias significativas (p>0.05) en cuanto a la
Dureza superficial Vickers del esmalte de bovino entre las pastas
experimentales estudiadas, respecto de las pastas comerciales Colgate total, Mi
Paste, ni la saliva artificial utilizada y las muestras de esmalte sano a las que no

se les realizd ataque &cido ni ningln tratamiento.

Asi mismo al aplicar la prueba de comparacion multiple de Bonferroni se
encontr6 diferencias significativas entre el grupo 1 (Pasta dental base 80% +
nHAp 10% + Quitosano 10%) y el grupo 3 (Pasta dental base 90% + Quitosano

10%).

Se puede apreciar también que todas ellas tienen diferencias significativas
(p<0.05) con el grupo 10, grupo control que fue sometido a ciclo erosivo y

conservado en agua destilada.

El grafico 3 muestra la media de microdureza luego de la exposicion a los
productos estudiados, y la variacion en porcentaje de la microdureza, en ella se
puede observar que solo el grupo control pierde valores en la microdureza

superficial significativamente
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La tabla 1 muestra los estadisticos descriptivos de los resultados obtenidos de

grado de mineralizacién en los grupos estudiados.

La tabla 2 muestra los estadisticos descriptivos de los resultados obtenidos de

microdureza Vickers en los grupos estudiados.

La tabla 3 muestra el porcentaje de Pérdida de Dureza (PPD) respecto a las

muestras sin erosion.

Grafico 1: Grado de mineralizacion mediante Raman en los grupos de dientes
estudiados.
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Gréfico 2: Microdureza superficial Vickers en los grupos de dientes estudiados.
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Tabla 1. Estadisticos descriptivos de los resultados obtenidos de grado de
mineralizacion en los grupos estudiados.

Grado de mineralizacion (%)

Media DS
Grupo 1 97.87 10.83
Grupo 2 106.14 14.43
Grupo 3 111.36 7.90
Grupo 4 105.08 14.54
Grupo 5 97.51 15.10
Grupo 6 107.49 17.27
Grupo 7 113.61 12.28
Grupo 8 103.10 9.44
Grupo 9 100.00 17.87
Grupo 10 65.33 12.55

*Comparacion entre grupos mediante ANOVA y el post test de Bonferroni. Letras
diferentes representan grupos con diferencias significativas (p<0.05).

Tabla 2. Estadisticos descriptivos de los resultados obtenidos de microdureza
Vickers en los grupos estudiados.

Microdureza Vickers (Kg/mm?)

Media DS
Grupo 1 294.78 27.86
Grupo 2 300.68 27.09
Grupo 3 334.93 19.81
Grupo 4 327.55 33.00
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Grupo 5 319.60 21.63

Grupo 6 302.99 25.16
Grupo 7 323.10 21.50
Grupo 8 305.51 21.67
Grupo 9 303.71 27.52
Grupo 10 218.51 20.81

*Comparacion entre grupos mediante ANOVA y el post test de Bonferroni. Letras
diferentes representan grupos con diferencias significativas (p<0.05).

Latabla 3 muestra el porcentaje de Pérdida de Dureza (PPD) respecto a las muestras
sin erosion.

Tabla 3. Valores de Porcentaje de Pérdida de Dureza (PPD) respecto a las
muestras sin erosion.

PPD (%)
Grupo 1 -2.94
Grupo 2 -1.00
Grupo 3 10.28
Grupo 4 7.85
Grupo 5 5.23
Grupo 6 -0.24
Grupo 7 6.38
Grupo 8 0.59
Grupo 9 0.00
Grupo 10 -28.05
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VII.

DISCUSION

El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto remineralizante de UNA
pasta dental experimental a base de nanohidroxiapatita y quitosano (nHAP/Q),
como alternativa para favorecer la remineralizacion del esmalte dental bovino
erosionado. Se evaluo el grado de mineralizacion mediante microscopia RAMAN
y la microdureza superficial con Vickers. Se formulé una pasta dental base (PDB)
que actué como vehiculo para los agentes remineralizantes en experimentacion. Se
elaboraron las siguientes pastas experimentales: PDB 80% + nHAp 10% +
Quitosano 10%. (Grupo 1), PDB 90%+ nHAp Concha de Abanico 10% (Grupo 2),
PDB 90% + Quitosano 10%. (Grupo 3), PDB 90%+ nHAp comercial 10% (Grupo
4). Se establecieron como controles positivos 2 pastas dentales comerciales
fluoradas de demostrada actividad remineralizante: Colgate total (Grupo 5) y Mi
paste plus (Grupo 6). Se establecieron ademas los siguientes controles: PDB 100%
(Grupo 7), Control ciclo erosivo, no pastas, conservacion en saliva artificial (Grupo
8), Control no ciclo erosivo, no pastas (Grupo 9), Control ciclo erosivo, no pastas,

conservacion agua destilada (Grupo 10).

No se encontré diferencias significativas (p>0.05) en cuanto a la intensidad del
ion fosfato mediante Raman v1, ni en la Dureza Vickers (Kg/mm2) del esmalte de
bovino, entre las diferentes pastas, las muestras de esmalte sano (grupo 9) a las que
no se les realizo ataque &cido ni ningun tratamiento, ni las muestras del grupo 8 que
recibieron el ataque &cido y fueron conservadas en saliva artificial. Pero si todas
ellas, tienen diferencias significativas (p< 0.05) con el grupo 10 que fue sometido a

ciclo erosivo y conservado en agua destilada. Este estudio in vitro muestra que tanto
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la actividad remineralizante, como la microdureza superficial en esmalte de bovino,
producida por las pastas experimentales a base de nanohidroxiapatita y quitosano,

es similar a lo producido por las pastas Colgate total y Ml Paste plus.

El presente estudio coincide con lo descrito en la literatura respecto del efecto
remineralizante de la nanohidroxiapatita. Lo cual se puede apreciar tanto para la
nanohidroxiapatita sintética obtenida por el método de coprecipitacion descrito por
Rusu et al en el afio 2005 (Grupo 1) (45), como para la extraida de la caparazén de

la concha de abanico (Grupo 2) y la nanohidroxiapatita comercial (Grupo 9).

La nanohidroxiapatita aumenta el grado de remineralizacion, especialmente en
un ambiente &cido, al incrementar el suministro de iones de calcio y fosforo en la
zona desmineralizada, como ha sido demostrado tanto en estudios de
remineralizacion in vitro (77,80-82) como en ensayos clinicos en humanos (62-69).
La base de aplicacion de nHAp es que el equilibrio entre desmineralizacion y
remineralizacion esta controlado por la saturacién salival de minerales de apatita y
la mejora de los niveles salivales de calcio y las concentraciones de fosfato
constituyen un método potencial para aumentar la remineralizacion en los dientes e
inhibir la desmineralizacion (65). Asi también se ha demostrado un aumento de la
remineralizacion del esmalte después del uso de nanohidroxiapatita en pacientes

postratamiento de ortodoncia (82).

La nanohidroxiapatita también mejora los niveles de calcio, lo cual ayudaria a
limitar el desafio &cido, reduciendo la desmineralizacion del esmalte favoreciendo
la remineralizacion. El depdsito de fosfato de calcio puede contribuir a un estado

de sobresaturacion mineral del esmalte, disminuyendo asi la desmineralizacién y
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mejorando la remineralizacion (80). También se ha descubierto que la nHAp
disminuye la susceptibilidad a la caries. (112), mejora la remineralizacion del
esmalte (112), caries inhibida (81) y reduccién de la desmineralizacion de la dentina
(117). Posiblemente esto podria deberse a la deposicion de un nuevo material

homogéneo.

Capa superficial de apatita sobre la superficie desmineralizada (113), este
mecanismo protege la base de la superficie enferma de una mayor

desmineralizacion y promueve la remineralizacion (80).

Ademas, se ha descubierto que la pasta de dientes que contiene nHAp aumenta
las concentraciones de calcio en la saliva (118) y oblitera los microporos en las
superficies de los dientes (112, 119). Por lo tanto, las particulas de nHAp atraen una
enorme cantidad de iones de calcio y fosfato de las soluciones circundantes (saliva,
dentifricos y enjuagues bucales) al tejido dental, promoviendo la integridad y el

crecimiento de los cristales (119).

De otro lado, el presente estudio coincide con lo descrito en la literatura respecto
del efecto remineralizante del quitosano. Lo cual se puede apreciar tanto para la
pasta con quitosano 10% (Grupo 3), como a la pasta dental de quitosano 10%
asociada a hidroxiapatita 10% (Grupo 1), aunque con un efecto mayor en el grupo

3 queen el grupo 1.

Diversos estudios describen el papel del quitosano en la remineralizacion del
esmalte, esto debido a su gran potencial para guiar y organizar la mineralizacion

biomimetica de los tejidos dentales duros, en la inhibicion de la desmineralizacion
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del esmalte previniendo la liberacion de iones minerales y la infiltracion de &cidos

orgéanicos (90).

El quitosano tiene afinidad por el esmalte desmineralizado debido a su carga
positiva, lo que ayuda a la adhesion y penetracion del quitosano en el esmalte;
previene la precipitacion espontanea en la superficie del esmalte y estimula el
ingreso de los iones necesarios para la mineralizacion en la lesion profunda del
esmalte facilitando una remineralizacion debajo de la superficie del esmalte méas

estable y a largo plazo (91,92)

También ha sido descrita la propiedad del quitosano para prevenir la
precipitacion espontanea de fosfato calcico mediante la quelacién de iones calcio,
aspecto esencial para estabilizar el ACP y promover la produccion de sus

precursores (115,116).

El quitosano puede actuar como reservorio para la deposicion de iones de
calcio y fosforo, lo que ayuda a la remineralizaciéon del esmalte y también servir
como un vehiculo eficiente de administracion de farmacos para agentes
remineralizantes o antibacterianos aumentando su biodisponibilidad y preservando
la eficacia del tratamiento por mas tiempo, esto aunado a sus importante propiedad
de respuesta al pH, amplia ain mas su aplicacion en la prevencion y el tratamiento

de la caries.

Para aprovechar las propiedades del quitosano, se han desarrollado una serie
de productos para ayudar a remineralizar el esmalte dental y las lesiones de caries
dental. Simeonov et al. crearon un microgel hibrido de quitosano/fosfato de calcio

utilizando quitosano como plantilla para la deposicion de fosfato de calcio en
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muestras de dientes desmineralizados, el fosfato de calcio amorfo puede
redisolverse en iones y luego depositarse en el sitio de la caries para facilitar la
nucleacion y el crecimiento del fosfato de calcio en la superficie del modelo de

esmalte y la consiguiente remineralizacion de las lesiones de caries (100).

También se ha propuesto asociar el quitosano con el flior, demostrando que
el quitosano y el quitosano modificado (N-(2 (2,6-diaminohexanamida)-quitosano)
presentan un fuerte efecto inhibidor sobre la liberacion de iones fosfato de la
superficie de la hidroxiapatita. EI quitosano fluorado tiene un efecto comparable al
fluoruro de sodio y también tiene una mayor actividad antibacteriana y una

citotoxicidad muy baja (101).

En el presente estudio se selecciono la concentracion del 10% ya que es la
concentracion optima de nHAp en dentifricos, y la mas utilizada tanto en ensayos

clinicos (81,85,87) como en estudios in vitro (80,107,110, 108,112,113)

La dureza superficial del esmalte desmineralizado (89) asi como la tasay la
cantidad de precipitacién de nHAp aumentan cuando se utilizan concentraciones
mas altas, debido a un aumento en la deposicién de iones de calcio y fosfato (88),
pero se ha demostrado que la concentracion del 10% de nHAp es una concentracion
Optima por sus resultados similares al 15% que demostrd ser eficaz para

remineralizacién de caries tempranas del esmalte (88).

Los resultados obtenidos al evaluar el grado de mineralizacion mediante
microscopia RAMAN vy la microdureza superficial con Vickers en las 2 pastas
utilizadas como control positivo: Colgate total y MI Paste Plus, corroboran lo

descrito en la literatura, en cuanto al efecto remineralizante alcanzado. De hecho la
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remineralizacién mediada por fllor es la piedra angular de las filosofias actuales
del manejo de la caries, y la remineralizacion més profunda de las lesiones (20). En
el presente estudio no se encontr6 diferencia significativa entre la remineralizacion
lograda por las pastas experimentales y las pastas control fluoradas utilizadas a

nivel experimental in vitro en dientes de bovino.

En el mercado, encontramos principalmente pastas dentales con fluor, pero
también hay productos dentales remineralizantes sin flGor. Actualmente, la mayoria
de los sistemas remineralizantes sin fluoruro disponibles comercialmente estan
destinados a mejorar la eficacia del fluoruro, minimizando los potenciales riesgos
asociados con el fldor. Estos estudios son especialmente necesarios para los
productos que ya estan en el mercado como la nanohidroxiapatita (nHA),
fosfopéptido de caseina — fosfato de calcio amorfo CPP-ACP, fosfato tricalcico,
fosfosilicato de calcio y sodio, fosfatos de calcio amorfo (ACP), polifosfatos,

trimetafosfato de sodio (24).

El presente estudio también muestra que la saliva sintética Salival®
solucion utilizada en este estudio tiene propiedades remineralizantes verificadas
tanto en el grado de mineralizacion del esmalte como en la microdureza superficial
en condiciones in vitro en esmalte de bovino previamente sometido a ciclo erosivo.
Este efecto es similar al alcanzado por las pastas experimentales y a los controles

positivos de las pastas comerciales fluoradas utilizadas en este estudio.

Los resultados coinciden con lo descrito por Carey (27), quién evaluo la
remineralizacion ex vivo en dientes humanos usando la saliva artificial

SalivaMAX® supersaturada de fosfato de calcio obteniendo un marcado aumento
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en la remineralizacion, proporciona alivio para la xerostomia y la mucositis,

permitiéndoles remineralizar las lesiones tempranas del esmalte.

De hecho este hallazgo coincide con lo descrito en la literatura pues la saliva
es el agente remineralizante natural por excelencia (15), teniendo en cuenta que la
desmineralizacion es un proceso reversible; por lo tanto, los cristales de
hidroxiapatita (HA) parcialmente desmineralizados en los dientes pueden crecer
hasta su tamafio original si estan expuestos a ambientes orales que favorecen la
remineralizacion (16). La saliva contiene minerales como el calcio y el fosfato en
concentraciones adecuadas para remineralizar el esmalte dental. Distintos estudios
mostraron que la sobresaturacion de un sustituto de la saliva con calcio y fosfatos
aumenta significativamente su capacidad para remineralizar las sustancias duras
dentarias (17,18). En los ultimos afios se ha empezado a exigir un efecto
remineralizante a los sustitutos de la saliva, suplementos de fluoruro y un contenido

lo més elevado posible en calcio y fosfatos. (12).

De acuerdo con las especificaciones del Laboratorios LUSA; Salival®
solucion tiene en su composicién por cada 100ml es: Cloruro de sodio (0.084qr.),
Cloruro de potasio (0.120gr.), Cloruro de calcio dihidratado (0.015gr.), Cloruro de
magnesio exahidratado (0.005 gr.), Carboximetil celulosa sodica (0.375 gr.),
propilemglicol (4.000gr.), metilparabeno (0.100gr.), propil parabeno (0.010gr.)
agua purificada c.s.p. (100.00 ml). En el presente estudio el efecto remineralizante
logrado por Salival® solucién, muestra el importante efecto mineralizante, que no
difiere significativamente con la situacién inicial previa al inicio del ciclo acido

lograndose la reminealizacion del esmalte. De otro lado contrasta
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significativamente con la muestra control que fue conservada en agua destilada,

donde se nota la fuerte desmineralizacion producida por el &cido citrico.

Los resultados de este estudio muestran comparativamente con las pastas
comerciales que el efecto del uso de la saliva artificial utilizada en este estudio
confiere efecto similar a lo obtenido por pastas dentales con fluor y con CPP-ACP,
desde el punto de vista de la remineralizacion del esmalte. Los resultados muestran

mayor remineralizacion en el grupo expuesto sélo a la saliva sintética.

Es de hacer notar que las muestras que fueron sometidas a las pastas dentales
tuvieron proceso de cepillado luego de cada ataque acido antes de ser sometidas a
saliva artificial y que el cepillado con un cepillo eléctrico pudo haber generado

cierta pérdida adicional de minerales, en relacion a cepillos mecanicos. (25,26)

Finalmente se aprecia consistencia en los resultados obtenidos con los
ensayos escogidos para evaluar el efecto remineralizante de las pastas dentales
experimentales y controles en esmalte bobino erosionado tanto en microdureza
superficial como en la recuperacion del area mineralizada y la intensidad de

mineral.
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VIIl. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

VI111.1 Conclusiones

1 Este estudio in vitro muestra que:
La pasta experimental a base de nanohidroxiapatita y quitosano (nHAP/Q),
tiene potencial remineralizante en el esmalte bovino erosionado.

o La pasta experimental a base de nanohidroxiapatita extraida del
caparazon de la Concha de Abanico, tiene potencial remineralizante
en el esmalte bovino erosionado.

o La pasta experimental a base de quitosano, tiene potencial
remineralizante en el esmalte bovino erosionado.

o La pasta experimental a base de nanohidroxiapatita comercial, tiene
potencial remineralizante en el esmalte bovino erosionado.

2 El efecto remineralizante de las 4 pastas dentales experimentales
evaluadas a base de nanohidroxiapatita y quitosano, nanohidroxiapatita
extraida de la Concha de Abanico, Quitosano y Nanohidroxiapatira
comercial es similar a las pastas comerciales control utilizadas en el estudio,
en condiciones in vitro tanto en microdureza superficial como en la

recuperacion del rea mineralizada y la intensidad de mineral.

VI1I11.2 Recomendaciones

e Continuar con los estudios in vivo y explorar dosis y vehiculos mas

eficientes y eficaces, para optimizar el uso de nHAp y la saliva artificial
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como alternativa'y o complemento para la remineralizaciony para combatir
la erosion dental y las lesiones incipientes de caries dental.

Continuar con la linea de investigacion ampliandolo a los efectos de estas

nuevas formulaciones en dentina.
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ANEXOS

Cuadro de Operacionalizacion de variables.

DEFINICION ESCALA
DEFINICION VALORES Y
VARIABLES OPERACION TIPO DE
CONCEPTUAL CATEGORIAS
AL MEDICION
Grado de | Evalua la Cantidad de
GRADO DE | mineralizacion del | presencia e mineral relativa
MINERALIZACION | esmalte definida | intensidad  de | cuantitativ (%)
(Dependiente) con microscopia | grupos fosfato | a Continua
RAMAN en el esmalte
Confocal dental. B1 pico
posicion 960
Resistencia Operacionalmen
superficial de un | te se calculard la | cuantitativ | Variable y de | kgf/mm?
material a sufrir | diferencia de | a razon.
MICRODUREZA deformaciones microdureza
(Dependiente) plasticas al recibir | inicial y final
una fuerza. mediante
microdurometro
vickers
Grupos de Grupo 1: Pasta
GRUPO DE | Grupos que | dientes que dental base 80%
TRATAMIENTO recibiran un | recibiran un | Cualitativa + nHAp 10% +
(Independiente) tratamiento tratamiento nte Nominal Quitosano 10%
diferenciado  de | diferenciado de politomica Grupo 2: Pasta

los otros grupos.

los otros grupos

dental base 90%




luego del ataque
acido. Son 7
grupos de 10
dientes cada uno
diferenciados

por la presencia
y concentracion
de agentes
remineralizantes
nanohidroxiapat
ita y quitosano
utilizado en la

pasta dental..

+ nHAp Concha
de Abanico 10%
Grupo 3 : Pasta
dental base 90%
+ Quitosano
10%

Grupo 4: Pasta
dental base 90%
+ nHAp
comercial 10%
Grupo 5: Pasta
dental comercial
con fluor
Colgate total®
Grupo 6: Pasta
dental comercial
con CPP- ACPF
Mi paste
plusTM

Grupo 7: Pasta
dental base
100%

Grupo8: Control
no pastas.
Conservado en
Saliva artificial.
Salival

Grupo 9:

Control no




pastas. No ciclo

erosivo

Grupo 10
Control

no pastas, solo

ciclo  erosivo.

Conservado en

agua destilada




SELECCION CICLO EROSIVO-CEPILLADO: ATAQUE ACIDO. EVALUACION
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