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Resumen

Introduccion

La caries dental es una enfermedad dinamica, multifactorial y no transmisible que resulta
en la pérdida mineral y la degradacion del coldgeno de los tejidos dentales afectados. La
simulacidn in vitro de la caries natural resulta de gran importancia en la investigaciéon
odontolégica para el desarrollo y optimizacién de tratamientos clinicos mas eficaces. El
método de ciclaje de pH (CpH) es un procedimiento dindmico para la simulacién de caries
que consta de periodos alternos de des-remineralizacién. Por otro lado, el desarrollo de
procesos de remineralizaciéon biomimética se perfila como una via para superar la
remineralizacidon incompleta de la dentina (extra e intrafibrilar) durante el manejo de la
caries. Para ello, el fosfopéptido de caseina-fosfato de calcio amorfo (FPC-FCA) y el
péptido de autoensamblaje (PAE) P11-4 se han propuesto como alternativas biomiméticas
al flaor (F-) para la remineralizacién en procesos cariosos. Esta tesis propone: i) evaluar
la viabilidad del ciclaje de pH (CpH) en diferentes tiempos experimentales para la
simulacidn de caries residual y ii) determinar el efecto en la composiciéon quimica de la
dentina desmineralizada de cuatro productos remineralizadores: solucién de fluoruro de
sodio al 0.2 % (NaF), FPC-FCA, PAE Pi:1-4 y PAE Pi1-4 en combinacién con
monofluorofosfato de sodio (MFFS) sobre caries residual artificial obtenida mediante

CpH.

Materiales y métodos

Para la primera fase -desmineralizacion-, se obtuvieron rodajas de dentina de terceros
molares sanos. Estos especimenes se sometieron a periodos experimentales de CpH de
14 y 28 dias. También se obtuvieron muestras de caries natural residual de molares
cariados (ICDAS #5). La composiciéon quimica y las propiedades microestructurales y
morfologicas de las muestras de dentina se examinaron mediante espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier-Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) y Raman,
difraccidon de Rayos X (XRD) y microscopia electrénica de barrido/energia dispersiva de
Rayos X (MEB/EDX). Ademas, la profundidad del frente de desmineralizacién se evalud
mediante la tincion tricrémica de Masson (TTM). Para la segunda fase -remineralizacion-
también se obtuvieron rodajas de dentina de terceros molares sanos y se asignaron a seis
grupos: dentina sana (DS), CpH por 28 dias (CpH 28), CpH 28 + NaF, CpH 28 + GC Tooth
Mousse® (FPC-FCA), CpH 28 + Curodont™ D’Senz (P11-4 + MFFS-900 ppm F-) y CpH 28 +



Curodont™ Repair (P11-4). Posteriormente, las muestras se sometieron a una soluciéon
remineralizadora durante 24 h con objeto de evaluar la remineralizaciéon en una fase
temprana, en condiciones ideales. La composicién quimica a nivel molecular de las

muestras se analizé mediante técnicas espectroscépicas de ATR-FTIR y Raman.

Resultados

El procedimiento de CpH provocé cambios notables en la composicion mineral y en las
caracteristicas cristalinas con respecto a la DS y, en cierta medida, similares a los
identificados en la caries natural. Dentro de ellos, se observé la disoluciéon de carbonatos
inestables-labiles, pérdida de fosfatos de la matriz organica y disminucién de la
cristalinidad. A nivel morfolégico, las imagenes de MEB mostraron algunos tdbulos
dentinarios ocluidos y otros con apertura extensa. Los resultados obtenidos mediante
TTM revelaron que el CpH 28 produce una lesién mas profunda que el CpH 14, simulando
la progresion potencial de la caries natural con el tiempo de experimentacion. Por otro
lado, los productos remineralizadores (PR) aplicados en caries residual artificial,
produjeron caracteristicas tales como la formacién de fosfatos asociados a diferentes
ambientes de cristalinidad, la deposicion mineral en la matriz organica y la mejora de la

cristalinidad del componente mineral de la dentina.

Conclusiones

El CpH es un método quimico-dindmico adecuado para la simulacién de caries en dentina.
Los resultados experimentales de este estudio permiten comprender mejor los
mecanismos de desmineralizacién que podrian producirse en un entorno in vivo y
proporcionan un sustrato estandarizado similar a la caries residual natural. Los
productos remineralizadores (PR) evaluados producen cambios composicionales
significativos en la dentina previamente desmineralizada. Asimismo, la presente
investigacién permite ampliar la comprension del comportamiento del PAE P11-4 sobre
la dentina, mostrando variaciones composicionales a nivel molecular similares al NaF y
al FPC-FCA. El P11-4 podria considerarse una alternativa adecuada para el tratamiento y

la remineralizacion de las lesiones producidas por caries en la dentina.



1 Introduccioén

1.1 Diente

Los dientes son drganos que estan unidos a los maxilares superior e inferior, constando de
tejidos duros o mineralizados (esmalte, dentina y cemento) y blandos (pulpa) (Figura 1). La
funcién principal de los dientes es la masticacidn, siendo también esenciales para mantener un
habla correcta. Aunque los dientes difieren en tamafio y forma, histolégicamente son similares
(1). Los tipos de dientes y sus posiciones en los maxilares estdn determinados por lo que se
llama un “patrén de la denticién” donde se ve involucrada la expresiéon de diferentes genes. La
determinacién del patrén de la corona es un proceso notablemente coherente, siendo los
dientes de los mamiferos, heterodontos (de diferente forma): incisiformes, caniformes y
molariformes (2). A continuacion, se describiran los tejidos duros que conforman la corona del

diente. Las dimensiones se refieren a la denticién permanente.

M Ciispides

Esmalte

Dentina
Corona

Pulpa

Margen gingival v

Cemento

/Encia

Ligamento
periodontal

~ Periodonto Raiz

Hueso
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Figura 1. Anatomia del diente y sus tejidos de soporte. Tomado y modificado de de La Dure-Molla et al., (3)



Esmalte: Es la capa mas externa del diente cuyo grosor oscila entre 2.4 a 2.6 mm. Esta
estructura es el tejido mas mineralizado del diente, siendo también el de mayor dureza
del cuerpo humano. Diariamente, el esmalte esta sometido a una amplia gama de
esfuerzos mecanicos como tensiones, esfuerzos, y cizallamientos derivados del contacto
con los dientes adyacentes y los alimentos; asi como a la exposicién a los acidos
resultantes del metabolismo de las bacterias presentes en la biopelicula (1,4). El
esmalte estd compuesto por aproximadamente 96% de componente mineral
(principalmente hidroxiapatito -HAp- carbonatado), 4% de material organico
(proteinas y lipidos) y una pequefia cantidad de agua (Tabla 1) (1,5). La composicién
quimica del HAp corresponde a la formula estequiométrica (Cai10(P04)s(OH)2) (6), cuya
red cristalina es de simetria hexagonal conformada por tetraedros de PO43- e iones de
Caz+ (7). Sin embargo, el HAp presente en los dientes esta lejos de ser estequiométrico
pues presenta frecuentemente sustituciones de otros iones como el F-, CO32- y Mg2+ que
afectan su comportamiento, especialmente su solubilidad a pH acidos (7,8). Las
unidades fundamentales de organizacion en el esmalte son los prismas de HAp y la
sustancia interprismatica (9). Los cristales de HAp se disponen principalmente con sus
ejes mayores (correspondientes a la direccion segin eje c) paralelos a los ejes
longitudinales de los prismas. Sin embargo, en la periferia de cada prisma, los cristales
se desvian levemente de esta orientacion, produciendo una interfase entre los prismas
donde tiende a existir un mayor espacio intercristalino (10). Este espacio podria ofrecer
vias de difusién dentro del tejido, una caracteristica importante en relacién con la caries
y su posible desarrollo. Los cristales interprismaticos pueden existir como estructuras
separadas, pero a menudo resulta dificil distinguirlos de los extremos de los prismas
adyacentes (8). Toda la estructura cristalina puede entenderse como una serie de placas
hexagonales de cristales de apatito apiladas unas sobre otras (11) (Figura 2). La
densidad de los cristales/prismas en todo el esmalte, que determina el contenido
mineral, no es uniforme. En general, esta densidad disminuye desde la superficie del
tejido hacia la dentina, mientras que (presumiblemente) el fluido, la porosidad y el

material orgdnico aumentan en esta direccion (8).
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Figura 2. Estructura cristalina del HAp. Proyeccion hexagonal general de la disposicion de los iones de calcio y fosfato
alrededor de la columna central de hidroxilo a lo largo del eje c. Tomado y modificado de Kay et al., (6) Elliot (12), y Brunton
etal., (13).

Dentina: La dentina es un tejido mineralizado, elastico, blanco-amarillento, avascular
que encierra la camara pulpar. Por otra parte, la dentina, al ser un tejido mas resistente
que el esmalte (fragil, debido a su alto contenido mineral), brinda apoyo a este tltimo,
evitando su posible fractura a causa de las fuerzas debidas a la masticacion (1). La
dentina esta compuesta por 70-75% mineral, 18-21% matriz organica y 4-12% agua
(14). El componente inorganico también estd formado por HAp, mientras que el
componente organico se compone principalmente por proteina fibrilar colagena (tipo
[) junto con diversas proteinas no coldgenas que actian como moduladores durante
mineralizacion del tejido (Tabla 1). Asimismo, la dentina contiene las prolongaciones
citoplasmaticas de los odontoblastos (células implicadas en la formacién de la dentina)
que pueden ser estimulados por diversos procesos para depositar dentina segtin lo exija

la ocasion (1).

La microestructura de la dentina esta dominada por la presencia de tibulos dentinarios.
Estos tubulos estdn rodeados por una regién peritubular hipermineralizada (dentina
peritubular), y que a su vez se haya embebida en una matriz intertubular (dentina

intertubular) formada principalmente por colageno tipo I que engloba cristales de HAp
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y fluido dentinario, todo ello configurando un complejo entramado. Los tdbulos se
extienden desde la cAmara pulpar hasta la unién amelodentinaria. Estos canales varian
en numero y pueden representar desde el 1% (0.8 mm de didmetro) del area total de la
superficie de la dentina cerca de la unién amelodentinaria y aumentar en direccién a la

pulpa hasta un 22% (2.5 mm de diametro) (15,16).

Tabla 1. Componentes orgdnicos presentes en esmalte y dentina.

Componente Esmalte Dentina

organico

Principales proteinas Amelogenina Colageno tipo I, tipo Il y trazas de colageno V

de la matriz y VI

Otras proteinas de la No amelogeninas: No colagenas:

matriz Ameloblastina Sialofosfoproteina

Enamelina Glicoproteina

Fosfoproteina

Proteoglicano En discusion SLRP

Proteinasas de la MMP-20 (enamelisina) Enzimas implicadas en el procesamiento del

matriz KLK-4 colageno y otras necesarias para degradar la
matriz

SLRP en inglés, pequeiio proteoglicano rico en leucina;, MMP, matriz de metaloproteinasas; KLK-4 en inglés, peptidasa 4
relacionada con la calicreina.

1.2 Caries dental

La caries dental se define como una enfermedad dindmica, no transmisible y multifactorial
(factores bioldgicos, comportamentales, psicosociales y ambientales); mediada por la
biopelicula -comunidad de microorganismos integrados en una matriz polimérica extracelular
que se adhieren a la superficie del diente- y modulada por la dieta, que resulta en la pérdida

mineral y degradacidon del colageno de los tejidos duros del diente (17-19).

El proceso dindmico de la caries dental consiste en periodos de desmineralizacién y
remineralizacion dental que se alternan rapidamente y que, si se produce una
desmineralizacién neta durante el tiempo suficiente, dan lugar al inicio de lesiones de caries en
determinados lugares anatémicos de los dientes (Figura 3). El desequilibrio entre factores
protectores -aquellos que promueven la remineralizacion y detienen la lesion- y factores de
riesgo -aquellos que modifican el balance en direccion hacia la aparicién y progresion de la
caries dental- influirdn de manera determinante en el inicio y desarrollo de esta enfermedad

(17,20).
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Figura 3. Ciclo de desmineralizacion y remineralizacion de caries. Tomado y modificado de Mount y Hume (21), y de Pretty
(20).

La caries dental coronal inicia en la superficie del esmalte, afectando posteriormente a la capa
subsuperficial. Bajo la observacién al microscopio, la lesién producida por la caries sigue la
direccion divergente hacia oclusal de los prismas del esmalte. Esta morfologia durante la
evolucion de la caries es debida a que la desmineralizacion avanza a lo largo y lateralmente de

los prismas del esmalte (4).

Los microorganismos presentes en la biopelicula (siendo los estreptococos del grupo mutans
los que desempefian un papel importante en el inicio de la desmineralizacién) generan
compuestos acidos (predominantemente, acido lactico) como producto final del metabolismo
de carbohidratos fermentables, principalmente azticares (17,22,23). Estos acidos hacen que el
pH descienda hacia valores en los que la interfaz biopelicula-esmalte se subsatura y
desmineraliza parcialmente la capa superficial del diente (17). La pérdida mineral incrementa
la porosidad del esmalte, permitiendo que los acidos se difundan a mayor profundidad y
contintien desmineralizando la subsuperficie. Si la pérdida mineral es suficiente, aparece la
lesion de mancha blanca, la cual es clinicamente importante, pues hasta esta etapa, esta lesion
puede ser detenida o revertida (24). El ambiente acido, es responsable de la desmineralizacion
del esmalte y posteriormente, del componente inorganico de la dentina, pero no es capaz de
progresar en la matriz organica de esta ultima, ya que la degradacion de colageno es un proceso
de caracter enzimatico. El 4cido lactico en la dentina, producido por bacterias acidogénicas es
responsable de la activacion de la matriz de metaloproteinasas (MMP), especialmente MMP del

huésped, las cuales podrian descomponer la matriz organica (25).
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e Diagndstico: Aunque existen sistemas de diagnostico novedosos que se basan en la
medicion de sefiales o respuestas fisicas del proceso de caries (e.g., Rayos X, luz laser,
transmision de corriente eléctrica, etc.) (20), el Sistema Internacional de Clasificacion y
Manejo de la Caries (en inglés, ICCMS), realiza la deteccién y evaluacion de la caries
dental a través del Sistema Internacional de Deteccion y Evaluacién de Caries (en inglés,
ICDAS). Este sistema de deteccion y evaluacion visual y tactil clasifica las fases del
proceso de caries en funcién de la extension histolégica y la actividad. Se ha disefiado
para su uso en la practica clinica, la educacién, la investigacion y la salud publica;

proporcionando un lenguaje comun para la estadificacidn de la caries que se utiliza cada

vez en mas paises (Figura 4) (26).

ICDAS codes, based on the histological
extent of lesions, stage the caries continuum @ ICDAS www.icdas.org

Images provided courtesy of Dr Andrea Ferreira Zandona, University of Indiana > FOUNDATION

International Caries Detection and Assessment System

Figura 4. Cddigos visuales clinicos ICDAS, basados en la evidencia de la extension histoldégica de las lesiones. Tomado de
Pitts et al., (26).

De acuerdo al Estudio de Carga Global de la Enfermedad (27), la caries no tratada en dientes
permanentes es la afecciéon mas frecuente entre todas las condiciones médicas evaluadas, con
una prevalencia mundial del 35% para todas las edades combinadas, con 2.4 billones de
personas afectadas; mientras que la caries no tratada en los dientes primarios ocupa el décimo
lugar en cuanto a prevalencia, afectando a 621 millones de nifios en todo el mundo. Un trabajo
de revision concluye que, aunque la prevalencia de caries dental ha disminuido, sigue siendo

prevalente en todos los grupos etarios (28). En las ultimas cuatro décadas, la prevalencia y la
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gravedad de las lesiones de caries de dentina en nifios de entre 5 a 12 afios ha disminuido, con
la prevalencia mas baja entre los nifios de 12 afios y en personas entre los 35 a 44 aios en los
paises de mayor renta per capita (28). Entre los nifios, la caries se asocia a repercusiones
negativas en una serie de actividades de la vida diaria (29). Del mismo modo, el dolor de dientes
y la caries son las afecciones mas cominmente asociadas a una peor calidad de vida relacionada
con la salud bucodental en adultos (30). De hecho, la caries es la principal causa de afios de vida
ajustados por discapacidad (AVAD) en el ambito de la salud bucodental entre las personas <35

afios de edad (27).

1.3 Remineralizacion

La remineralizacién es el proceso de restauracion mineral, a través de la transferencia de
aniones y cationes, a sitios de nucleacién donde se forman y desarrollan estructuras
mineralizadas (31). La remineralizacion de la dentina cariada puede ocurrir de forma
espontanea, mediante la incorporacion de iones provenientes de la saliva sobre los cristalitos
remanentes; o mediante tratamientos (fuentes externas) que incorporan dichos iones (32). El

proceso de remineralizacion de la dentina puede ocurrir a través de dos vias (33):

e Viaclasica: Unidades primarias como iones, &tomos o moléculas se agregan para formar
grupos de nucleos (clusteres), cuyo crecimiento o separacién estd determinado por
energias de la red cristalina y por fendmenos de interacciéon en superficie (34). Esta
via no proporciona necesariamente una interacciéon dptima con los componentes
organicos de la matriz de dentina (32). Ademas ha demostrado ser poco efectiva debido
a la falta de disponibilidad de cristalitos semilla para lograr la nucleacién homogénea
de cristalitos de apatito (34,35).

e Via no clasica: consiste en la remineralizacion intrafibrilar del colageno a través de
analogos biomiméticos de proteinas no colagenas (PNC) que estabilizan particulas nano

precursoras de fosfato de calcio amorfo (FCA) similares a liquidos (Figura 5) (34,36).
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Figura 5. Cristalizacion no cldsica. Agregados de nucleacion y prenucleacion por PNC se agregan aun mds en nanoparticulas
de FCA similares a liquidos. Posteriormente, este ultimo penetraria en los compartimentos de agua intrafibrilares de la
matriz de coldgeno y someteria a un autoensamblaje para formar una fase cristalina metaestable. Tomado y adaptado de
He et al., (37).

1.4 Agentes remineralizadores

Un agente remineralizador puede definirse de forma sencilla como aquel compuesto que
promueve la remineralizacidn del tejido dental. A grandes rasgos, estos agentes proporcionan
iones o moléculas (como calcio y fosfato) desde el medio exterior a la lesiéon de caries,
promoviendo la deposicion o precipitacion mineral en los tejidos duros dentales

desmineralizados (38).

1.4.1 Fluor

El fltor (F-) es el mas electronegativo de todos los elementos quimicos y por lo tanto, raramente
se encuentra en la tierra en forma elemental. Combinado quimicamente en forma de fluoruros,
el F- ocupa el decimoséptimo lugar en el orden de frecuencia de aparicion de los elementos, y
representa alrededor del 0.06-0.09% de la corteza terrestre. Este elemento se ha utilizado
comunmente como medida de salud publica para el control de la caries, mediante la fluorizacion
del agua, la sal y la leche (39). Existe una diversidad de compuestos de F- usados en agentes
remineralizadores que estan disponibles tanto para el publico como para los profesionales de
la salud (especialmente, odontélogos) (40). Estos compuestos de F- se pueden utilizar en
combinacién de diferentes vehiculos, como lo pueden ser las pastas dentales o los enjuagues

bucales que se detallaran mas adelante (40,41).
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1.4.1.1 Mecanismos de accion

Inhibicién de la desmineralizacion: El F- presente en la placa bacteriana penetra la
subsuperficie junto con los acidos producidos por el metabolismo de las bacterias y
protege los cristales de HAp de su disolucién (42,43). La superficie dental que esta
completamente cubierta por F- no se disuelve ante una caida de pH, ya que este tipo de
recubrimiento hace que las caracteristicas del cristal sean similares a las de la
fluorapatito (FAp). Por el contrario, si la superficie esta cubierta de forma parcial, las
partes del diente sin cubrir sufrirdn un proceso selectivo de disolucién (Figura 6)

(43,44).

17



Ataque acido @

E K

Figura 6. Representacion esquemdtica del efecto del F- en la inhibicion de la desmineralizacion. Cuando la cobertura es
total, el F protege los cristales de la disolucion. Mientras que, si la cobertura es parcial, las porciones no cubiertas del
cristal se disolveradn. Fa, fluoruro adsorbido en la superficie del cristal; Fs, fluoruro presente en la fase sdlida, incorporado
en la estructura de los cristales, también conocido como FHAp. Tomado y modificado de Buzalaf et al., (43) y Arends y
Christoffersen (44).

e Mejora de la remineralizaciéon: En este mecanismo las trazas de fluoruro presentes
durante la disolucién del HAp hacen que la solucion esté altamente sobresaturada con
respecto a la FHAp, lo cual acelera el proceso de remineralizacién. Ademas, el fluoruro
se absorbe en los cristales parcialmente desmineralizados para atraer iones de calcio.

Este nuevo revestimiento hace que el tejido dental sea mas resistente a futuros ataques
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1.4.1.2

1.4.1.3

acidos debido a la expulsidon de carbonatos y a la incorporaciéon de fluoruro en este
reemplazamiento aniénico (42,43).

Interferencia en el metabolismo y desarrollo de las bacterias orales: En general, existen
dos maneras por las cuales el fluoruro afecta las células microbianas: 1) mediante la
inhibicién directa de una variedad de enzimas en células intactas, ya sea directamente
o en forma de complejos metalicos a nivel submilimolar; y 2) mejorando la
permeabilidad de protones de las membranas celulares al actuar en forma de HF como
transportador de protones transmembrana (45,46).

El HF se forma mas facilmente en condiciones acidicas y entra en la célula siendo 107
veces mas permeable que el F- (45,46). Una vez en el citoplasma, el HF se disocia en
iones H* y F- debido a que este es mds alcalino que el medio exterior (46). El F-
intracelular inhibe las enzimas glicoliticas, disminuyendo la produccién de acidos,
resultado de la glicolisis (43,46). También reduce el pH, lo cual compromete el
equilibrio electrolitico de la célula. Esto se debe a que al aumentar la entrada de
protones a través de la membrana celular, simultineamente aumenta la demanda de
ATP para la regulacién &acido-base, haciendo que la célula sufra un proceso de

acidificacion o estrés por inanicién (46,47).

Pastas de dientes fluoradas
Las pastas de dientes fluoradas son el medio mas usado para mantener un nivel bajo y
constante de F-en el entorno oral (39,48), cuya efectividad ha sido demostrada en varias
revisiones y meta-analisis (39,49,50). Su amplio uso ha jugado un papel importante en
la disminucién de la caries dental en paises desarrollados en las ultimas décadas,
mejorando la salud bucal de la poblacién (39,51). Los principales componentes de las
pastas con F- actuales son el fluoruro de sodio (NaF) y el monofluorofosfato de sodio
(MFFS), siendo también el fluoruro de estafio (SnF;) y el fluoruro de aminas
comtinmente usados (39,40). Aunque en 1977 la Comisiéon Europea sugirié que se
establezca un limite superior de 1500 ppm de fluoruro en las pastas dentales que se
venden sin receta, actualmente se acepta que la concentracién de fluoruro de la pasta
de dientes "estandar" esté entre 1000 a 1500 ppm por recomendaciéon de la

Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (39).

Soluciones fluoradas
Las soluciones fluoradas fueron los primeros vehiculos de aplicacién profesional con el

propésito de reducir los niveles de caries (40,52). Dentro de estas preparaciones
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encontramos soluciones neutras de NaF, asi como también SnF; y fluoruro fosfato
acidulado (compuesto por NaF, HF y H3PO4) entre otras (40). Los enjuagues bucales (o
colutorios) que contienen F- se recomiendan como parte de una estrategia preventiva
para personas con alto riesgo de caries, que incluyen pacientes que se someten a
tratamiento de ortodéntico o pacientes con hiposalivacién. Dichos enjuagues suelen
contener entre 100 a 500 ppm de F- empleandose una o dos veces al dia. Por otro lado,
el enjuague bucal conteniendo 900 ppm F- se ha utilizado tradicionalmente de forma
semanal o quincenal en programas escolares en nifios con alta prevalencia de caries

(39,53).

1.4.2 Fosfopéptido de caseina - Fosfato de calcio amorfo

La idea del empleo de la caseina como agente remineralizador surge después de que los
productos lacteos, tales como la leche y el queso, mostraran un efecto anticariogénico en
modelos in situ en animales y humanos (54). La leche es un alimento que proporciona
aminodacidos esenciales y nitrégeno organico como parte de la dieta tanto para animales como
para humanos de todas las edades. Ademas de caseina, la leche contiene otros factores con
propiedades anticariogénicas tales como Ca?+, PO43- y lipidos. Por lo tanto, la eficacia de los
alimentos lacteos en prevenir la caries dental ha sido reconocida en varios estudios (55,56). Las
caseinas son fosfoproteinas predominantes en la leche bovina, que a través de digestion
triptica, se obtienen fosfopéptidos de caseina (FPC) (54). Las moléculas de fosfopéptido de
caseina contienen un conglomerado de dos serinas fosforiladas (pSer) y dos acidos glutdmicos
(pSer-pSer-Glu-Glu) los cuales tienen la capacidad de asociarse con cristales de fosfato de calcio,
estabilizandolos en forma de fosfato de calcio amorfo (Ca3(PO4).-nH20) bajo condiciones

alcalinas y neutras (Figura 7) (57-60).
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Figura 7. Aspecto de un nanocomplejo de fosfopéptidos de caseina y el fosfato de calcio amorfo. Tomado de Castellanos
etal., (59)

1.4.2.1 Mecanismos de accién
e Reservorio de fosfato de calcio: El FPC se asocia al fosfato de calcio amorfo (FCA) en la
superficie del diente formando nanocomplejos de FPC-FCA, incorporandose en la placa
e incrementando los niveles de fosfato de calcio en este entorno. El FPC-FCA al actuar
como reservorio de PO43-y Ca2+, amortigua la actividad de los iones libres de Caz+y PQ43-
ayudando a mantener un estado de sobresaturacion con respecto al mineral del diente
(58,59,61).
e Efectos microbiologicos:

» Inhibicién de la adhesién bacteriana: Varios estudios han mostrado que
mediante una saturacién rapida de la superficie dental recubierta de saliva por
parte de complejos de caseina, se inhibe la adherencia de Estreptococos mutans
y Estreptococos sobrinus (62-64). Ademas, se ha revelado que el FPC-FCA se une
tanto a la placa dental (con fuerte afinidad por el S. mutans) como a
macromoléculas absorbidas en la superficie dental (64-66). Aunque los
mecanismos de anti-adhesion del FPC-FCA no estan claramente dilucidados, se
ha demostrado que este compite con el Ca2* libre por los sitios de unién al Ca2+
de la placa. Este mecanismo hace que se reduzca el grado de formacion de
puentes de Ca?+ entre la biopelicula y las células que se adhieren, y entre las

propias células bacterianas (64,65). Ademas, las moléculas de FPC tienen
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regiones hidrofilicas e hidrofébicas que impiden la adhesién inicial bacteriana
a las superficies dentales recubiertas por la biopelicula. Este fenémeno se debe
a que estas regiones pueden llegar a enmascarar las proteinas hidrofébicas de
la superficie celular bacteriana. Todos estos mecanismos de interferencia con la
unién microbiana pueden evitar cambios ecolégicos nocivos en la placa dental,
inhibiendo el desarrollo de caries dental (64).

Efectos amortiguadores: Aunque el FPC-FCA no impide la produccién de acidos
bacterianos, al actuar como reservorio de péptidos e iones de PO.3- y Ca?+,
compensa cualquier caida de pH (57,64). Las fosfatasas y las peptidasas de la
placa descomponen enzimaticamente el FPC, disminuyendo su capacidad de
estabilizar iones de P0O43- y Ca?*. La hidrolisis resultante de esta degradacion
hace que el pH de la placa aumente, lo cual resulta ser beneficioso para el
equilibrio entre de-remineralizacion (64,67).

Disrupciéon de la biopelicula: El FPC-FCA tiene la capacidad de prevenir la
adhesion celular, lo cual es esencial para el desarrollo de biopeliculas. Esta
capacidad la logra, posiblemente, enmascarando la biopelicula y las
macromoléculas de la superficie celular bacteriana. Ademas, el FPC-FCA,
mediante la interrupcién de la arquitectura estructural de la biopelicula,
permitiria la difusién de iones de F-, PO43- y Ca2?t, que favorece la
remineralizacion y harfa la placa dental menos capaz de mantener un pH acido
en la superficie donde se adhieren (64).

Efectos bacteriostaticos/bactericidas: Se sugiere que el FPC-FCA mantiene altas
concentraciones de Ca2+ libre en la placa dental lo que puede tener efectos
bacteriostaticos o bactericidas (64,65). Esto induce a la permeabilidad y a una

lisis parcial en la membrana estreptocécica (64,68).

Promocion de la remineralizacién: El FPC, al estabilizar el fosfato de calcio en una

solucion metaestable, facilita la presencia de altas concentraciones de iones de PO43-y

Ca?+, incluido CaHPO4. También, el FPC-FCA bajo condiciones acidicas, amortigua el pH

de la placa y se disocia en iones de PO43-y Ca?+, incluyendo igualmente CaHPO, (55,57).

Estos iones, durante el proceso de remineralizacion, se difunden a través de los poros

ocupados por proteinas y agua de las lesiones cariosas. Una vez en el cuerpo de la lesion,

la actividad de los iones de P0O43- y Ca2+incrementa, y a su vez, aumenta el grado de

saturacion con respecto al HAp. Al formarse HAp dentro de la lesion, se generan acidos
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y fosfatos, incluyendo acido fosforico neutral, que se difunden fuera de la lesién

siguiendo un gradiente de concentracion (55,57).

1.4.3 Péptidos de autoensamblaje

Los péptidos de autoensamblaje (PAEs) fueron descubiertos en 1989 en una investigacion
impulsada por la casualidad. Desde ese momento, los péptidos de autoensamblaje han sido
objeto de diversas aplicaciones que van desde ciencia de materiales hasta medicina

regenerativa (69,70).

El péptido de autoensamblaje P11-4 esta disponible comercialmente como Curodont™ Repair
(Credentis AG, Dorfstrasse, Windisch, Suiza) cuya estructura quimica (Ace-Gln-Gln-Arg-Phe-
Glu-Trp-Glu-Phe-Glu-Gln-Gln-NH;) consta de cinco aminoacidos: arginina, triptofano,
fenilalanina, glutaminay acido glutdmico (70,71). Por otro lado, el Curodont™ D’Senz (Credentis
AG, Dorfstrasse, Windisch, Suiza) es otro producto basado en PAEs cuya composicion difiere
principalmente en la presencia de monofluorofosfato de sodio (MFFS) con el PAE en su estado
autoensamblado. Siguiendo la norma ISO 10993, se han desarrollado estudios que han
demostrado que el P11-4 no es citotéxico ni desencadena respuestas inmunoldgicas (72,73).
Ademas, hasta el momento, no se han reportado efectos adversos severos en estudios clinicos

ni en estudios in vitro (72,74).

El P11-4 es una molécula pequeiia (peso molecular: 1598 g/mo]; liofilizado) disefiada para que,
bajo diferentes desencadenantes ambientales y condiciones fisicoquimicas especificas, cambie
de un estado monomérico y se ensamble en un hidrogel fibrilar (71,75,76). Desencadenantes
ambientales, tales como un pH < 7 y una variacién en la fuerza iénica (71,75,77), hacen que el
Pi1-4 se someta espontaneamente a un autoensamblaje jerarquico formando "nanocintas" de
aproximadamente un micrémetro de longitud. Posteriormente se induce un ensamblaje
adicional, de modo que las nanocintas se apilen en pares para formar cintas, que a su vez
pueden ensamblarse ain mas para formar fibrillas, y esos pares de fibrillas se entrelazan de

borde a borde para formar fibras de mayor dimension (76,78) (Figura 8).
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Figura 8. Representacion esquemdtica de las etapas del proceso de autoensamblaje del péptido Pii-4. Cuando la
concentracion de mondmero del péptido llega a la concentracion critica (C*), el péptido Pi;-4 experimenta un
autoensamblaje unidimensional y jerdrquico. Este proceso incluye la formacion de nanocintas de hoja 8 de un micrometro
de largo, cintas en cuestion de segundos y un ensamblaje adicional para formar fibrillas y fibras de borde a borde dentro
de las siguientes 24 horas. Tomado y modificado de Bonchev et al., (79).

El péptido P11-4 se autoensambla como resultado de la interaccién idnica entre el acido
glutamico cargado negativamente y la arginina cargada positivamente (70,80). El P11-4, una vez
ensamblado, presenta agregados de cargas negativas, constituidos por cuatro residuos
asociados al &cido glutdmico con capacidad de actuar como sitios de unién de Caz+. La distancia
entre estos sitios es de 9,4 A, que esta cerca de la posicién de los iones Ca2* columnares en la

red cristalina del HAp (76).

El mecanismo de accién del péptido P11-4 yace en la formacién de un andamio como resultado
del autoensamblaje jerarquico al difundirse por la lesion de caries (70,81). La construcciéon de
este andamio ocurre bajo circunstancias apropiadas que caracterizan una lesién cariosa, como
la presencia de cationes y un pH < 7.4 (70,77). El P11-4 forma una matriz 3D dentro de la lesion

inicial de caries que mimetiza la matriz de proteinas del esmalte (Figura 9).
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Figura 9. Representacion del tratamiento de una lesion cariosa y la regeneracion del esmalte con el péptido de
autoensamblaje P11-4. (a) Lesion cariosa. La linea discontinua representa la capa superficial mineralizada y los poros que
conectan el cuerpo de la lesion con la cavidad oral; el espacio en blanco debajo refleja la lesion cariosa subsuperficial con
las cargas negativas y positivas que representan los iones libres dentro de la lesion. (b) Aplicacion y difusion de una gota
de péptido P1;-4 monomérico sobre la superficie de la lesion. (c) Autoensamblaje del P1;-4 dentro de la lesion cariosa
formando un andamio 3D. Esto debido a la mayor fuerza idnica y al pH dcido de la lesion cariosa. (d) Se forman cristales
de HAp de novo (hexdgonos azules) alrededor del andamio de péptido autoensamblado. Tomado de Alkilzy et al., (82)
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Esta matriz tiene una alta afinidad por los iones de Ca2+ y actda como factor nucleante para la
formacién de HAp de novo (76,81,82). Ademas, las fibras de P11-4 se unen a los iones de Ca2* ya
existentes de la red de HAp del esmalte dental, permitiendo la unién estable del nuevo esmalte

regenerado al tejido duro o mineralizado del diente (13,73).

Numerosos estudios, tanto clinicos como in vitro, han demostrado la eficacia del péptido P11-4
en el esmalte dental. Por ejemplo, un estudio ex vivo concluyé que lesiones erosivas en esmalte
bovino creadas artificialmente, pueden ser remineralizadas con Pii-4, siendo evaluadas
mediante mediciones con pulsos de velocidad ultrasénica y microscopia electrénica de barrido
(MEB) (83). También, en esmalte bovino, el P11-4 redujo la fluorescencia y el area de lesiones
de mancha blanca artificiales en diferentes puntos de tiempo, siendo cuantificadas con QLF-D

Biluminator™ (84).

Con respecto a los estudios in vivo, el ensayo de eficacia y seguridad no controlado de Brunton
et al,, (13) examiné por primera vez la seguridad y efectos clinicos del P11-4 en la detencién de
lesiones cariosas en 19 superficies vestibulares en adultos (lesiones de mancha blanca clase V).
Este estudio reportd 11 eventos adversos de los cuales dos pudieron estar relacionados con la
aplicacion del péptido (uno fue hipersensibilidad dental; el otro, sensibilidad a un enjuague
bucal). Los resultados mostraron una mejoria significativa de las lesiones a juzgar por el color,
el tamafio y la progresion de la lesion, lo que permitié el posterior desarrollo de mas estudios
clinicos. También se ha demostrado la regresion de lesiones interproximales a través de
evaluacion radiografica clinica, lo cual ha sido considerado imposible de lograr incluso para
agentes remineralizadores como el F-(85). El P11-4 ademas de ser aplicado como tratamiento
minimamente o no invasivo para caries interproximales, su eficacia se extiende al manejo de
caries oclusales y bucales, ademas de prevenir y tratar lesiones de caries inducidas por el

tratamiento ortodéntico (70).

1.5 Técnicas analiticas
A continuacién, se detalla el fundamento tedrico y manejo instrumental de las técnicas
analiticas empleadas para la caracterizacién de la composicién quimica, morfologia y

propiedades estructurales de las muestras de dentina analizadas en esta tesis doctoral.

1.5.1 Espectroscopia vibracional
La espectroscopia se define como el estudio de la interaccion de la luz con la materia (86). Para
determinar la composicién quimica de los tejidos dentales se emplean cominmente técnicas

espectroscopicas vibracionales como la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
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(FTIR, por sus siglas en inglés) y la espectroscopia Raman. Ambas técnicas involucran el estudio
de la interacciéon de radiacién con vibraciones moleculares, aunque difieren en la manera en la

cual la energia es transferida a la molécula mediante el cambio de su estado vibracional (87).

1.5.1.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (Fourier transform infrared,
FTIR)

La FTIR es una técnica espectroscopica vibracional que ha sido ampliamente empleada para

caracterizar la composicién molecular de materiales. En el campo de la odontologia sus

aplicaciones abarcan en gran parte, la caracterizacion de tejidos mineralizados como el esmalte,

la dentina y el hueso cuyos parametros mas cominmente evaluados son: la proporcién mineral

con respecto a la matriz organica, la proporcién carbonato a fosfato, la cristalinidad/madurez

mineral y el grado de entrecruzamiento de los enlaces cruzados de colageno (88).

La espectroscopia FTIR estd basada en el fendmeno de interferencia entre dos haces para
producir un interferograma. Este tltimo consiste en una sefial producida como una funcién del
cambio de longitud de trayectoria entre dos haces (89). Un instrumento FTIR basico funciona
segun el principio de transmision, pero difiere de los instrumentos dispersivos en la forma en
que se registra el espectro de la muestra. La parte central de un espectrometro FTIR esta
formada por un interferémetro que consta de una fuente de emisién infrarroja (IR), un divisor
de haz, dos espejos y un detector de sefial. La radiacion IR proveniente de la fuente incide en el
divisor de haz y se dirige en parte hacia los dos espejos de reflexion. Uno de ellos esta fijo
mientras que el otro espejo se mueve a una velocidad constante durante la adquisicion del
espectro-sefial. Los rayos IR son reflejados por los espejos y recombinados en el haz divisor.
Luego, estos haces pasan a través de la muestra y llegan al detector que registra todas las
longitudes de onda en el IR al mismo tiempo. Cuando los dos haces reflejados por los espejos se
recombinan, han recorrido diferentes distancias y por lo tanto la recombinacién conduce a la
interferencia constructiva y destructiva. El patrén resultante se denomina interferograma. La
transformada de Fourier del espectro IR de la muestra, es lo que registra el detector después
de que el haz recombinado ha pasado a través de la muestra. Los datos registrados por el
instrumento se procesan por una computadora que realiza una transformada de Fourier
adicional para convertir de nuevo el interferograma en un espectro IR (86,90). Los

componentes basicos de un espectrometro IR se muestran en la Figura 10.
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Figura 10. Representacion esquemdtica de los componentes bdsicos de un espectrometro IR. Tomado y modificado de Blum
y John (90)

La mayoria de los componentes organicos e inorganicos son activos para la radiacion IR ya que
tienen momentos dipolares (88,91). Debido a que la mayoria de moléculas exhiben absorcién
en la mitad de la region IR entre 4000 y 400 cm, esta es la region espectral mas observada
(90). Cuando una molécula es irradiada por luz IR, absorbe cierta cantidad de radiacion
incidente a una frecuencia / energia especifica y sufre una excitacién vibracional desde el
estado fundamental a un estado de energia vibracional mas alto (92). Las moléculas tienen
diferentes modos vibracionales, dentro de los cuales se encuentran las vibraciones de tension
(simétrica y asimétrica) que constan de un cambio en la longitud del enlace entre los 4tomos; y
las vibraciones de flexion, donde cambian los angulos de enlace. Estas vibraciones de flexion
vienen en modo de tijera, balanceo, cabeceo y torsién (90). El modo tijera es un cambio en el
angulo entre un grupo de atomos y el resto de la molécula cuando los atomos se doblan en
direcciones opuestas, mientras que en el balanceo (similar al modo tijera) los &tomos se doblan

en la misma direccién. El cabeceo y la torsién son conocidos como vibraciones fuera del plano.
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En el cabeceo hay un cambio en el dangulo entre el plano de un grupo de atomos y el plano del
resto de la molécula, mientras que en la torsién hay un cambio en el &ngulo entre los planos de
dos atomos o dos grupos de atomos dentro de la molécula (Figura 11) (87). Lalongitud de onda
de cada pico de absorbancia IR es determinada por las propiedades fisicoquimicas de la
molécula correspondiente. Por lo tanto, se diagnostican como una huella dactilar de ese grupo

funcional en particular (88,93).

a) Vibracion de tension

7 g S N
o O O

Tension simétrica Tension asimétrica

b) Vibracion de flexion

N\
8 t R *)

Modo de tijera Modo de balanceo
Modo de cabeceo Modo de torsion

Figura 11. Modos principales de vibracion. a) Vibraciones de tension: simétrica y asimétrica. b) Vibraciones de flexion:
tijera, balanceo, cabeceo y torsion. Tomado y modificado de Liceo UGB (94).

e Reflectancia total atenuada (Attenuated total reflectance, ATR)

Los espectros de FTIR se pueden adquirir por medio de diferentes técnicas: transmision,
reflectancia especular, reflectancia difusa, fotoacustica y a través de reflectancia total atenuada
(ATR, en sus siglas en inglés) (88,95). De las técnicas anteriormente nombradas, las dos
principales son la transmisién y la reflectancia. La reflectancia se usa ampliamente para

adquirir espectros de forma no destructiva, sin necesidad o con una minima preparacion de la
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muestra (92). Particularmente, la ATR utiliza el fenémeno de reflectancia interna en la cual el
haz IR pasa a través de un elemento de reflexion interna que posee un alto indice refractivo y
con baja solubilidad en agua, como lo puede ser un cristal de seleniuro de zinc, germanio o
yoduro de talio (89,92). En la interfaz muestra-elemento ocurre una reflexién interna completa,
donde la onda se extiende mas alla de la superficie del cristal y penetra una pequefia distancia
(0.5 - 2 pm) en la muestra, en la forma de una onda evanescente, antes de regresar al cristal
(88,92). Esta onda evanescente se atenuara debido a la absorcion IR de la muestra (92).
Después de uno o mas reflejos en el cristal, el haz IR abandona el cristal y la radiacién atenuada
resultante llega al detector para ser medida y graficada para, posteriormente, generar un
espectro FTIR, tal y como se representa en la Figura 12 (89,90,92). Debido a la poca profundidad
de penetracidn, se hace necesario una pequefia presidon de contacto en las muestras que no se

adhieren por si mismas al cristal de ATR para obtener un espectro de calidad (88).

Onda evanescente

=
S
Muestra —\ = N

Cristal RTA —— A

»

Fuente IR Detector

Figura 12. Representacion esquemdtica de un cristal de ATR con cinco reflejos. Tomado y modificado de METTLER TOLEDO
AutoChem (96).

1.5.1.2 Espectroscopia Raman

El uso de la espectroscopia Raman para aplicaciones biomédicas, incluyendo la odontologia, se
ha visto incrementado significativamente debido a los avances en la instrumentacion y al
desarrollo de sondas de fibra 6ptica. Sus aplicaciones se expanden a biomateriales, quimica
estructural y analisis superficial (97,98). También, entre sus aplicaciones analiticas se incluyen
el estudio de patologias de los tejidos duros dentales, la identificaciéon de la microflora oral y el

estudio de tejidos blandos orales (98).

La dispersion Raman fue descubierta por el fisico Sir Chandrasekhra Venkata Raman en 1928,

quien us6 la luz solar como fuente, un telescopio como colector, y su propia visién como
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detector. Gradualmente, tuvieron lugar mejoras en los diversos componentes de la

instrumentaciéon Raman hasta hoy en dia (99).

Su principio basico consiste en que una luz monocromatica irradia una molécula y resultan dos
tipos de dispersion de luz: elastica e inelastica. En la dispersién elastica no se produce ningtn
cambio en la frecuencia de los fotones o ningtin cambio en su longitud de onda y energia. Por el
contrario, en la dispersién inelastica, hay cambios en la frecuencia del fotén debido a la
excitacién o desactivacion de las vibraciones moleculares en las que el fotén puede perder
cierta cantidad de energia o ganarla (100,101). Como se resultado, puede ocurrir cualquiera de

los fendmenos representados en la Figura 13 (102,103):

-Dispersion Rayleigh: Cuando el mayor componente de la luz dispersada por el medio de prueba
proviene de la misma frecuencia que el haz de la luz incidente, dependiendo del tipo de laser

empleado (E = Eo).

-Dispersién Raman anti-Stokes: Cuando la luz dispersada saliente puede ser de una frecuencia

mas alta que la luz incidente (E = Eq + Ey).

-Dispersién Raman Stokes: Cuando la luz dispersada saliente puede ser de una frecuencia mas

baja que la luz incidente (E = Eo - Ev).

Dipersion Raman Anti-Stokes
E=Eo+Ev

Ep Dispersion elastica Rayleigh

E =Eo

Dispersién Raman Stokes
E=Eo—Ev

Figura 13. Mecanismos de dispersion Raman. Eo: energia del fotdn incidente; E: energia del fotdn dispersada: Ey: energia
vibracional. Tomado y modificado de METTLER TOLEDO AutoChem (104).
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Debido a que las bandas Stokes tienen una intensidad mas alta que las bandas anti-Stokes,
generalmente la parte Stokes es considerada para la medida en la espectroscopia Raman, la cual

se presenta en el rango de 0 a 4000 cm-! (desplazamiento Raman) (102,103).

Un espectrémetro Raman consiste de una fuente ldser que genera una corriente de fotones.
Existen varios tipos de laser que pueden usarse como fuente de excitacion: estos incluyen ion
argén (488.0 y 514.5 nm), ion criptén (530.9 y 647.1 nm), He:Ne (632.8 nm), Nd:YAG (1064 nm
y 532 nm) y laser de diodo (630 y 785 nm). La luz producida por el laser es dirigida a través
de un divisor de haz y enfocada a través de una lente en la muestra. Este mecanismo lleva a la
dispersion de la luz, que generalmente se recolecta utilizando la misma 6ptica y se dirige al
espectrometro. Los fotones dispersados elasticamente son separados por filtros antes de
ingresar al espectrometro. Después, los fotones dispersados inelasticamente (fotones Raman)
se seleccionan mediante rejillas del espectrémetro de acuerdo a sus energias y son capturados
por el dispositivo de carga acoplado (DCA) (105). La Figura 14 muestra un diagrama de un
espectrometro Raman.
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de DCA
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Espectometro
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Camara de Optica de
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(@) !
] I Lentes
T Rendija de

Muestra Haz Filtro de entrada

divisor
paso largo

Figura 14. Representacion esquemdtica de los componentes bdsicos de un espectrometro Raman. Tomado y modificado
de Bruker Corporation (106).

La microscopia Raman o confocal es una técnica no destructiva que requiere minima o ninguna
preparaciéon de la muestra. La microscopia Raman consta de un instrumento Raman
convencional, ademas de una 6ptica para enfocar la muestra (microscopio) y dispositivo para
mover la muestra hacia el rayo laser (plataforma XYZ motorizada), tal y como se representa en

la Figura 15 (107).
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Figura 15. Representacion de un microscopio Raman. Tomado y modificado de Aaron Celestian (108).

1.5.2 Difraccion de Rayos X (X-Ray diffraction, XRD)

La XRD es una técnica analitica cominmente empleada para el estudio de propiedades
estructurales y caracteristicas cristalinas de un amplio rango de materiales, dentro de ellos
metales, minerales, plasticos, ceramicas, etc. (109). Ademas, esta técnica ha sido usada para
investigar la composicidn cualitativa y cuantitativa de fases cristalinas y amorfas, el tamafio de
cristalitos (dominios cristalinos) de las fases, asi como el grado de cristalinidad de materiales

biocompuestos (110,111) y de tejidos dentales (112).

Los difractémetros de Rayos X constan fundamentalmente de tres elementos basicos: un tubo
de Rayos X, un porta muestras y un detector de Rayos X (Figura 16) (109,113). La XRD se basa
en la interferencia constructiva de un haz de Rayos X monocromatico y una muestra cristalina.
La radiacidon emitida por el tubo de Rayos X presenta un espectro que consta de diferentes
longitudes de onda siendo las mas comunes K, (compuesta de Ka1 y Ko2) y Kp. Estas longitudes
de onda especificas son caracteristicas del material empleado en la generacién del haz para la
difraccion (e.g., Cu K.=1.5418 A). El filtrado del haz mediante ldminas o monocromadores es
fundamental para producir los Rayos X monocromaticos para la seleccién en una determinada
longitud de onda. Posteriormente, a la salida de la 6ptica primaria, estos Rayos X se coliman y

se dirigen hacia la muestra situada en el porta muestras.
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Figura 16. Diagrama esquemdtico de un difractometro de Rayos X. Tomado y modificado de piofile (114).

A medida que giran la fuente y el detector (barrido angular a través de gonidémetros), se registra
la intensidad de los Rayos X reflejados por la muestra. De esta manera, un detector registra y
procesa esta sefial de Rayos X y la convierte en una tasa de conteo, que posteriormente se
procesa y visualiza en la computadora. En el fenémeno de la difraccién se produce una
interferencia constructiva en el que la geometria de los Rayos X que inciden sobre la muestra

satisfacen la ley de Bragg, definida como (109):
nA = 2dsin®

donde n es un nimero entero, A es la longitud de onda de los Rayos X incidentes, d es el espacio
interplanar atomico que genera la difraccion y 0 es el dngulo de difraccion, registrado durante
el barrido (109). Esta ley se puede utilizar para determinar e interpretar el tipo y parametros

de la red cristalina de un determinado material (111).

1.5.3 Microscopia electronica de barrido/energia dispersiva de Rayos X (MEB/EDX)

Esta técnica constituye una herramienta avanzada que ha sido usada para observar las
superficies de especimenes desde el desarrollo del primer prototipo en 1935 y que ha logrado
un progreso notable desde el inicio de su comercializacién instrumental en 1965 (115). La
combinacion de alto aumento o magnificaciones durante la observacion, mayor profundidad de

enfoque, mayor resolucion y facilidad de observacion de la muestra, hace que la MEB sea uno
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de los instrumentos mas utilizados y de mayor versatilidad en la investigacion actual. La MEB
proporciona magnificaciones que pueden llegar a alcanzar hasta 300000X y una resolucion
espacial de menos de 2 nm (116). Los principales componentes del MEB se muestran en la

Figura 17.

‘— Lente electromagnético
‘_ Haz de electrones

Imagen
Detector de electrones

Muestra

Figura 17. Representacion esquemdtica de los principales componentes de un microscopio electrénico de barrido. Tomado

y modificado de Rolf Grieseler (117).

En esta técnica, un haz de electrones se produce en la fuente de emision a partir de la excitacién
de un filamento metalico (catodo) y que es atraido por la diferencia de potencial generada por
el anodo. El haz de electrones viaja por una columna de vacio a través de campos y lentes
electromagnéticas, las cuales enfocan el haz hacia la muestra. Posteriormente, un mecanismo
de bobinas deflectoras permite guiar o dirigir el haz para escanear la superficie de la muestra
siguiendo un patrén de trama o barrido. Cuando el haz incidente entra en contacto con la
superficie de la muestra se produce diferentes tipos de sefial, que pueden provenir de
electrones secundarios, electrones Auger, electrones retrodispersados, Rayos X caracteristicos
y catodoluminiscencia. Una vez que estas sefiales emitidas por la muestra son captadas por los
distintos detectores, son convertidas en imagenes digitales o mostradas como espectro de
emisidén proporcionando diversa informacién analitica (118). En particular, destacamos las

caracteristicas de la emision de:
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e Electrones secundarios: Son electrones de baja energia empleados principalmente para
revelar las caracteristicas topograficas de un espécimen. Estas imagenes tienen un
poder de resolucion de <10 nm (118).

e La espectroscopia de energia de Rayos X (EDX) es un método de andlisis de superficie
que proporciona un andlisis quimico semicuantitativo de la muestra. El principio de este
método yace en la radiaciéon de las muestras con electrones de alta energia y en la
observacion de los Rayos X emitidos como resultado de la desexcitacion de los huecos
electronicos del ntcleo (111). Un detector mide y cuenta los Rayos X emitidos los cuales
son diferentes de un elemento a otro considerando que cada elemento tiene una
estructura atémica tnica (115,119). En los espectros obtenidos puede existir alguna
superposicién de picos de diferentes elementos, pero otros picos o un conocimiento de
la naturaleza de la muestra permiten la deteccion complementaria de elementos, al

menos tedricamente (111).

1.5.4 Tincién tricrémica de Masson (TTM)

El nombre "tricrémico" designa a las técnicas de tincién en las que se utilizan dos o mas
colorantes anidnicos junto con un heteropoliacido: acido fosfomolibdico o fosfotiingstico. Estos
acidos son compuestos solubles en agua y alcohol que pueden incluirse en las soluciones
colorantes o aplicarse a las secciones secuencialmente. Considerando la técnica empleada, el
resultado es una coloracion selectiva del coldgeno por uno de los colorantes utilizados. El
cartilago y algunas secreciones mucosas adquieren el mismo color que el coldgeno, pero su
intensidad de tincién suele ser menor. Las técnicas tricrdmicas revelan fibras colagenas y
reticulares, membranas basales y granulos secretores, normalmente con un color mas intenso

y mayor claridad (120).

La TTM se trata del procedimiento de tincidn mas sencillo, ya que sélo se utiliza dos colorantes
anidnicos, tras teiiir los ndcleos con hematoxilina de hierro. Existen muchas variantes de este
método, que utilizan diferentes colorantes o una solucién de heteropoliadcido diferente. Los
resultados obtenidos son: nicleos negros; citoplasma en tonos rosa, rojo y marron; eritrocitos,
queratina y mielina de color escarlata; fibras de coldgeno de color verde azulado fuerte; y el

moco y cartilago de color verde mas claro (120).
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2 Justificacion, hipotesis y objetivos

2.1 Justificacion

En la actualidad existen diversos protocolos para la inducciéon de caries artificial en la
investigacidn carioldgica in vitro. Estos protocolos comprenden modelos estaticos que usan
soluciones/geles acidos (e.g., acido lactico o acético), modelos microbiologicos (empleando
bacterias relacionadas con el proceso de caries, como Streptococcus mutans y Lactobacillus
spp.) y otros modelos dinamicos, como el ciclaje de pH (CpH) (4). Todos estos procedimientos
intentan simular las transformaciones, tanto de tipo inorganico como organico, que ocurren
durante el proceso natural en el desarrollo de caries. En particular, el CpH consiste en alternar
periodos de desmineralizacién y remineralizacion, simulando el mecanismo de pérdida y

restauracion mineral que tiene lugar durante el proceso de caries en la cavidad oral (4).

La simulaciéon de caries resulta de gran importancia para la investigacion de diferentes
problemas clinicos odontolégicos (e.g., aplicacion de adhesivos, empleo de materiales
biocompatibles, etc.) ya que la composicion y estructura de la caries de la dentina pueden influir
en las propiedades mecanicas de los dientes (121,122) asi como en el comportamiento de los

sistemas adhesivos (123,124).

La caries residual es aquella que queda bajo las restauraciones después de la eliminacién
selectiva (incompleta) de la caries con el objeto de reducir el riesgo de exposicidn pulpar y otros
sintomas pulpares postoperatorios (125). Estudios previos han propuesto evaluar la inducciéon
de dentina artificial afectada por caries mediante el uso de CpH (126,127). Sin embargo, hasta
la fecha, iinicamente una investigaciéon de Schwendicke et al., (128) ha evaluado la idoneidad
de la induccién de caries residual mediante este protocolo comparando diferentes modelos
estaticos y microbioldgicos mediante analisis microrradiograficos y nanodureza. En este
contexto, resulta necesario evaluar con precision las alteraciones fisicoquimicas que ocurren
en la dentina durante el proceso de desmineralizacién mediante el procedimiento de CpH

considerando diferentes tiempos de ciclaje.

Por otro lado, se han desarrollado varios productos para promover la remineralizacién de la
dentina y el manejo de la caries. Entre ellos, el uso del flaor (F-) [e.g,, NaF y monofluorofosfato
de sodio (MFFS)] sigue siendo la terapia estandar para la remineralizacion de las lesiones
cariosas. No obstante, se necesitan concentraciones elevadas de F- en los fluoruros tépicos (e.g.,

soluciones, pastas dentales, geles, etc.) para proporcionar un efecto protector y anticaries local
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sobre las estructuras dentales mineralizadas (40). Aunque el uso del F- ha demostrado ser
altamente efectivo en la prevencién de la caries (82,129) y en la disminucidn global de los
indices de caries (39,51,82), recientemente se ha considerado que este elemento puede llegar
a presentar toxicidad, generando preocupacion entre el publico en general con respecto al uso
de productos con altas concentraciones de este compuesto (130,131). Por otra parte, la
ingestion inadvertida de fluoruros tépicos en nifios aumenta el riesgo de fluorosis. Aunque las
formas leves de fluorosis dental no representan un problema de salud publica, los casos mas
severos constituyen un problema estético, especialmente cuando los dientes anteriores
superiores estan involucrados (132,133). Por lo tanto, es importante lograr un equilibrio
adecuado entre los efectos beneficiosos y perjudiciales de las terapias con fluoruro tépico
(132,133). Ademas, el mecanismo de accién del F- se basa en el concepto clasico de
cristalizacion basada en iones, el cual puede no ser aplicable para remineralizar completamente
la dentina desmineralizada, haciendo que la mineralizacién o regeneracion mineral dentro de

la lesion sea dificil de lograr.

Esta circunstancia ha llevado al desarrollo de nuevas tecnologias de remineralizacion disefiadas
con concentraciones bajas o libres de F-y con la capacidad de complementar su accién mediante
otras vias. Esto a su vez ha hecho que el concepto de remineralizaciéon biomimética se plantee
como un enfoque diferente y novedoso, desarrolldndose materiales mas activos y acoplados al
colageno de la dentina desmineralizada mediante nanoprecursores de fosfato de calcio amorfo
(FCA) estabilizados por analogos biomiméticos de proteinas no colagenas (PNC) (34,36).
Dentro de estas alternativas remineralizadoras se encuentra el compuesto fosfopéptido de
caseina-fosfato de calcio amorfo (FPC-FCA), el cual ha demostrado ser eficaz en la prevencion
de la desmineralizacion y en la mejora de la remineralizacion de las lesiones del esmalte y la

dentina (75,134,135).

Recientemente, también ha llamado la atencién otra alternativa remineralizadora para el
abordaje clinico de lesiones iniciales de caries: el uso de péptidos de autoensamblaje (PAEs).
Los PAEs son una terapia prometedora para la regeneracion del esmalte, respaldada por
estudios ex vivo (81,84) y clinicos (13,74). Hasta la fecha, los PAEs también han demostrado
mejorar las propiedades mecanicas en dentina desmineralizada artificialmente, lo que conduce
a un aumento de la fuerza de adhesion de ciertos adhesivos (75,136,137). Entre estos
compuestos, el P11-4 puede formar una matriz 3D en la subsuperficie de la lesién inicial de
caries, mimetizar las proteinas de la matriz del esmalte y captar iones de Ca?* para formar

hidroxiapatito (HAp) de novo (76,81,82). Asimismo, el péptido P11-4 también ha mostrado
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incrementar la resistencia de las fibras colagenas, compensando la actividad de degradacién de
la colagenasa en procesos de caries (138). Sin embargo, los efectos del péptido autoensamblaje
P11-4 sobre las propiedades fisico-quimicas del componente mineral de la dentina han sido poco
estudiados, resultando necesario dilucidar su comportamiento sobre este sustrato para su

posterior utilizacién en diversos procedimientos clinicos.

2.2 Hipotesis
La primera hipotesis que plantea esta tesis doctoral es que el ciclaje de pH (CpH) es id6neo para

la simulacién de caries residual.

La segunda hipoétesis es que los agentes remineralizadores (fluoruro de sodio, fosfopéptido de
caseina-fosfato de calcio amorfo y el péptido de autoensamblaje P11-4) influyen en las
caracteristicas composicionales de la dentina previamente desmineralizada artificialmente con

CpH.

2.3 Objetivos

2.3.1 Fase de desmineralizacion

2.3.1.1 Objetivo general
Evaluar la viabilidad del ciclaje de pH (CpH) en diferentes tiempos experimentales para la

simulacioén in vitro de caries residual.

2.3.1.2  Obijetivos especificos

e Analizar las caracteristicas composicionales de la dentina desmineralizada mediante
CpH a 14 y 28 dias con respecto a la dentina sana y a la caries residual natural.

e Estudiar las caracteristicas microestructurales de la dentina sana, de la caries residual
natural y de la dentina desmineralizada con CpH a 14 y 28 dias.

e Determinar las caracteristicas morfoldgicas de la dentina desmineralizada con CpH a 14
y 28 dias con respecto a la dentina sana y a la caries residual natural.

e Evaluar las caracteristicas histologicas de la dentina desmineralizada con CpHa 14y 28

dias, de la dentina sana y de la caries residual natural.
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2.3.2

Comparar la composiciéon quimica, las caracteristicas microestructurales, morfolégicas
e histolégicas de la dentina sana, de la caries residual natural y de la dentina

desmineralizada con CpH a 14 y 28 dias.

Fase de remineralizacion

2.3.2.1 Objetivo general

Determinar el efecto de diversos agentes remineralizadores basados en diferentes tipos de

péptidos sobre caries residual artificial obtenida mediante CpH.

2.3.2.2 Objetivos especificos

Analizar la composiciéon quimica de la caries residual artificial (dentina previamente
desmineralizada con CpH) y remineralizada con un producto fluorado estdndar
(fluoruro de sodio).

Examinar la composiciéon quimica de la caries residual artificial (dentina previamente
desmineralizada con CpH) y remineralizada con fosfopéptido de caseina-fosfato de
calcio amorfo.

Evaluar la composiciéon quimica de la caries residual artificial (dentina previamente
desmineralizada con CpH) y remineralizada con el péptido de autoensamblaje P11-4 +
monofluorofosfato de sodio.

Analizar la composiciéon quimica de la caries residual artificial (dentina previamente
desmineralizada con CpH) y remineralizada con el péptido de autoensamblaje P11-4.
Comparar las caracteristicas composicionales de la dentina previamente
desmineralizada con CpH (caries residual artificial) y remineralizada con fluoruro de
sodio y productos remineralizadores basados en péptidos (fosfopéptido de caseina-
fosfato de calcio amorfo, péptido de autoensamblaje P11-4 y, péptido de autoensamblaje

P11-4 + monofluorofosfato de sodio).
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3 Materiales y métodos

3.1 Preparacion de las muestras

El uso y estudio de las muestras empleadas en esta tesis fue aprobado por el Comité de Etica en

Investigacion de la Universidad de Granada (Espafia) con nimero 942 /CEIH/2019 (ver Anexo

D).

De un conjunto de dientes almacenados en solucion de timol (0.05%), se seleccionaron al azar
149 terceros molares sanos (sin caries y sin defectos estructurales) y 23 molares permanentes
cariados. Los dientes con caries oclusal se incluyeron siguiendo el criterio ICDAS # 5 (cavidad
distintiva con dentina visible) (139,140). Dado que las lesiones de caries alcanzaban la dentina

profunda, la profundidad de las lesiones se fijé por encima de la cAmara pulpar.

La corona de los dientes sanos se secciond mesodistalmente utilizando una maquina de corte
de baja velocidad (IsoMet, Buehler, IL, EE.UU.) con un disco de diamante (Benetec Limited,
Beaconsfield, Reino Unido) bajo refrigeraciéon constante por agua para obtener rodajas de
dentina coronal de 1 mm de grosor. El esmalte de las rodajas obtenidas se removié de la dentina
y se pulieron secuencialmente con papeles de carburo de silicio (carborundo) de grano 600,
1200, 2500 y 4000. Los molares cariados se excavaron parcialmente hasta alcanzar la dentina
cariada ligeramente hiimeda y correosa que quedaba en la proximidad de la pulpa (i.e, caries
residual). Durante la preparacion se retiraron las raices de los dientes cariados.
Posteriormente, se obtuvieron rodajas de caries residual y se pulieron segin el procedimiento
descrito anteriormente desde la superficie oclusal hasta 1 mm de grosor, medido con un

micrometro digital (Mitutoyo, Kawasaki, Japon).

3.2 Fase de desmineralizacion

3.2.1 Disefio experimental

Las rodajas de dientes sanos (n = 69) se asignaron aleatoriamente a tres grupos (n = 23) segun
el factor-sustrato: 1) control negativo/dentina sana: inmersidn en agua destilada a temperatura
ambiente durante el tiempo de experimentacidn, 2) induccioén artificial de caries con un modelo
de ciclaje de pH (CpH) durante 14 dias (CpH 14), y 3) induccidn artificial de caries con un
modelo de CpH durante 28 dias (CpH 28). Los dientes cariados naturales se consideraron como
control positivo. La Figura 18 muestra el disefio experimental de esta fase que se detallara en

los siguientes apartados.
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Figura 18. Representacion esquemadtica del disefio experimental de la fase de desmineralizacion. CpH 14, ciclaje de pH a
14 dias; CpH 28, ciclaje de pH a 28 dias; ATR-FTIR, espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier-Reflectancia total
atenuada; XRD, difraccién de Rayos X; MEB/EDX, microscopia electrénica de barrido/energia dispersiva de Rayos X.

41



3.2.2 Induccién de caries artificial (ciclaje de pH)

Las rodajas de dentina se perforaron cerca del borde con una fresa redonda de diamante
(Komet #802-314-010, Komet-Brasseler, Lemgo, Alemania) en una pieza de mano de alta
velocidad (Kavo Supertorque Lux 660B, Kaltenbach & Voigt GmbH, Biberach, Alemania) bajo
refrigeracion constante por agua (Figura 19) para permitir la inmersion a través de un hilo de
nylon en los tubos de ensayo (Figura 20). Para la induccién artificial de la caries (CpH), se
realiz0 una inmersiéon ciclica de las muestras utilizando 20 mL de una solucion
desmineralizadora durante 8 h y 20 mL de una solucién remineralizadora durante 16 h, tal
como proponen Marquezan et al. (127). La Tabla 2 muestra la composicién quimica y las
concentraciones de las soluciones (desmineralizadora y remineralizadora) empleadas para el
CpH. Todos los reactivos usados parala preparacién de las soluciones fueron suministrados por
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EE.UU.) (>99.0% de pureza). Las soluciones se renovaron
diariamente y las rodajas se enjuagaron con agua desionizada después de cada inmersion. Este
procedimiento de CpH se llev6 a cabo en dos tiempos experimentales durante 14 y 28 dias a

temperatura ambiente y sin agitacion de las soluciones.

Figura 19. Perforacion del borde de una rodaja de dentina. Figura 20. Rodajas de dentina colgando dentro de un

tubo de ensayo.

Tabla 2. Composicion de las soluciones empleadas para el ciclaje de pH.

Solucion pH Composicion
Desmineralizadora 4.8 2.2mM CaCly, 2.2 mM, NaH2PO4 y 50 mM de acido acético
Remineralizadora 7.0 1.5 mM CaClz, 0.9 mM NaH2PO4y 0.15 M KCI
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3.2.3 Andlisis con espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier-Reflectancia
total atenuada (Fourier transform infrared - Attenuated total reflectance, ATR-
FTIR)
Las muestras seleccionadas aleatoriamente (n = 10 por grupo) se analizaron utilizando un
espectrometro FTIR JASCO 6600 (Jasco Inc., Easton, MD, EE.UU.) equipado con un accesorio
ATR con punta de diamante (ATR Pro ONE, JASCO Inc., Easton, MD, EE.UU.) (Figura 21). Este
equipo se encuentra en los laboratorios del Departamento de Mineralogia y Petrologia de la
Universidad de Granada. Los espectros ATR-FTIR se registraron en modo de absorbancia con
una resoluciéon de 1 cm! en 124 acumulaciones de barrido utilizando un rango espectral de
400-4000 cm!. Los picos superpuestos se resolvieron mediante el método de segunda derivada
dentro de cada banda seccionada utilizando el software de ajuste de curvas PeakFit v4.12
(Systat Software, San Jose, CA, EE.UU.). El grado de suavizado se aplic6é en un rango del 10-25%
y el ajuste del area del pico se realiz6 mediante la funcién mixta Gaussiana-Lorentziana. El
ajuste de la curva se acept6 cuando el rzalcanz6 valores superiores a 0.95. Este procedimiento
se utilizé para calcular las areas de pico relativas dentro de las bandas de carbonato (855-890
cml; v, CO32) y fosfato (890-1150 cm't; vy, v3 PO43-). Ademas, se calcularon los siguientes

parametros a partir de las razones de areas:

e MinCO3 (razon de areas entre las bandas: v, CO3%/vi, v3 PO43): cantidad relativa de
carbonato respecto al fosfato en el mineral (141,142).

e Grado de mineralizaciéon (razén de areas entre las bandas: vi, v3 PO43-/Amida I):
cantidad relativa de mineral de fosfato respecto a la matriz organica (banda 1640 cm-1)
(142).

e Indice de cristalinidad (IC): calculado como la razén entre las areas de sub-bandas a
1030 cm-! (fosfatos de apatito de ambientes altamente cristalinos) a 1020 cm-! (fosfatos
de apatito de ambientes pobremente cristalinos) dentro de la region vi, vz P43

(142,143).
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Figura 21. Espectrometro FTIR Jasco 6600 con accesorio ATR empleado para el andlisis de las muestras.

3.2.4 Analisis con espectroscopia Raman

Las muestras seleccionadas aleatoriamente (n = 10 por grupo) se analizaron con un
espectrometro Raman JASCO NRS-5100 (Jasco Inc., Easton, MD, EE.UU.) equipado con un
microscopio 6ptico Olympus (Figura 22). Este equipo se encuentra disponible en el Centro de
Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada. Los espectros se adquirieron
utilizando un laser de diodo rojo de 785 nm en un rango espectral de 300-1800 cm-! con una
resolucion de 1 cm ! y un tiempo de exposicidon de 10 s con 5 acumulaciones. Las mediciones de
los espectros Raman se realizaron siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente

para los analisis ATR-FTIR. Se calcularon los siguientes parametros:

e (Carbonato a fosfato (razon de amplitud: 1070 cm-1/959 cm-1): grado de sustitucion de
carbonato tipo B en la estructura reticular del apatito (144).

o Fosfato a CH; (razéon de amplitud: 959 cm-1/1450 cm-), como la razén mineral con
respecto a la matriz organica: banda de estiramiento simétrico del fosfato, al modo de

cabeceo del CH; de las cadenas laterales de las moléculas de colageno (144,145).
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e Indice de cristalinidad: calculado como la anchura a media altura (en inglés, FWHM) a

959 cm-1, banda principal de absorcion de la vi PO43-(146).

B - aee NRS 5100

| taserhamae Soeciromster

Figura 22. Espectrometro Raman Jasco NRS-5100.

3.2.5 Analisis de difraccion de Rayos X bidimensionales (bidimensional X-Ray
diffraction, 2D-XRD)
Para estos analisis se obtuvieron patrones de 2D-XRD (n = 3 por grupo, seleccionadas de forma
aleatoria) utilizando un difractémetro de Rayos X (Bruker D8 DISCOVER, Billerica, MA, EE.UU.)
equipado con un detector 2D (DECTRIS PILATUS 3R 100K-A, Baden-Datwill, Suiza) con
radiacion Cu Ka a 50 kV y 30 mA (Figura 23). Este equipo se encuentra disponible en el Centro
de Instrumentacidn Cientifica de la Universidad de Granada. Para la obtencidén de las medidas,
el rango angular de barrido 26 considerado fue de 20° a 60°, considerando 19 pasosy 40 s/paso,
con un tamaiio de haz colimado de 0.5 mm de didmetro. Los puntos analizados en las superficies
de la dentina (tres puntos por muestra) se seleccionaron empleando un microscopio dptico
equipado con una referencia laser para el correcto enfoque del haz de Rayos X, asi como la
determinacién de la posicion en foco de la superficie. Las intensidades de difraccion
concentradas en arcos (correspondientes al espaciado d especifico de la red cristalina) se
integraron en un barrido unidimensional 2Theta. El tamafio de cristalito de los cristales de HAp

se determin6 midiendo la anchura a media altura (en inglés, FWHM) de los picos de difraccion
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(002) que aparecen aproximadamente a 25.9° en el patrén 2Theta. El tamafio del cristalito (d)
se relaciona con la medida promediada del volumen de los dominios cristalinos (XRD-indice de
cristalinidad). Para ello, se emple6 el método de Debye-Scherrer para estimar las medidas del

tamafio del cristalito (147):
d=K\/fcos B

donde d corresponde al tamafio del cristalito (expresado en nm), A es la longitud de onda de la
fuente de Rayos X (A = 1.5418 A), K es la constante de Scherrer, asumida como un factor K =
0.89, y S es el ensanchamiento de la linea (FWHM) para la reflexion de difraccion (002). Estas

medidas se realizaron con el uso del programa X'Pert HighScore Plus (PANalytical, Lelyweg,

Almelo, Paises Bajos).

Figura 23. Difractémetro de Rayos X Bruker D8 DISCOVER con detector 2D (DECTRIS PILATUS 3R 100K-A).

3.2.6 Analisis con microscopia electrénica de barrido/energia dispersiva de Rayos X
(MEB/EDX)

Tres especimenes adicionales por grupo se fijaron en glutaraldehido al 2.5% a pH 7.4 durante

12 h a4°C de temperatura. Después de la fijacion, las muestras se sumergieron inmediatamente

en una solucidén bufer de fosfato (en inglés, PBS) a pH 7.4 durante 1 h (aplicando ciclos de 20

min) y se enjuagaron en agua destilada durante 1 min. Posteriormente, las muestras se

deshidrataron en grados ascendentes de etanol (50%, 70%, 90% y 96%) durante 20 min en
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cada paso. Por dltimo, las muestras se sumergieron en etanol al 100% durante dos ciclos de una
hora. Las muestras preparadas se montaron en soportes de aluminio y se recubrieron de
carbono con un equipo de pulverizacién idnica. Las imagenes de microscopia electrénica se
obtuvieron con un microscopio electrénico de barrido (JEOL JSM-5600, Peabody, MA, EE.UU.)
operado a un voltaje de 20 kV y a una corriente de 10 mA. Para los analisis quimicos
semicuantitativos, se empled espectroscopia de EDX para determinar las concentraciones
relativas de fésforo (P) y calcio (Ca) en las superficies de la dentina. Este equipo se encuentra

en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada.

3.2.7 Tincion tricrémica de Masson (TTM)

Tres especimenes adicionales por grupo se seccionaron longitudinalmente en rodajas para
realizar andlisis histolégicos (tincién tricromica de Masson). Las rodajas se fijaron en un
soporte de vidrio con un adhesivo fotopolimerizable (Technovit 7210 VLC; Heraeus Kulzer
GmbH Co., Werheim, Alemania) y se pulieron secuencialmente con papeles de carburo de silicio
de grano 1200 a 4000 hasta un grosor de aproximadamente 10 um. Las rodajas se tifieron con
el protocolo tricromico de Masson y se examinaron en un microscopio 6ptico (BH-2; Olympus,
Tokio, Japon) a 50X de magnificacidn. En cada seccién se midié la anchura de la banda de color
rojo, correspondiente a la dentina desmineralizada con colageno expuesto. Para ello, un tinico
examinador ciego realizé tres mediciones diferentes de la anchura utilizando el software
Image] 1.50 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.). No fue posible realizar el
andlisis de TTM para el control positivo (caries natural) debido a la pérdida del tejido cariado
durante el pulido de las secciones. Estos ensayos se realizaron en los laboratorios de la Facultad

de Odontologia de la Universidad de Granada.

3.3 Fase de remineralizacion

3.3.1 Disefio experimental

Las rodajas de dentina sana (n = 80) se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos (n = 20)
segun el factor-sustrato: 1) CpH 28 + solucién de NaF al 0.2%, 2) CpH 28 + fosfopéptido de
caseina-fosfato de calcio amorfo (GC Tooth Mousse®), 3) CpH 28 + péptido de autoensamblaje
P11-4 con monofluorofosfato de sodio-900 ppm de F-(Curodont™ D'Senz) y 4) CpH 28 + péptido
de autoensamblaje Pi1-4 (Curodont™ Repair). Para este ensayo se tuvieron en cuenta las
mismas muestras de la fase de desmineralizacion para los grupos de dentina sana y CpH 28.

Todas las muestras de dentina tratadas con productos remineralizadores se sumergieron
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posteriormente en soluciéon remineralizadora durante 24 h. En la Tabla 3 se describen los

fabricantes, la composicion de los materiales y las instrucciones de aplicacion. La Figura 24

muestra el disefio experimental que se detallara en los siguientes apartados.

Tabla 3. Composicion, fabricante y procedimientos de aplicacion de los materiales y soluciones utilizados.

Materiales

Composicion

Modo de aplicacién

Soluciéon de NaF al 0.2%

GC Tooth Mousse® - GC
Corporation, Tokio, Japon

Curodont™ D’Senz,
Credentis AG, Dorfstrasse,
Windisch, Switzerland

Curodont™ Repair,
Credentis AG, Dorfstrasse,
Windisch, Switzerland

Solucién remineralizadora

1 g de NaF en 500 mL de agua
desionizada

Agua pura, glicerol, FPC-FCA, D-
sorbitol, CMC-Na, propilenglicol,
diéxido de silicio, diéxido de titanio,
xilitol, &cido fosférico, saborizante,
o6xido de zinc, sacarina sdédica, p-
hidroxibenzoato de etilo, 6xido de
magnesio, goma guar, p-
hidroxibenzoato de propilo, p-
hidroxibenzoato de butilo.

Hidrolizado de almidén hidrogenado,
agua, silice hidratada, PEG-8, goma de
celulosa, monofluorofosfato sdédico,
aroma, sacarina sodica, acido citrico,
hidroxido soOdico, fosfato dicalcico,
oligopéptido-104, glicerofosfato
calcico, limoneno, cinamal.

Péptido Pi11-4 - secuencia de
aminodacidos - (Ace-GIn-GIn-Arg-Phe-
Glu-Trp-Glu- Phe-Glu-Gln-GIn-NH2)

1.5 mM CaClz, 0.9 mM NaHzPOs y 0.15
M KCl ajustado (pH 7.0)

Aplicar 1.0 mL por 1 min

Aplicar con un microcepillo por
3 min

Aplicar con un microcepillo por
2 min

Usar con aplicador por 5 min

Sumergir las muestras en 20 mL
por 24 h
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De la fase de desmineralizacién @ Dentina sana (n = 20)

Dentina desmineralizada - CpH 28 (n = 20)

Terceros molares CpH 28 + NaF (n = 20) Composicién quimica
Aleatorizado —:b — ATR-FTIR (n = 10)

n=80 Espectroscopia Raman (n = 10)

> CpH 28 + GC Tooth Mousse® (n = 20)

;

CpH 28 + Curodont™ D'Senz (n = 20)

Snlucién*
— remineralizante
por24h

:

CpH 28 + Curondont™ Repair (n = 20)

Figura 24. Representacion esquemdtica del disefio experimental de la fase de remineralizacion. CpH 28, ciclaje de pH a 28
dias; ATR-FTIR, espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier-Reflectancia total atenuada.

3.3.2 Tratamiento de la dentina

La induccidn de caries artificial se realizé de igual forma al CpH descrito en el apartado 3.2.2.
Las rodajas de dentina se asignaron aleatoriamente a los tratamientos: dentina sana (inmersion
en agua destilada a temperatura ambiente durante el tiempo del ensayo); CpH 28; CpH 28 +
tratamiento con 1.0 mL de solucién de NaF al 0.2% (1 min); CpH 28 + GC Tooth Mousse® (3
min); CpH 28 + tratamiento con Curodont™ D'Senz (2 min); y CpH 28 + Repair (5 min). Los
excesos de material después de su aplicacion se eliminaron con papel absorbente.
Posteriormente, las rodajas de dentina con tratamientos remineralizadores se sumergieron por

24 h en solucién remineralizadora.

3.3.3 Analisis con espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier-Reflectancia
total atenuada (ATR-FTIR)

Se analizaron 10 muestras por grupo seleccionadas de forma aleatoria mediante ATR-FTIR de

la manera descrita en el apartado 3.2.3. Particularmente, para los grupos de productos

remineralizadores, se calcularon las areas de picos relativas dentro de la banda del fosfato

considerando el rango 985-1145 cm-1; vy, vz PO43-.

3.3.4 Anadlisis con espectroscopia Raman
Para estos analisis se seleccionaron aleatoriamente 10 muestras por grupo y se llevaron a cabo

los analisis con espectroscopia Raman de la manera descrita en el apartado 3.2.4
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3.4 Andlisis estadistico

Para todas las variables estudiadas se calcularon los promedios y las desviaciones estandar. La
distribucion normal de los datos se comprobd mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Para la
comparacion entre grupos se aplicaron pruebas paramétricas (ANOVA unidireccional con
Tukey y Games-Howell post hoc) y no paramétricas (Kruskal-Wallis y Mann-Whitney), de
acuerdo a la normalidad de la distribucién. El nivel de significacién se estableci6 en p < 0.05.

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa SPSS 25.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.).
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4 Resultados

4.1 Fase desmineralizacion:

4.1.1 Analisis con espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier -
Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)
La Figura 25 muestra los perfiles y las asignaciones de los picos dentro de la banda de absorcion
del carbonato (v, CO3%; 855-890 cm) en los grupos de dentina sana (DS), caries natural y
ciclaje de pH (CpH). En estas secciones del espectro de ATR-FTIR se observa un estiramiento y
una ligera disminucion de la amplitud relativa del perfil del pico a 866 cm! (carbonato
inestable-1abil); asi como un estiramiento y un ligero aumento de la amplitud relativa del perfil
del pico a 878 cm-! (sustitucion de carbonato tipo A-OH-) en los grupos de caries natural y CpH
en comparacion con el grupo de DS. La Tabla 4 presenta los valores de area relativos y las
diferencias estadisticas para los picos medidos en la banda de carbonato v, COs2-. Para el
P1_C03_a866 cm'! (carbonato inestable-1abil) y el P2_C03_a871 cm! (sustitucion de carbonato
tipo B-P043-), se observa una disminucidn de los valores para los grupos de caries natural y CpH
en comparacion con el grupo de DS, aunque para este ultimo, no alcanza valores
estadisticamente significativos. Por otro lado, el P3_C03_a878 cm! (sustituciéon de carbonato
tipo A-OH-) muestra diferencias significativas, presentando valores mas elevados en los grupos

de caries, CpH 14 y CpH 28 en comparacién con el grupo de DS.

51



\ T T T T T r T r ) r T T T T T T T T 1
850 855 860 865 870 875 880 885 890 895 850 855 860 865 870 875 880 885 890 895
Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)

850 85 860 865 870 675 830 865 890 695 850 855 860 865 870 675 880 835 890 895
Numero de onda (cm™) Numero de onda (cm™)
Figura 25. Fase de desmineralizacion. Perfil de picos obtenidos por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
— Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) en la banda de absorcion de carbonato (v, COs%): a) dentina sana, b) dentina

cariada, c) ciclaje de pH (CpH) durante 14 dias, y d) CpH durante 28 dias. La asignacion de los tres picos corresponde a
carbonato inestable-labil (~866 cm™), carbonato tipo B (~871 cm™), y carbonato tipo A (~878 cm™)(141,148).
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Tabla 4. Fase de desmineralizacion. Media y desviacion estandar (DE) de las dreas relativas de los picos de espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier — Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) en las bandas de absorcion de carbonato
(v2 COs?%) y fosfato (v1, v3 POS%). Diferentes letras mayusculas en superindice muestran diferencias estadisticas entre grupos

(p <0.05).

Numero de
onda (cm1)

Dentina sana
(n=10)

Caries (n=10)

CpH 14 (n=10)

CpH 28 (n=10)

P1_C0Os3_a866
P2_C03_a871
P3_C03_a878
P1_P04_a940
P2_P04_a960
P3_P04_a996
P4_P04_a1005
P5_P04_a1020
P6_P04_a1030
P7_P04_a1044
P8_P04_al056
P9_P04_a1060
P10_P04_a1078
P11_P04_a1096
P12_P04+.a1109

0.386 + (0.073)A
0.474 + (0.068)A
0.140 + (0.029)A
0.080 + (0.019)A
0.129 + (0.014)A
0.205 + (0.021)A
0.192 + (0.037)A
0.131 + (0.016)A
0.085 + (0.008)A
0.047 + (0.011)A
0.031 + (0.009)A
0.028 + (0.009)A
0.032 + (0.007)A
0.026 + (0.004)A
0.017 + (0.005)A

0.248 + (0.072)F
0.458 + (0.115)A
0.294 + (0.083)8
0.006 + (0.007)B
0.031 + (0.019)®
0.056 + (0.036)8
0.146 + (0.037)AB
0.223 + (0.027)8
0.186 + (0.030)B
0.099 + (0.020)8
0.060 + (0.013)®
0.052 + (0.012)B
0.052 + (0.010)®
0.053 + (0.010)B
0.037 + (0.009)B

0.227 + (0.047)F
0.457 + (0.039)A
0.316 * (0.052)8
0.012 + (0.004)®
0.037 + (0.008)®
0.062 + (0.014)®
0.144 + (0.013)®
0.227 + (0.028)8
0.176 + (0.012)B
0.094 + (0.007)B
0.059 + (0.007)®
0.054 + (0.008)®
0.058 + (0.010)®
0.047 + (0.004)B
0.031 + (0.009)B

0.197 + (0.075)8
0.449 + (0.051)A
0.353 + (0.068)8
0.009 + (0.005)8
0.030 + (0.009)8
0.050 + (0.018)8
0.134 + (0.015)8
0.231 + (0.020)®
0.183 + (0.012)8
0.100 + (0.008)8
0.060 + (0.008)8
0.056 + (0.007)B
0.061 + (0.008)8
0.050 + (0.006)8
0.036 + (0.006)8

La Figura 26 muestra los perfiles y las asignaciones de los picos dentro de la banda de absorcion
del fosfato (v1, vz PO43; 890-1150 cm1) en los grupos de DS, caries y CpH. En estas secciones del
espectro se observan varios cambios en los grupos de caries natural y CpH con respecto al grupo
de DS: disminucidn relativa de la amplitud de los picos en la region de 940 cm1 a 1005 cm1y
un aumento de la amplitud de los picos de 1020 cmt a 1109 cm-L. En la Tabla 4 se muestran los
resultados estadisticos y las diferencias de las areas relativas de los picos medidos dentro de la
banda del fosfato. Particularmente, los picos P1 a P4 (P04_a940 cm! a P0O4_al1005 cm1)
muestran una disminucién significativa de los valores del area relativa para los grupos caries,
CpH 14 y CpH 28 con respecto al grupo de DS. Por el contrario, existe un aumento de los valores
de P5 a P12 (PO4_a1020 cm! a PO4_a1109 cm) en la misma correspondencia entre grupos.
Estas diferencias entre la caries natural y los grupos de CpH (14 y 28 dias) en comparacién con
el grupo de DS son estadisticamente significativas, excepto para el P4_P0,_a1005 cm-L. Por otro
lado, no existen diferencias significativas al comparar las variables descritas anteriormente
entre el grupo de caries natural con los grupos CpH, asi como al comparar entre si los grupos

CpH (14 y 28 dias).
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Figura 26. Fase de desmineralizacion. Perfil de picos obtenidos por ATR-FTIR en la banda de absorcidn del fosfato (vi, vs
PO/%): a) dentina sana, b) dentina cariada, c) CoH durante 14 dias, y d) CoH durante 28 dias. Asignacion de picos: ~940
cm™ (modo de estiramiento de simetria v; P-0), ~960 cm™ (v; PO43), ~996 cm™ (PO43- en ambiente de apatito), ~1005 cm*
1 (v3 PO4s3), ~1020 cm (v3 PO en apatitos pobremente cristalinos), ~1030 cm™ (v3 PO43 en apatitos estequiométricos),
~1044 cm™ (apatitos con HPO4 y sustitucion carbonatada de tipo B ), ~1056 cm™ (modos vibracionales T, de los apatitos),
~1060 cm™ (v3PO43 en apatitos pobremente cristalinos), ~1075 cm™ (v3 PO43 en apatitos pobremente cristalinos), ~1100
cm (v3 PO en apatitos pobremente cristalinos), y ~1109 cm™ (apatitos pobremente cristalinos) (141,149-153).

En cuanto a las variables de ATR-FTIR representadas en la Figura 27, los valores de carbonato

a fosfato en mineral (Figura 27a: MinCOs3) y el grado de mineralizacion (Figura 27b) muestran

una disminucién en los grupos de caries y CpH con respecto al grupo de DS. Por el contrario, el

indice de cristalinidad (Figura 27c: IC) muestra valores mas elevados en comparacién con la

relacién anterior (es decir, grupo de DS vs. los grupos de caries y CpH). Por otra parte, los

analisis estadisticos revelan diferencias significativas para todos los parametros entre el grupo

de DS frente a los grupos de caries natural y ambos grupos de CpH. Ademas, no existen

diferencias para estas variables entre el grupo de caries natural y los grupos de CpH, asi como

entre los grupos de CpH (14 frente a 28 dias).
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Figura 27. Fase de desmineralizacion. Resultados de las variables de ATR-FTIR. a) MinCOs (razén carbonato a fosfato), b)
Grado de mineralizacion (razén mineral a orgdnico), y c) indice de cristalinidad (IC). Letras maytisculas diferentes muestran
diferencias estadisticas entre grupos (p < 0.05).

4.1.2 Analisis con espectroscopia Raman

La Figura 28 muestra los resultados para las variables obtenidas a partir del analisis de los
espectros Raman. Los valores de la razon carbonato a fosfato (Figura 28a) revelan una
disminucién en el grupo de caries, con diferencias estadisticamente significativas respecto al
grupo de control negativo (DS). La razén fosfato a CH; (Figura 28b) indica una disminucion en
ambos grupos de CpH (14 y 28 dias) en comparacion con los grupos de DS y caries. El indice de
cristalinidad (Figura 28c) obtenido por espectroscopia Raman (FWHM de la banda de fosfato

~959 cm-1) muestra valores mas elevados en el grupo de DS en comparaciéon con los grupos de

caries y CpH.
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Figura 28. Fase de desmineralizacion. Resultados de las variables de espectroscopia Raman. a) Razén carbonato a fosfato,
b) Razdn carbonato a CH;, y c) Indice de cristalinidad. Letras mayusculas diferentes muestran diferencias estadisticas entre
grupos (p < 0.05).
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4.1.3 Analisis con difracciéon de Rayos X bidimensionales (2D-XRD)

Las propiedades cristalinas del componente mineral de la dentina se estudiaron mediante el
analisis de los patrones de 2D-XRD. La Figura 29 muestra los patrones de 2D-XRD y el 2Theta
integrado (i.e, el barrido unidimensional) para los grupos de DS, caries y CpH a 14 y 28 dias.
Los perfiles de los picos de XRD relacionados con la difraccién del cristal de HAp observados en
el grupo de DS, fueron mas definidos (menor ensanchamiento) que los correspondientes a las
muestras de los grupos de CpH y caries. Las mediciones del tamaifio de los cristalitos (i.e,
estimacidn del tamafio promedio de los dominios cristalinos) para la dentina mineral se
muestran en la Figura 30. Los resultados indican que el tamafio del cristalito para los cristales
de HAp (considerando la direccion del eje c - reflexién 002) es mayor en el grupo de DS con
respecto al grupo de dentina cariada y los grupos de CpH, con valores cristalinos mas pequefios

en las muestras de dentina cariada.

Reflexién 002

Dentina sana

Mriada

Ciclaje de pll (14 dias)

P #L%

Intensidad (u.a)

Ciclaje de pH (28 dias)

T T =TT T T =T e e T T
0 30 a0 50 60 70

Angulo 2 Theta (grados)
Figura 29. Fase de desmineralizacion. Patrones difraccion de Rayos X bidimensionales (2D-XRD) y barrido 2Theta integrado.

A) dentina sana, b) dentina cariada, c) CpH 14, y d) CpH 28 dias. El pico de difraccion (002) considerado para las mediciones
del tamafio de los cristalitos se indica en los patrones unidimensionales.
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Figura 30. Fase de desmineralizacion. Resultados de las mediciones del tamafio del cristalito mediante la integracion de
patrones 2D-XRD. Letras mayusculas diferentes muestran diferencias estadisticas entre grupos (p < 0.05). Los valores se
expresan en nanometros (nm).

4.1.4 Andlisis con microscopia electrénica de barrido/energia dispersiva de Rayos X
(MEB/EDX)
En la Figura 31 se muestran imagenes de MEB representativas de las superficies dentinarias de
todos los grupos experimentales. Los andlisis morfologicos indican una superficie lisa y regular
en los grupos de DS, CpH 14 y CpH 28. La dentina desmineralizada mediante procedimientos
de CpH (14 y 28 dias) presenta oclusion y apertura extensa de algunos tubulos dentinarios. Por
otro lado, las imagenes MEB del grupo de caries natural muestran una superficie irregular y
rugosa con tubulos dentinarios abiertos y areas de colageno colapsadas. Ademas, la EDX revela
valores inferiores de Ca y P % para el grupo de caries natural y ambos grupos de CpH con

respecto al grupo de DS (Tabla 5).
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Figura 31. Fase de desmineralizacion. Imdgenes de microscopia electronica de barrido (MEB). A) dentina sana, b) dentina
cariada, ¢) CpH 14, y d) CpH 28. Los circulos rojos indican algunos tubulos con apertura extensa en ambos grupos de CpH.
Los asteriscos amarillos sefialan algunos tubulos dentinarios ocluidos en los grupos de CpH 14 'y de CpH 28. Barra de escala:

10 um.

Tabla 5. Fase de desmineralizacion. Concentracion relativa de calcio (Ca) y fosforo (P) en las superficies dentinarias
expresada en % de peso para todos los grupos experimentales.

Grupo Elemento Peso (%)
Ca 27.82
Dentina sana
P 14.10
Ca 17.40
Dentina cariada
P 8.87
Ca 23.08
CpH 14
P 11.68
Ca 22.78
CpH 28
P 11.36
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4.1.5 Analisis con tincién tricrémica de Masson (TTM)

La profundidad de la desmineralizacién de la dentina por CpH en 14 y 28 dias se evalud
mediante el protocolo de TTM. Esta técnica permite identificar el coldgeno mineralizado de tipo
[ tinendo de verde el colageno intacto y de rojo el coldgeno desmineralizado (Figura 32). La
extension de la desmineralizacién (banda roja) mostré una mayor profundidad en el grupo CpH
28 (media * DE: 86.71 £+ 10.9 um) en comparacion con el grupo CpH 14 (media * DE: 42.07
3.74 pm).

.a)

Figura 32. Fase de desmineralizacion. Imdgenes de la tincidn tricrémica de Masson (TTM). A) dentina sana, b) CpH 14, y c)
CpH 28. La banda roja indica coldgeno desmineralizado de tipo I. Barra de escala: 50 um.

4.2 Fase de remineralizacion

4.2.1 Analisis con espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier -
Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)
Los perfiles y las asignaciones de los picos dentro de la banda de absorcién del carbonato se
muestran en la Figura 33 (v; CO3%; 855-890 cm1) para los grupos de DS, CpH 28 y los productos
remineralizadores (PR). En esta seccién del espectro se observa un estiramiento y una ligera
disminucién en la amplitud relativa de los perfiles del pico a 866 cm-! (carbonato inestable-
1abil) en los grupos de CpH 28, solucidn de fluoruro de sodio al 0.2 % (NaF), fosfopéptido de
caseina-fosfato de calcio amorfo (FPC-FCA) y péptido de autoensamblaje Pii1-4 (CR) en
comparacion con el grupo de DS. También se observa una elevada disminucidn del pico a 866
cm! en el grupo del péptido P11-4 + monofluorofosfato de sodio (CD) en comparacién con el
resto de grupos. Con respecto a la amplitud relativa de los perfiles de los picos a 871 cm!
(sustitucion de carbonato tipo B-P043) y 878 cm-! (sustitucion de carbonato tipo A-OH-), se
observa un estiramiento y un ligero aumento en el grupo de CpH 28 y el conjunto de grupos de
PR, en comparacion con el grupo de DS. La Tabla 6 presenta los valores de area relativa (media
y desviacion estandar) y las diferencias estadisticas para los picos en la banda v, COs%.

Particularmente, para P1_C03_a866 cm (carbonato inestable-labil) se observa una
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disminucién de los valores en el grupo de CpH 28 y los grupos de PR en comparacién con el
grupo de DS, mientras que se produce un aumento de los valores para el P3_C03_a878 cm'!
(sustitucion de carbonato tipo A-OH-) en los grupos CpH 28 y PR en comparacién con el grupo
de DS, con diferencias estadisticamente significativas. En cuanto P2_C03_a871 cm! (sustitucidn
de carbonato tipo B-P043-), muestra valores mas bajos en los grupos de CpH 28, FPC-FCA y CR
en comparacion con el grupo de DS, y valores mas elevados en los grupos de NaF y CD en
comparacion con el control negativo (DS), aunque en este caso no se presentan diferencias

significativas.
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Figura 33. Fase de remineralizacion. Perfil de los picos de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier —
Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) en la banda de absorcion de carbonato (v, COs%): a) dentina sana, b) CpH 28, c)
CpH 28 + solucién NaF, d) CpH 28 + GC Tooth Mousse®, e) CpH 28 + Curodont™ D'Senz y f) CpH 28 + Curondont™ Repair.
La asignacion de los tres picos corresponde a carbonato inestable-ldbil (~866 cm™), carbonato tipo B (~871 cm™) y
carbonato tipo A (~878 cm-1) (141,148).
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Tabla 6. Fase de remineralizacion. Media y desviacion estdndar (DE) de las dreas relativas de los picos de espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier — Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) en las bandas de absorcion de carbonato
(v2 COs?%) y fosfato (v1, v3 POS%). Diferentes letras mayusculas en superindice muestran diferencias estadisticas entre grupos

(p <0.05).

Numero de Dentina CpH 28 NaF GC Tooth Curodont™ Curodont™
onda (cm1) sana (n=10) (n=10) Mousse® D’Senz Repair
(n=10) (n=10) (n=10) (n=10)
P1_COs3_a866 0.386 + 0.197 £ 0.202 £ 0.145 + 0.108 + 0.160 +
(0.073)A (0.075)8 (0.123)8 (0.095)8 (0.053)8 (0.076)8
P2_C0s3_a871 0474 + 0.449 + 0.517 £ 0.455 + 0.482 + 0.395 +
(0.068)A (0.051)A (0.144)A (0.162)A (0.296)A (0.211)A
P3_C03_a878 0.140 0.353 0.282 + 0.400 0.410 0.445 +
(0.029)A (0.068)" (0.186)AB (0.222)8 (0.276)AB (0.236)8
P1_P04+_a940 0.080 0.009 + - - - -
(0.019)A (0.005)®
P2_P04+_a960 0.129 + 0.030 = - - - -
(0.014)A (0.008)&
P3_P04_a989 0.205 0.050 - - - -
(0.021)A (0.018)®
P4_P04_a1005 0.192 0.134 + 0.033 £ 0.035 0.034 0.041 +
(0.037)A (0.015)® (0.005)¢ (0.008)¢p (0.009)¢ (0.010)P
P5_P04_a1020 0.131+ 0.231+ 0.116 £ 0.113 + 0.101 0.121+
(0.016)A (0.020)® (0.006)¢ (0.012)cp (0.017)P (0.017)Ac
P6_P04_a1030 0.085 * 0.183 £ 0.204 + 0.193 0.185 + 0.195 +
(0.008)A (0.012)8 (0.014)¢ (0.015)BC (0.024)BD (0.015)BCD
P7_P04_al044 0.046 0.100 0.145 + 0.136 + 0.130 0.142
(0.011)A (0.008)& (0.015)¢ (0.010)¢p (0.013)P (0.009)¢
P8_P04_al056 0.031+ 0.060 + 0.116 £ 0112+ 0.108 + 0.114 +
(0.009)A (0.008)& (0.007)¢ (0.006)¢ (0.007)c (0.006)¢
P9_P04+_a1060 0.028 + 0.056 + 0.116 £ 0.121+ 0.115+ 0.115 +
(0.008)A (0.007)® (0.015)¢ (0.014)¢c (0.010)¢ (0.013)¢
P10_P04_a1078 0.032 0.060 + 0.116 + 0.131+ 0.128 + 0.119+
(0.007)A (0.008)® (0.018)¢ (0.017)¢c (0.020)¢ (0.022)¢
P11_P04_a1092 0.026 + 0.050 0.074 + 0.081 + 0.095 + 0.075 +
(0.004)A (0.006)" (0.010)¢ (0.015)cp (0.017)P (0.011)¢p
P12_P04.a1109 0.017 + 0.036 0.052 0.050 0.069 * 0.050 =
(0.005)A (0.006)® (0.006)¢ (0.007)c (0.011)P (0.006)¢
P13_P04_a1123 - - 0.028 + 0.028 + 0.036 + 0.028 £
(0.014)A (0.006)A (0.015)A (0.011)A

En la Figura 34, se muestran los perfiles y las asignaciones de los picos dentro de la banda de
absorcion de fosfato (vi, vz PO43; 890-1150 cm-! para los grupos de DSy CpH 28 / v, vz PO43;
985-1145 cm ! para los grupos de PR). En esta seccion se observan cambios notables cuando se
comparan los grupos correspondientes a CpH 28 y el conjunto de los grupos de PR con el de DS.
Entre estas diferencias se identifica una disminucion relativa de la amplitud de los picos en la
region de 940 cm! a 1005 cm ! y un aumento de la amplitud de los picos de 1020 cm1a 1109
cm-! cuando el grupo de CpH 28 se compara con el grupo de DS. Por otra parte, se observa una

desaparicién de los picos en la region de 940 cm-! a 989 cm-! y una aparicién del pico a 1123
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cm-! cuando los grupos de PR se comparan con el grupo de DSy el de CpH 28. La Tabla 6 muestra
los resultados descriptivos y las diferencias significativas de las areas relativas de los picos
dentro de la banda del fosfato. Para las variables comprendidas entre P1_P04_a940 cm a
P3_P04_a989 cm! el grupo de CpH 28 presenta valores mas bajos que el grupo de DS. Para
P4_P04_a1005 cm-! se observa una disminucién de los valores para los grupos de CpH 28 y de
PR en comparacion con el grupo de DS. Por el contrario, entre las variables P6_P0,_a1030 cm-!
aP12_P04_a1109 cm! se produce un aumento de los valores en los grupos correspondientes a
los PR respecto al control positivo (CpH 28) y al control negativo (DS). En particular, para
P5_P04_a1020 cm, el grupo de DS presenta un valor superior a los grupos de PR y un valor
inferior respecto al grupo de CpH 28. Ademas, existen diferencias significativas entre las
comparaciones de grupos, excepto en casos como P5_P0,4_a1020 cm (e.g.,, DS vs. CR, FPC-FCA

vs. CD) y P6_P04_a1030 cm! (e.g.,, CpH 28 vs. FPC-FCA, CD y CR).
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Figura 34. Fase de remineralizacion. Perfil de los picos de ATR-FTIR en la banda de absorcion del fosfato (vi, v3 PO4): a)

e) CpH 28 + Curodont™

’

®

dentina sana, b) CpH durante 28 dias, c¢) CpH 28 + solucion de NaF, d) CpH 28 + GC Tooth Mousse

D’Senz and f) CoH 28 + Curondont™ Repair. Asignacion de picos: ~940 cm™ (modo de estiramiento de simetria v; P-O),

cm™ (v POs), ~996 cm™ (PO43- en ambiente de apatito), ~1005 cm™ (v3 PO43), ~1020 cm™ (v3 PO en apatitos

pobremente cristalinos), ~1030 cm™ (v3 PO/

~960

2y sustitucion

~1060 cm™ (v3PO43 en apatitos pobremente

), ~1044 cm! (apatitos con HPO,
1 (vs PO4* en apatitos pobremente cristalinos), ), ~1092 cm

en apatitos estequiométricos

carbonatada de tipo B ), ~1056 cm™* (modos vibracionales T, de los apatitos),

cristalinos), ~1075 cm

-1 (apatitos estequiométricos), ~1100

cm™ (v3 PO en apatitos pobremente cristalinos), ~1109 cm™ (apatitos pobremente cristalinos), y ~1123 cm™(HPO4%)

(141,149-153).
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En relaciéon con los pardmetros de ATR-FTIR representados en la Figura 35, las razones
carbonato a fosfato (Figura 35a: MinCOs3) y mineral a organico (Figura 35b: Grado de
mineralizacién) muestran valores inferiores en los grupos CpH 28 y el conjunto de los grupos
correspondientes a los PR respecto al grupo de DS, e incluso valores menores en los grupos de
los PR respecto al grupo de CpH 28. Por el contrario, el indice de cristalinidad (Figura 35c: IC)
muestra valores mas elevados en los grupos de los PR respecto a los grupos de DS y CpH 28.
Por otro lado, para todas las variables, los andlisis estadisticos revelan diferencias significativas
entre el grupo de DS vs. CpH 28, DS vs. PR y CpH 28 vs. PR. Ademas, no hay diferencias para
estos parametros entre los grupos de PR, excepto para el IC (Figura 35c) donde existen

diferencias significativas entre CD y CR.
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Mousse® D'Senz Repair Mousse® D'Senz Repair Mousse® D'Senz i

g
Grado de mineralizacion

Grupo Grupo Grupo

Figura 35. Fase de remineralizacion. Resultados de las variables de espectroscopia ATR-FTIR. a) Razdn carbonato a fosfato,
b) Razdn carbonato a CH,, y c) Indice de cristalinidad. Letras mayusculas diferentes muestran diferencias estadisticas entre
grupos (p < 0.05).

4.2.2 Analisis con espectroscopia Raman

Los parametros obtenidos a partir del analisis de los espectros Raman se muestran en la Figura
36. Los valores de la razén carbonato a fosfato (Figura 36a) muestran una disminucién en el
grupo de CpH 28 (sin diferencias significativas) y un aumento de los valores en los grupos de
los PR (con diferencias estadisticamente significativas) respecto al grupo de control negativo
(DS). Ademas, los grupos de los PR mostraron valores mayores cuando se compararon con el
grupo de CpH 28 (con diferencias estadisticamente significativas). La razén fosfato a CH;
(Figura 36b) indica una disminucién en el CpH 28 y los grupos de los PR en comparacion con el
grupo de DS. También se observa una disminucion en los grupos de los PR en comparacién con
el grupo de CpH 28. Todas estas diferencias mencionadas para esta variable (i.e, razén fosfato

a CH:) son estadisticamente significativas. El Indice de cristalinidad (Figura 36c) muestra

65



valores mas elevados en el grupo de DS comparado con los grupos de CpH 28 y los PR con

diferencias significativas. Ademas, existen valores menores en los grupos de los PR comparados

con el grupo de CpH 28 sin diferencias significativas entre CpH 28 vs. NaF. Entre el conjunto de

los grupos de los PR, se presentan diferencias estadisticamente significativas entre NaF vs. CD

y CR. En la Figura 37 se muestran espectros representativos de los grupos de DS, CpH 28 y PR

(CR) con los picos utilizados para calcular: i) razén carbonato a fosfato, ii) razén fosfato a CH;

y iii) indice de cristalinidad.
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Figura 36. Fase de remineralizacion. Resultados de las variables de espectroscopia Raman. a) Razén carbonato a fosfato,
b) Razén carbonato a CH,, y c) indice de cristalinidad. Letras maytsculas diferentes muestran diferencias estadisticas entre

grupos (p < 0.05).
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Figura 37. Espectros representativos de a) dentina sana - DS -, b) Ciclaje de pH durante 28 dias - CpH 28 -, y c) grupo de
productos remineralizadoress (Curondont™ Repair - CR -). Asignaciones de picos:~959 cm™ (modo de estiramiento
simétrico v; de PO,%), ~1070 cm™ (modo de estiramiento simétrico v; del carbonato tipo B) y ~1450 cm™ (modo de
cabeceo CH; de cadenas laterales de moléculas de coldgeno).
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5 Discusion
5.1 Fase de desmineralizacion
La caries dental es un proceso natural de desmineralizacion in vivo controlado por la actividad
metabdlica bacteriana. La simulacidn in vitro de una lesién cariosa mediante un procedimiento
estandarizado proporciona resultados de gran interés para la investigacién odontoldgica. En
esta investigacion, evaluamos el método de ciclaje de pH (CpH) a diferentes tiempos
experimentales (i.e, 14 y 28 dias) para la induccién de caries residual natural. El andlisis
exhaustivo de la dentina tratada con CpH revel6 alteraciones minerales a nivel composicional,
microestructural y morfoldgico que se asemejan en cierta medida a las caracteristicas de la
caries natural. Estas caracteristicas también son criticas en la realizacién de tratamientos
clinicos de intervencién minima, donde la caries residual (blanda o firme/cuerosa) se deja en
el fondo de la cavidad de la caries para evitar la exposicion pulpar y los sintomas
postoperatorios (19,125). Ademas, el CpH, al igual que la caries natural, afecta las propiedades
mecanicas de los dientes (154,155), el comportamiento de los sistemas adhesivos (156,157) y
la respuesta de muchos otros tratamientos dentales. Por lo tanto, es importante identificar las
similitudes morfoldgicas e histolégicas del CpH en relacién con la profundidad de la dentina

cariada para la aplicacion eficaz de materiales en restauraciones dentales.

Hasta el momento se han desarrollado varios métodos para simular el proceso de caries bajo
condiciones controladas, como soluciones de gel acidificadas, modelos microbioldgicos y
procedimientos de CpH, con varias limitaciones, como: la simulacién incompleta de las
condiciones intraorales, la complejidad en la formulacién de la composicién y el volumen de
saliva, la imposibilidad de imitar la razon del area de la superficie sélida/soluciones, etc.
(158,159). Sin embargo, el procedimiento de CpH, al simular ciclos de des-remineralizacion, es
generalmente aceptado y empleado en la investigacion dental debido a la sencillez técnica del
método y a la reproducibilidad de los resultados (159). Los ciclos de desmineralizacion
corresponden al periodo de exposicion de los dientes a los acidos bacterianos, mientras que los
ciclos de remineralizacién corresponden a la accion remineralizadora de la saliva entre las
exposiciones acidas (160). Durante su desarrollo se han aplicado diversas variaciones en el
procedimiento de CpH que influyen en las lesiones resultantes, como los tiempos de
inmersién/exposicion, la temperatura, la agitacion de la solucién, el pH y la duracion (dias). Por
otra parte, se ha demostrado que la cantidad de disolucién mineral cambia en funcién del pHy

el tiempo de inmersién (161,162). Ademas, algunos estudios (163,164) han explorado los
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efectos del CpH en tiempos superiores a los 14 dias, establecidos por Marquezan et al. (127),
para la induccidén de caries, sin mayor comparaciéon con las caracteristicas quimicas y
estructurales de la caries natural. Por lo tanto, la extensiéon del tiempo de CpH (8 h de
desmineralizacion/16 h de remineralizacidon) por 28 dias, como se propone en el presente
estudio, también deberia inducir cambios superficiales y subsuperficiales similares al proceso
de caries natural, que también son criticos en la respuesta de la dentina a los tratamientos

clinicos.

Las espectroscopias infrarroja (IR) y Raman se han aplicado ampliamente para analizar los
grupos funcionales quimicos en las estructuras dentales (165). En la presente investigacidn, los
analisis de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier-Reflectancia total atenuada
(ATR-FTIR) y Raman mostraron diferencias en los grupos moleculares relacionados con los
componentes organicos e inorganicos de las muestras de dentina cariada y tratada con CpH con
respecto al grupo de control (ie, dentina sana). En cuanto a los andlisis de ATR-FTIR, estos
resultados mostraron una disminucion del grado de mineralizacion y MinCOs3, asi como un
aumento de la cristalinidad en el grupo de caries natural y en ambos grupos de CpH en
comparaciéon con el grupo de dentina sana (DS). La reducciéon del grado de mineralizacién
puede explicarse por la disolucion del HAp a través de los acidos del proceso de
desmineralizacion, causada por el metabolismo bacteriano en el caso de la caries natural; y la
accion quimica de las soluciones en el procedimiento de CpH, que produce iones H+*y HPO4?-
como productos finales de este mecanismo de disolucion (4). Ademas, Marin et al.,, indican que
la dentina desmineralizada bajo soluciones acidas no presenta cambios en el componente
organico (i.e, bandas de absorcién relacionadas con los grupos amida) (161). Estos resultados
son similares a los de un estudio anterior que empleé ATR-FTIR para comparar la composicién
quimica de la dentina humana y bovina sometida a CpH durante 3, 7 y 14 dias (162). Por otra
parte, también hay que tener en cuenta que en la caries natural se produce una descomposicion
de la matriz organica de la dentina debido a la actividad de las metaloproteinasas (166,167).
Asi, los bajos valores del grado de mineralizacién de la caries natural residual observados
mediante ATR-FTIR pueden ser el resultado del efecto combinado de la degradacién del
colageno expuesto y la pérdida mineral. Los analisis Raman también presentaron una relacién
similar en el grado de mineralizaciéon para ambos grupos de CpH, considerando las bandas de
absorcion variables de fosfato a CH; (i.e, mineral/matriz). Sin embargo, el grupo de DS y el de
dentina cariada no mostraron diferencias para la variable anterior, lo que puede deberse a la

posible degradaciéon térmica producida por el ldser Raman en la matriz organica de las
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muestras de caries natural (168). Los resultados de la sustitucién mineral carbonato/fosfato
mostraron cémo la incorporacion de estos grupos moleculares conduce a una distorsion de la
estructura cristalina causando una disminucién de la cristalinidad del apatito (obtenida
mediante los analisis Raman) como resultado de la disminucién del apatito no estequiométrico
que contiene HP042,, CO3%, y vacantes a nivel estructural (145). Ademas, nuestros resultados
indicaron una relacion inversa entre los indices de cristalinidad (variables de indice de
cristalinidad) obtenidos por espectroscopias ATR-FTIR y Raman. Por un lado, un aumento en
las razones 1030/1020 cm-! (obtenidas mediante andlisis ATR-FTIR), como el observado para
los grupos de caries natural y CpH, se ha relacionado con una mayor madurez mineral, i.e,, una
mayor proporcién de dominios apatiticos en comparacion con los no apatiticos en la
composicién mineral (169). Esta distribucion especifica en los grupos fosfato en diferentes
ambientes cristalinos se confirma a partir de la disolucién diferencial de los diversos modos
vibracionales cristalinos obtenidos a partir del andlisis detallado de ATR-FTIR (véase a
continuacion para una descripciéon mas detallada). Por otra parte, las diferencias observadas en
el indice de cristalinidad (IC) obtenido de la espectroscopia Raman se relacionan
especificamente con la cristalinidad asociada a la organizacion estructural de la red cristalina
del apatito (170). Esta relacién coincide con los parametros de tamafio del cristalito

determinados a partir de las medidas de difracciéon de Rayos X (XRD).

El andlisis detallado de ATR-FTIR de las areas integradas de las bandas de absorcién del
carbonato (v, CO3%) y del fosfato (v1, vs PO43) nos permitié determinar la disoluciéon selectiva
de los componentes minerales en el grupo de caries natural y en los grupos expuestos a CpH.
En la banda del carbonato (800-890 cm-1), se observé una mayor disolucién de los grupos de
carbonatos inestables a favor de una mayor concentracion relativa de carbonato de tipo A para
los grupos de caries y de CpH. Esta disolucidén preferencial de las especies labiles de carbonatos
(866 cm1) esta relacionada con una mayor solubilidad de estos grupos con respecto a las
posiciones estructurales de tipo A y B (171). La banda de absorciéon mas pronunciada de los
grupos fosfato (900-1200 cm-1) en los espectros FTIR nos permiti6 analizar la distribucién de
los diferentes ambientes cristalinos de fosfato del apatito durante la disolucién mediante CpH.
Cabe destacar que las fases minerales asociadas a los tejidos mineralizados (i.e, hueso y
dientes) tienen muchas de las caracteristicas del apatito poco cristalino (172). En esta
investigacidn, la disolucion diferencial de los modos vibracionales del fosfato puede deberse a
la reorganizaciéon de posiciones moleculares labiles o0 menos organizadas en la estructura

cristalina, siendo similar entre el grupo de dentina cariada y los grupos de CpH. Ademas, la
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disolucién preferente de las fracciones mas solubles del apatito y la metaestabilidad resultante
pueden conducir a la formaciéon de otras fases de fosfato calcico con diferentes tasas de
solubilidad. La solubilidad de los apatitos bioldgicos no estequiométricos se complica debido a
la complejidad de su composicion quimica y a los defectos reticulares de su estructura (173)

que controlan la tasa de disolucién de los fosfatos de diferentes ambientes cristalinos.

El andlisis de los patrones de difracciéon de Rayos X bidimensionales (2D-XRD) de las muestras
proporciona informacion detallada sobre la cristalinidad mineral relacionada con el tamaiio del
cristalito (i.e, dominios cristalinos) de los cristales de apatito en la estructura dentinaria. En
este trabajo se puede observar como los patrones 2Theta calculados (integrados en barridos
XRD unidimensionales) muestran un ensanchamiento del pico altamente anisotropo (anchura
a media altura, FWHM en inglés), dado que los cristales de bioapatito se desarrollan
estructuralmente a lo largo del eje c (i.e, correspondiente a la reflexion 002). Los resultados
obtenidos indican una mayor disminucién del tamafio del cristalito en el grupo cariado en
comparacion con el grupo de DS, con una reduccién menor en los grupos de CpH. La solubilidad
y el comportamiento de disolucién del apatito estaran estrechamente relacionados con los
parametros subestructurales, ya que el tamafio del cristalito y las imperfecciones de la red
determinan en gran medida la quimica del cristal (174,175). Estudios previos indicaron que la
fraccion mineral menos cristalina se elimina preferentemente en los minerales de hueso
cortical durante la desmineralizacion inducida por acidos (176). Ademas, estas variaciones de
cristalinidad superficial se han propuesto previamente como una estimacion aproximada del
avance del frente de reaccion por las variaciones inducidas por la desmineralizacién (174).
También debe tenerse en cuenta que el efecto del aumento de la desmineralizacion subparcial
en la superficie de la dentina resulté en un aumento del area de cristal superficial expuesta a la
desmineralizacion, permitiendo que la extension alterada pudiera progresar en profundidad.
Durante esta disolucion mineral, la estructura de coldgeno puede servir de andamiaje para el
crecimiento mineral, favoreciendo la precipitacion de fases de fosfato calcico, esencial para la

remineralizacion de la dentina desmineralizada en los tratamientos clinicos.

A nivel morfoldgico, las imagenes de microscopia electrénica de barrido (MEB) de la superficie
de la dentina muestran diferencias significativas entre el grupo de dentina cariada y los grupos
tratados con CpH. La caries natural presenta caracteristicas como, una superficie irregular y el
colapso de las zonas de colageno, que el modelo quimico de CpH no es capaz de simular. Para
ello, otros estudios in vitro han empleado colagenasas en la soluciéon remineralizdora (177) o

han realizado un modelo microbiolégico en el que las bacterias producen colagenasas (127)
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con el objetivo de afectar a la matriz organica. En nuestra investigacion, los grupos de CpH
muestran una mayor apertura de los tubulos dentinarios en comparacién con el grupo de DS
debido al efecto de la desmineralizacién, coincidiendo con otros estudios que realizaron
métodos artificiales similares para simular caries de dentina (127,178). Junto con esta mayor
apertura de los tibulos dentinarios, las soluciones del CpH se pueden difundir mas facilmente,
permitiendo un mayor avance en la profundidad del frente de disoluciéon mineral con el tiempo
de CpH. Ademas, también se observan tibulos ocluidos en la superficie dentinaria de los grupos
de CpH, aunque en menor medida, debido a la deposicién de cristales en el interior de los
tubulos dentinarios (126,179). Los resultados obtenidos por energia dispersiva de Rayos X
(EDX) son similares a los de otras investigaciones en las que los valores relativos de Ca y P
fueron inferiores en la dentina desmineralizada con CpH respecto a la DS (180,181). El estudio
de la relacién entre los componentes inorganicos y organicos a nivel subsuperficial puede
proporcionar mas informacidn sobre la profundidad de la alteracién durante los tratamientos

con CpH.

Las imagenes de la tincién tricrémica de Masson (TTM) permiten estudiar la profundidad del
frente de desmineralizacion con el tiempo de CpH. Los resultados de la TTM mostraron una
seccidn transversal de la estructura de la dentina en la que se observaba un mayor grosor de la
superficie desmineralizada (i.e,, la banda roja en la tincién con colageno expuesto) en el ciclo de
28 dias de CpH en comparacién con el ciclo de 14 dias de CpH. La falta de consistencia de las
muestras de dentina cariada no permiti6 realizar las pruebas de TTM, aunque la progresion de
esta alteracion dependeria directamente del tiempo de desarrollo de este proceso de
desmineralizaciéon natural (182). Estos resultados demuestran cémo un procedimiento
controlado de creaciéon de lesiones artificiales puede conducir a una pérdida mineral
subsuperficial y también permiten predecir las caracteristicas quimicas y estructurales de las
lesiones inducidas. El mantenimiento de la estructura del coladgeno mediante el protocolo de
CpH puede contribuir a posteriores procedimientos dentales in vitro (i.e, comportamiento de
adhesion y sustancias de remineralizacion) que no son posibles con la desmineralizacion que

se produce en la caries natural.

5.2 Fase de remineralizacion

La caries dental es una enfermedad dinamica que representa un importante problema de salud
en los paises industrializados segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (183). Cuando

el proceso de desmineralizacion en la superficie dental excede los procesos de des-
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remineralizaciéon que se dan normalmente entre las estructuras mineralizadas del diente y
medio oral, las lesiones de caries dental comienzan a desarrollarse (184). A pesar de que en la
actualidad el fltor (F-) sigue siendo la terapia estandar para detener las lesiones de caries, se
han desarrollado varios productos remineralizadores como alternativas para superar sus
problemas de eficacia y seguridad. Estudios previos han demostrado que estos agentes
promueven la remineralizacién (185), restauran la microdureza del esmalte y la dentina
afectada por caries (186), e inhiben la desmineralizacion y la degradacion del colageno (177).
La presente investigaciéon pretendi6 evaluar el efecto de cuatro productos remineralizadores
en la dentina (i.e, solucién de fluoruro de sodio al 0.2 %, fosfopéptido de caseina-fosfato de
calcio amorfo, el péptido de autoensamblaje (PAE) P11-4 y el péptido P11-4 en combinacién con
monofluorofosfato de sodio) basandose en sus caracteristicas composicionales a nivel
molecular. Particularmente, en estudios in vitro, las terapias con NaF, fosfopéptido de caseina-
fosfato de calcio amorfo (FPC-FCA) y P11-4 han demostrado mejorar la fuerza adhesiva de las
restauraciones sobre dentina desmineralizada artificialmente (75,136). Los productos antes
mencionados han sido reportados como enfoques remineralizadores en varios estudios in vitro,
con diferente composiciéon y mecanismos de accidn, por lo que se esperaria que muestren un
proceso remineralizador diverso a nivel molecular, asi como también, diferente eficacia. La
informacién obtenida a partir de los andlisis complementarios mediante la espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier-Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) y Raman en
este estudio, mostraron cambios en la composicion quimica de la dentina en la que se aplicaron
los cuatro productos remineralizadores con respecto a ambos controles: dentina sana (DS)

(control negativo) y dentina sometida a ciclaje de pH a 28 dias (CpH 28) (control positivo).

Los productos remineralizadores deberian evaluarse sobre una superficie cariada en
condiciones ideales para asi, conocer idoneamente sus posibles efectos in vitro en este sustrato.
El desarrollo de un modelo que reproduzca las caracteristicas de las estructuras dentales
desmineralizadas, surge como necesidad debido a la complejidad del manejo de las lesiones
cariosas naturales. A pesar de que se han desarrollado diversos métodos para crear lesiones
similares a las de la caries (e.g., microbioldgico, estatico y CpH), en esta investigacion se empled
el CpH porque simula los ciclos de des-remineralizacion que se producen en la cavidad oral. En
el CpH, los ciclos de desmineralizacidn corresponden al tiempo que los tejidos dentales estan
expuestos a los acidos bacterianos, mientras que los ciclos de remineralizacién corresponden
al efecto remineralizador de la saliva (160). Para este estudio se consider6 el tiempo de CpH a

28 dias ya que en la fase de desmineralizacién se revel6 que este produce lesiones mas
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profundas que el CpH a 14 dias con caracteristicas composicionales y microestructurales
similares a la caries residual natural (obtenida por eliminacién selectiva de caries a dentina
firme/cuerosa). Los efectos del método CpH a los 28 dias sobre la dentina se han explicado

detalladamente en la fase de desmineralizacién (apartado 5.1).

En el presente estudio, los analisis detallados de ATR-FTIR revelaron que el carbonato de tipo
B (871 cm!) del componente mineral de la dentina mostraron valores mas elevados en NaF y
en Curodont™ D’Sens (CD) con respecto al resto de agentes remineralizadores (i.e, grupos de
FPC-FCA y Curodont™ Repair). En un estudio previo, el pico principal de carbonato se localiz6
en la posicién a 872 cm! en el espectro de IR tras aplicar NaF en esmalte primario humano
desmineralizado, no siendo caracteristico en los grupos experimentales tratados con fluoruro
de fosfato acidulado y con fluoruro diamino de plata (187). Ademas, estos productos también
muestran la presencia de picos de absorcion definidos, en relacién a diferentes bandas del
carbonato, fosfato y grupos amidas, asociados con la incorporacién de fluoruro en la red
cristalina (187). Asimismo, la variable MinCOs obtenida mediante ATR-FTIR mostré valores
inferiores, mientras que los analisis mediante espectroscopia Raman mostraron un aumento en
la razén CO32-/P0O43 para los grupos de productos remineralizadores (PR) cuando se
compararon con los grupos de DS y CpH 28. En este aspecto cabe destacar que pueden existir
dos vias para la sustitucién de carbonatos en la composicién mineral del apatito: i) a través de
la sustitucién de los grupos fosfato, que da lugar al carbonato tipo B y ii) sustituyendo los grupos
hidroxilo, dando lugar al carbonato tipo A (188,189). Considerando que el apatito libre o con
bajo contenido en carbonatos es menos soluble, los valores inferiores de la razén CO32-/P043-
(MinCO3) para ATR-FTIR observados en los grupos de PR indicaron que se forma este tipo de
variacién composicional (i.e., conjunto de sustituciones en carbonato A/B y 1abil) en estas fases,
en lugar del mineral original (previo a la desmineralizacién) (43). Por otro lado, el aumento de
la razén CO32-/P0O43- (particularmente, carbonato tipo B a fosfato) en la espectroscopia Raman
indicé la presencia de minerales recién formados como reaccién de los grupos de PR con la
lesion de caries artificial, incluyendo preferentemente carbonato de tipo B en la red de apatito
(188). Debido a la inexistencia de carbonato disponible en el ambiente oral, la incorporaciéon de
carbonato parece ocurrir exclusivamente durante el desarrollo del tejido mineralizado (190).
En vista de que durante el proceso de CpH hay disolucién mineral, el aumento de carbonato
tipo B podria deberse a su retencion en lared de apatito por accién de los PR, los cuales, ademas,

incorporarian iones de Ca?* en dicha vacante estructural.
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En cuanto a los resultados obtenidos mediante ATR-FTIR para la banda v;, vz PO43- cuando se
comparan los grupos de PR con los grupos de CpH 28 y DS, se observan caracteristicas, tales
como la desaparicion del conjunto de picos a 940 cm! (modo de estiramiento de simetria
v1P-0),a960 cm- (v; PO43) y a 989 cm-! (PO43- en el ambiente de apatito); y el desplazamiento
del pico a 1096 cm (v3 PO43 en apatitos pobremente cristalinos) a 1092 cm-! (apatitos
estequiométricos). También se observa en los grupos de PR con respecto a los grupos de CpH
28 y DS, un aumento del pico a 1109 cm-! (apatitos pobremente cristalinos) y la aparicién del
pico a 1123 cmt (HPO4%') como consecuencia del efecto de los tratamientos remineralizadores,
asociados a la formacidn de fosfatos de diferentes ambientes de cristalinidad. Asimismo, cabe
sefalar que los valores de fosfatos altamente cristalinos aumentaron igualmente en los PR. Esto
concuerda con Zhang et al,, que obtuvieron un aumento significativo del pico a 1026 cm! (v3
P03 en apatitos estequiométricos) en el tratamiento de dentina desmineralizada con una
solucién de NaF con 2 ppm de F-, que podria atribuirse a la formacién de minerales Ca-P (191).
Una investigacion que tuvo como objetivo evaluar la remineralizaciéon del FPC-FCA combinado
con tripolifosfato sédico (NasP3010) sobre dentina desmineralizada artificialmente, concluy6
que el pico a 1025 cm-! (v3 PO43- en apatitos estequiométricos) es caracteristico de la banda de
absorcion del PO43, indicando la completa remineralizacién de la dentina (192). La
investigacién de Tezvergil-Mutluay et al., encontré la banda de absorcién mas prominente a
1100 cm-! (vz PO43- apatitos pobremente cristalinos) como consecuencia de la precipitacion de
fosfato calcico mediante el uso de vidrio bioactivo rico en fosfato con fluoruro sobre dentina

desmineralizada (193).

Los resultados obtenidos para el grado de mineralizacién y la razén PO43-/ CHz son similares
para ATR-FTIR y Raman, respectivamente (i.e.,, valores menores para los grupos de PR respecto
a los grupos de DS y al CpH 28). Podemos suponer que esta disminucién se debe a una menor
deposicién mineral en relacion con el componente organico, manteniéndose inalterada su
matriz orgénica a pesar del proceso de desmineralizacion por el CpH. Ademas, como se
describi6 en la fase desmineralizacién, el CpH no afecta a los componentes organicos de la
dentina, incluidas las bandas relacionadas con los grupos amida (161). Debe tenerse en cuenta
que el tiempo de remineralizacién fue de 24 h (solucién remineralizadora) para recrear un
entorno ideal de remineralizacion en una fase temprana con una Unica aplicacién previa de los
PR. Los cambios quimicos que se producen en la remineralizacién temprana de la dentina (30
min) se han estudiado mediante la utilizacion de i) clorhexidina, ii) saliva artificial, 7ii) solucién

de P0O.3, iv) soluciéon de Cl;Zn y v) solucién de ZnO, lo que produjo un aumento de los
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componentes minerales (194). En un entorno clinico, la saliva esta facilmente disponible para
la remineralizacidn, sin embargo, en un entorno in vitro, las diferentes formulaciones de saliva
simulada pueden influir en la remineralizacion de la dentina (194,195). Nuestro estudio emple6
una formulacién de saliva basada en Jenkins que ha demostrado una remineralizacién éptima
en la dentina (194,195), aunque aparentemente no se consiguen los niveles de precipitacién o

formacién mineral de la estructura dental sana asociada al componente organico.

El aumento notable del indice de cristalinidad (IC) para ATR-FTIR (raz6n 1030 cm /1020
cm-1) se debe a incorporacion de elementos en la red de apatito por parte de los PR y esta
relacionado con la madurez del cristal (169). Lo anteriormente nombrado se ve apoyado por el
aumento del area de la banda de fosfatos (985-1145 cm), especialmente, los fosfatos
altamente cristalinos con respecto a los de menor cristalinidad. Por otro lado, el IC de la
espectroscopia Raman considera la distorsion reticular en los cristales de fosfato, sin estar
influenciado por la cantidad general de grupos fosfato (161). En este sentido, valores elevados
de la anchura a media altura (en inglés, FWHM) a 959 cm significan menor madurez
cristalografica y cristalinidad en los minerales (196). Por lo tanto, nuestros resultados de IC
proporcionados por la espectroscopia Raman indicaron altas caracteristicas de madurez y
cristalinidad en la dentina remineralizada por el NaF, el FPC-FCA, el CD y el Curodont™ Repair
(CR), ya que los picos mas estrechos a 959 cm-! sugieren una menor variacion estructural en las
distancias y angulos de enlace (mas cristalino) (197), también en relacién con la diferencia
entre las proporciones de apatito asociados a ambientes de alta y pobremente cristalinos

observados mediante ATR-FTIR.

Las interacciones del F- (i.e, NaF y monofluorofosfato de sodio) con el apatito explicarian sus
efectos sobre la dentina desmineralizada observados en este estudio. Estas interacciones
pueden ocurrir de la siguiente manera (198): i) a través del intercambio de iones F-por iones
OH,, ii) mediante el crecimiento cristalino de fluorapatito (FAp) a partir de soluciones
sobresaturadas y iii) a través de la disolucion de apatito con formacién de CaF-. El porcentaje
de sustituciones de iones fluoruro determinara si el producto es FAp (Caio(PO4)sF2) (se
sustituyen totalmente los iones OH-) o fluorohidroxiapatito (Caio(P0O4)s(OH)2-2xF2x, 0 < x < 1)
(se sustituye parcialmente a los iones OH-). La formacién exclusiva de FAp no es deseable
debido a que no posee propiedades bioldégicas adecuadas (199,200). Ademas, la obtencién de
FAp puro es dificil de conseguir en una situacién clinica (200). El fluoruro se adsorbe en la
superficie del apatito desmineralizado y atrae a los iones Ca2*. También se ha demostrado que

el F- actia como catalizador para la adicién de iones de P43 y Ca?* en la red cristalina,
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permitiendo el crecimiento de apatito (201). Ademas, el F- puede actuar como reservorio de
fluoruro y calcio mediante la formacion de glébulos de CaF,. Estos glébulos se forman en
concentraciones de F-superiores a 100 ppm, inicialmente, por una ligera disolucién del apatito
que permite liberar iones de Ca2+, los cuales reacciona con el F-, formando los glébulos de CaF»
que se depositarian en la superficie de los tejidos dentales y porosidades provocadas por el CpH
(43,198). El efecto del F- se ve a su vez influenciado por la presencia y estructura de matriz
organica del tejido. Dado que el CpH preserva la matriz orgdnica desmineralizada, el efecto F-
no disminuye. Esto esta respaldado por un estudio in vitro en el que el NaF redujo la pérdida de

tejido dental en un 60% cuando no se elimind la matriz organica (202).

La remineralizacion biomimética simula el proceso de regulacién que lleva a cabo el
componente no coldgeno en la dentina (192). El FPC es un péptido bioactivo que estabiliza el
CaPO4 en una solucién metaestable, facilitando altas concentraciones de iones Caz+ y PO43,
incluyendo CaHPO4 (57). El FPC también mantiene las altas actividades de los iones Ca2*y PO43-
libres durante la remineralizacién a través del depdésito de FCA asociado. Ademas, en el proceso
de remineralizacion, existe una difusion de CaHPO. y de iones Ca2+y PO43-a través de los poros
llenos de proteinas y agua de la lesion cariosa inducida por el CpH. Estos iones Ca2*y PO43-en el
cuerpo de la lesién cariosa, por disociacion, aumentarian la reactividad quimica de Ca2+y PO43-

formando HAp (57) y mejorando la cristalinidad (203).

Un enfoque prometedor y alternativo a las actuales estrategias biomiméticas para el
tratamiento de las lesiones cariosas es el PAE P11-4. Se han empleado técnicas espectroscépicas
como la FTIR para caracterizar la formaciéon de la matriz de fibras del P11-4. La banda de
absorcién a 1644 cm-! en el espectro FTIR es caracteristica del P11-4 monomérico, mientras que
una banda de absorciéon a 1616 cm! se presenta en la forma fibrilar del P11-4 (76). Los
resultados obtenidos mediante espectroscopia en este estudio apoyan que una sola aplicaciéon
del P11-4 es capaz de producir cambios composicionales en la lesién de caries inducida por el
CpH. Cabe sefialar que los efectos del Pi1-4 sobre la dentina se han estudiado en pocas
investigaciones, las cuales se han enfocado en la fuerza de adhesion y en la interaccién con el
colageno. Parece ser que los agentes biomineralizadores logran una efectiva remineralizacion
de la dentina, reponiendo los componentes minerales tanto en el colageno extrafibrilar como
en el intrafibrilar (204). Siendo asi, los resultados expuestos por de Sousa et al.,, (138) son
relevantes ya que mostraron que el P11-4 aumenta la resistencia de las fibras de colageno tipo |
frente a la actividad proteolitica de las colagenasas. Ademas, se ha demostrado que diferentes

concentraciones de P11-4 inducen la deposiciéon mineral, siendo mayor en 1 pg/mL del péptido
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que en 0.5 pg/mL (205). Debido a que Curodont™ Repair tiene 10 mg/mL, se esperaria una
mayor remineralizacidén por parte esta presentacion comercial. El mecanismo de accion del
péptido P11-4 radica en la formacién de una matriz 3D que atraeria iones Ca?* y seria capaz de
nuclear HAp de novo (76). Debido a que la remineralizacion y la eficacia del P11-4 depende del
contenido mineral de la saliva (entorno in vivo), la solucién remineralizadora empleada en este
estudio, proporciona al PAE P11-4 los iones necesarios que le permitirian la formacién de HAp
de novo. Los resultados del ensayo clinico realizado por Brunton et al., (13) concluyen que una
sola aplicacién se asocia con una regeneracion significativa del esmalte. Por otro lado, la
investigacidn in vitro realizada por Kirkham et al., indicéd que una sola aplicacion de P11-4 (5
mg/mL) sobre una lesién artificial de caries en el esmalte y posteriormente, sometida a CpH
durante 5 dias, result6 en una ganancia mineral neta, apoyando la formacién de HAp (81). Con
respecto al CD, este producto estda indicado para el tratamiento de la hipersensibilidad
dentinaria, siendo el primer producto basado en PAEs disefiado para este fin. Hasta ahora, solo
un estudio in vitro ha documentado efectos significativos del CD sobre la oclusion tubular (206).
Aunque una investigacién reciente in vivo demostr6 que el CD es eficaz en la reduccion de la
hipersensibilidad dentinaria (207), el presente estudio se interes6 por su potencial
remineralizador, principalmente por la presencia del PAE Pi;-4 combinado con
monofluorofosfato de sodio (MFFS). Debido a que el CD tiene F- (MFFS) disponible en su
composicidn y sitios de unién a Ca2+ proporcionados por el PAE P11-4, se espera la formacion
de HAp de novo por accién combinada de Pi1-4 y F-. La informacién proporcionada por las
técnicas espectroscépicas empleadas en la presente investigacion, reveld que las caracteristicas
composicionales de la dentina tratada con el PAE P11-4 son similares a las de la dentina tratada
con NaF y con FPC-FCA. Es importante considerar que los resultados de este estudio pueden
diferir de la situacion in vivo. Debido a las similitudes composicionales (relacionadas con la
remineralizacion) del P11-4 con los otros productos evaluados, parece adecuado para su uso en
procedimientos clinicos sobre caries dentinaria (e.g., tratamientos restauradores). Por ello, se

recomienda la realizacion de estudios in vivo sobre este sustrato.
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6 Conclusiones

El ciclaje de pH (CpH) produce lesiones cariosas en dentina con caracteristicas
composicionales, microestructurales y morfologicas similares a las presentes en caries
residual natural, tales como la disminucién del contenido mineral y del tamafio del
cristalito, cambios en la cristalinidad, y una apertura extensa de algunos tubulos
dentinales.

El CpH es un método quimico-dindmico adecuado para la simulaciéon de caries en
dentina. Entre los tiempos experimentales de ejecucién considerados (14 y 28 dias), el
CpH a 28 dias produce lesiones de mayor profundidad, manteniendo la estructura del
colageno de la dentina.

Los productos remineralizadores (PR) evaluados: solucién de fluoruro de sodio al 0.2%
(NaF), fosfopéptido de caseina-fosfato de calcio amorfo (FPC-FCA), péptido de
autoensamblaje (PAE) Pi1-4 y PAE P11-4 en combinaciéon con monofluorofosfato de
sodio (MFFS) producen cambios composicionales a nivel molecular en la dentina
previamente desmineralizada mediante CpH.

Los PR demostraron inducir cambios similares (e.g., deposiciéon mineral y alteraciones
en la cristalinidad) en la dentina tras su aplicacion e inmersién en solucion
remineralizadora por 24 h, observables a nivel quimico mediante técnicas analiticas
complementarias basadas en la espectroscopia de infrarroja por transformada de
Fourier-Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) y Raman.

Los resultados analiticos muestran como el PAE P11-4 (Curodont™ D’Senz y Curodont™

Repair), produce cambios composicionales en la caries residual artificial (dentina
desmineralizada con CpH a 28 dias) similares a la terapia estandar con F-.
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Abstract

Introduction: The pH-cyling (pHc) is a widely used
method applied by cariology researches for lesions-like
caries creation. This study evaluates the methodological
aspects of pHc, proposes a specific protocol to standardize
this demineralization method and quantifies the
demineralization yielded by this i vitro model in dentine.
Materials and methods: PubMed, Scopus and WOS
databases were used to select studies. Meta-analyses were
performed for microtensile bond strength test (uTBS),
hardness test, microradiography (MRG) and polarized
light microscopy (PLM). Results and discussion: Sixty-
seven references were selected for qualitative assessment
and 32 for meta-analysis. Significant differences were
found between sound/ untreated dentine and pH-cycled
dentine in all analytical techniques. Considerable
heterogeneity was showed by meta-analyses. The results
for the depth of demineralization by pHcaveraged between
194.95 pm and 298.17 pm for MRG and PLM, respectively.
Conclusions: pHc is an effective and reproducible in vitro
procedure to simulate dentine caries lesions for cariology
and dental materials research.

Keywords: dental caries, dentine, meta-analysis,
pH-cycling, systematic review, tooth demineralization.

1. INTRODUCTION

Dental caries is defined as a localized acid
attack of the dental hard tissue as a result of the
metabolism of bacterial plaque biofilm [1]. The
caries process consists of rapidly alternating
periods of tooth demineralization and
remineralization, leading to the initiation of
specific lesions at particular anatomical sites on
the teeth [2]. In vitro models under different
experimental conditions simulate high cariogenic
situations, aiming at developing artificial lesions
comparable to those produced in vivo [3].

Ten Cate and Duijsters [4] first identified the
mineral imbalance in enamel subjected to
pH-cycling (pHc), as an experimental model to
create artificial caries lesions in vitro. The pHc
model involves a series of combined
demineralization and remineralization cycles
designed to simulate the dynamics of mineral
loss and gain involved during caries formation
[5]. In addition to the artificial formation of
caries processes, the pHc has also been used
for many other purposes, e.g., to simulate pH
oral fluctuation [6], to test agents for caries
formation [7], for prevention and treatment [8],
and even for the creation of erosive lesions [9].
Overall, these applications employ different
methodologies by modifying some of the
experimental parameters (i.e., exposure time,
pH, number of cycles and chemical composition
of demineralization-remineralization
solutions), depending on the particular
research objectives.

Considering the large number of reported
protocols for the pHc model, the importance of
having summarized data, based on a systematic
search of the scientific literature should be
highlighted for caries research. Currentresearch
and analysis provide an accurate and precise
assessment for i1 vitro investigations involving
carious processes.

Therefore, the objectives of this systematic
review were to evaluate the available scientific
literature, to characterize and analyze the
methodological approach and uses of the pHc
model in caries formation. Likewise, this work
aimed at quantifying, by meta-analysis, the
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demineralization effects produced by the pHc
procedure from the mechanical properties of
teeth and depth of demineralization in dentine.
Additionally, in this review we propose a
specific procedure for dental caries research
using pHc in order to standardize this in vitro
demineralization method.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. ELIGIBILITY CRITERIA

The currentsystematicreview was developed
according to the PRISMA (Preferred Reporting
Items for Systematic Reviews and Meta-
Analyses) checklist methodology [10]. For this
search, the included studies satisfied the
following criteria: (1) use pHc in vitro model
for the development of artificial dentine caries
lesions. In addition, (2) studies conducted to
test the remineralization agents or previous
procedures to pHc were included if at least one
experimental or control group was not pre-
treated. Moreover, (3) studies performed to
test the remineralizing products during pHc
were also included when there was an
independent experimental or control group
treated with distilled / deionized water. Studies
performed in enamel, cementum, natural
caries, restorations and other dental materials

were excluded. Furthermore, studies employing
lesion formation by another in vitro model (i.e.,
static or microbiological model) were not
considered. Erosion studies, review articles
and books were also excluded from the
reference search.

2.2. SEARCH STRATEGY

An electronic bibliographic research was
performed in the following databases: Medline
- National Library of Medicine (PubMed), Web
of Science (Thompson Reuters) and Scopus
(Elsevier). The search was limited to the English
language but not to date. The search was
performed using controlled wordings through
Medical Subject Headings (MeSH terms) and
open terms around “caries”, “pH cycling” and
“dentine”. The search was first carried out in
the PubMed database and then fitted to Web
of Science and Scopus. From the eligible
studies, a reference search was conducted in
order to include other related studies.

2.3. SCREENING AND REFERENCES
SELECTION

All references were managed with the Ryyan
QCRI online software [11]. Abstracts and titles
were subjected to a screening process by two
reviewers (co-authors: #1 and #2), who followed
a flow chart as an assistant tool for references
selection (Fig. 1).

- Yes®
Pre-treated 7
2 - <\ Z b
< . Caries induction
b T m 3 n T
In vitro .y \

Fig. 1. Flow chart for screening and references selection. Excluding references;
1: in vivo studies, erosion studies, reviews, books and off topic studies;
2: studies on enamel, cementum, materials, restorations and natural caries;
3: remineralizing agents or procedures before pH-cycling (pHc);
4: caries formation by microbiological or static model.

Treatment during pHc (including remineralizing agents, artificial saliva, laser therapy, etc.).
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2.4. RISK OF BIAS ASSESSMENT

The assessment of risk of bias was performed
on the basis of CRIS guidelines (Checklist for
Reporting In-vitro Studies) [12], fitted to the
characteristics of the current systematic review.
For this purpose, the following parameters
were extracted from the references: sample size
calculation, sample selection (i.e., sound/
healthy teeth, caries-free or free crack teeth),
explanation of sample preparation,
randomization of groups, subgroups and
testing machines, presence of a controllocation/
group [negative (sound) or positive (natural
caries) control], description of the solutions and
of the pH used during cycling, solutions
renovation, and blinding operator of testing
machines. In the event that the authors report
any of the above parameters, it was set “+” or,
inversely, “-” if the data was not reported.
Based on these assignments, studies that
received between one to three “+” were
considered to be high risk of bias (-), four or
five were considered as medium risk of bias
(*2), and those above were considered to be at
lowest risk of bias (+).

2.5. DATA EXTRACTION AND
STATISTICAL META-ANALYSIS

From the studies included, the following
data and information were extracted: dental
structure, demineralizing solution composition,
immersion time and pH of the demineralizing
solution, remineralizing solution composition,
immersion time and pH of the remineralizing
solution, pHc temperature, agitation/ stirring
of solutions, type of induced caries, and pHc
evaluation tests and characterization (i.e.,
analytical techniques).

Meta-analysis was performed separately for
the most commonly used pHc evaluation tests.
For this purpose, two subgroups were
compared: 1) type of dentition: primary vs.
permanent teeth and 2) type of teeth: human

vs. bovine teeth. Selected studies performed a
negative control group (sound dentine/
untreated dentine) and an experimental group
(artificially created caries by pHc). Data
extraction was made according to Cochrane
Handbook for Systematic Reviews of
Interventions [13], indicating mean, standard
deviation and sample size obtained from the
selected studies, when such data was available.
Analysis was carried out with Review Manager
software (RevMan version 5.3 software,
Cochrane Collaboration; Copenhagen,
Denmark) with random effects model, a
statistical significance established as a p-value
< 0.05 and using as effect measure the mean
differences between sound dentine and
artificially created caries through pHc. Besides,
in the event that no negative control group was
performed, an estimation of the effect and
standard error of data was done. For quantifying
heterogeneity, the I? test was interpreted as
follows: 0%-40% (not important), 30%-60%
(moderate heterogeneity), 50%-90 % (substantial
heterogeneity), and 75%-100% (considerable
heterogeneity) [13].

3. RESULTS

3.1. SEARCH AND STUDY SELECTION

The search strategy using PubMed, WOS,
Scopus and other references search included a
total of 661 studies. The combinations of terms
used in the literature search resulted in a
number of 340 duplicates that were excluded.
Therefore, 321 records were screened following
the eligibility criteria and, as a result, 254
studies were excluded. Sixty-seven studies
[14-18,22-31,33-73,75-85] were selected for
qualitative analysis and 32 studies for further
inclusion in meta-analysis [15-17,22,23,26-28,
35,36,39,43,46,47-51,53-55,58-61,65,67,
68,70-72,85] (Fig. 2).
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= PubMed: #193 Scopus: #168 WOS: #294 Other sources: #6
2
®
=
=
k=
L7}
= #661 records
#340 duplicates
R
-
= #321 records
g
a
#254 excluded:
e
Off topic n=18
Other languages n=5
Reviews n=8
Books: n=1
Enamel n=47
Cementum n=5
Enamel and cementum n=1
Materials n=2
= Restorations n=44
= Pretreated dentine n=6
g Treatment n=3
wa Natural caries n=4
Caries formation by n=57
other models:
-Static n=52
-Microbiological n=5
Erosion n=53
=
=

Fig. 2. Flow diagram reference selection based on PRISMA checklist

3.2. METHODOLOGICAL FEATURES

Table 1 summarizes the methodological
features from each reference. The dental
substrates used for pHc model in dentine were
mainly human teeth (50 studies) representing
around 75% of the included studies, compared
to bovine teeth (16 studies, around 24%
remaining). One study compared human
dentine with bovine dentine (1%). Considering
all studies, crown (45 studies) or root dentine

(22 studies) were employed, representing
around 67 % and 33 %, respectively. For human
teeth, only three studies used both permanent
and primary teeth for comparison, and one
study employed bovine and human teeth.
Without taking into account the four previously
mentioned records, 30 studies used permanent
teeth, while 17 studies used primary teeth. For
bovine teeth, seven studies used crown and
nine, root dentine.
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Abbreviations: CAD, caries-affected dentine;
CID, caries-infected dentine; DS, demineralizing
solution; RS, remineralizing solution; NR, not
reported; t, times; MRG, microradiography;
PLM, polarized light microscopy; nTBS,
microtensile bond strength; SEM, scanning
electron microscopy; EDS/EDX; energy
dispersive x-ray spectroscopy; ICP-OES,
inductively coupled plasma-optical emission
spectrometer; AAS, atomic absorption
spectrophotometer; Micro CT, micro computed
tomography; TEM, transmission electron
microscopy; EPMA, electron probe micro
analysis; uSBS, microshear bond strength; CLSM,
confocal laser scanning microscopy; XRD, X-ray
diffraction; BSE, back scattered electron; FE, field
emission-gun; DRM, relative remineralization
depth; IRIV[’ relative remineralization intensity;
HPLC, high-pressure liquid chromatography;
ATR-FTIR, Attenuated total reflection Fourier
transformed infrared spectroscopy; PIXE, p-
particle-induced X-ray emission; PIGE, particle-
induced gamma emission; TGA,
thermogravimetry

During pHc, the composition of demineralizing
and remineralizing solutions varied at specific
concentrations. For demineralizing solutions, the
molar concentrations for calcium compounds
ranged from 1.5 mM-3 mM using CaCl, or 1.4
mM for Ca(NQ,),, for phosphates salts molar
concentrations ranged from 0.9 mM-3 mM for
KH,PO, and 0.91 or 2.2 mM for NaH,PO,, while
the acid butfers employed were acetic acid (50,
75, or 750 mM), acetate buffer (0.05 mM or 50
mM) or 50 mM lactic butfer. Regarding the
remineralizing solutions, the molar concentrations
for calcium were 1.5 or 2.25 mM for CaCl, and
1.5 mM for Ca(NO,), for phosphates ranged
from 0.9 mM-130 mM employing KH,PO,, and
0.9mMwhen usingNaH,PO,. Another compound
added to the remineralizing solution was KCl,
with molar concentrations ranging from 0.15
mM-150 mM. Other less used compounds were
NaF, CszNaOZ, HEPES buffer and Tris buffer
added to the remineralizing solution. Only two
studies used collagenase in remineralizing
solution [30,65].

The immersion times during pHc in
demineralizing solutions were mostly 8 h, with
an upper and lower limit of 24 h and 0.5 h,

respectively. The acidic pH in the demineralizing
solution ranges from 3.0 to 5.0. For remineralizing
solutions, 16 h was the most widely used time,
the upper limit being 45 h and the lower 0.5 h.
In the remineralizing solution, the pH was
neutral, whereas 7.0 and 7.4 were the most
common values. Some studies used a higher
number of shorter cycles in the demineralization
phase, with the aim of simulating the exposure
conditions similar to the usual daily intake
[46,58]. Other studies used exclusive time scales
to test remineralization products, 2 h being the
most common time of exposure.

Although some studies did not report the
temperature, the most frequently used values
were room temperature and 37°C (body
temperature). The application days ot the pHc
ranged from one to 21 days, 14 days being the
most common time to induce caries-affected
dentine (CAD). Although some studies only
referred to “artificial caries lesions” or even did
not report the type of induced caries, most of the
included studies reported CAD induction and
only one [45] reported caries infected dentine
(CID) induction.

Themainprotocolsused forthe characterization
of the samples subjected to pHc were microtensile
bond strength (uTBS) and the hardness tests. In
addition, other analytical techniques were also
frequently used to characterize the compositional
and microstructural properties of the samples:
scanning electron microscopy (SEM) coupled
with energy dispersive x-ray spectroscopy (EDS/
EDX) detectors, microradiography (MRG) and
polarized light microscopy (PLM). Other less
used analytical techniques employed in these
studies were microcomputed tomography (Micro
CT), confocal laser scanning microscopy (CLSM),
and Raman spectroscopy.

3.3. RISK OF BIAS ASSESSMENT

The study on the risk of bias is reported in
Figure 3, indicating the percentage for each item
and the average for the total included studies.
Thirteen studies presented high risk of bias
(score below three “+”), most of them had
medium risk (41 studies with score four or five
“+"”), and 13 studies low risk of bias (score up to
six to eight “+”). Among them, the more common
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risks of bias were: (1) no sample size calculation
and (2) no blinding operator to testing machines.

Sample size calculation
Sample selection
Sample preparation
Randomization

Control

Solutions/pH description
Solutions renovation

Blinding

Risk of bias

o
R

25% 50% 75%

=]
=
2

I Bl Low risk of bias (+) [[JMedium risk of bias (1/2) [llHigh risk of bias (-) I

Fig. 3. Summary of quality and risk of bias
assessment for each item studied included

Figure 4 shows the detailed report of the risk
of bias for the analyzed references. From the
studies with low risk of bias, only two described
sample size calculation and blinding operator to
the testing machine [70,77]. Regarding
randomization, several studies received “-”,
because there was no randomization to
experimental subgroups or test machines. In a
particular study, due to lack of complete
“randomization” in the design of the experimental
groups and the evaluation test, the item received
“-”. In the solutions/ pH description item, only
sevenstudiesreceived “-”, including a proceeding
paper [18], which did not report solutions
composition.

Fig. 4. Risk of bias assessment for the references included in the study

3.4. META-ANALYSES

For meta-analyses, nTBS was the most
employed evaluation test, followed by hardness
test, MRG and LPM, resulting in 32 studies
included for quantitative analyses. For the
adhesion test (uTBS), studies that reported
immediate bond strength, untreated samples
and adhesive systems used according to
manufacturer’s instructions were considered.
Regarding the hardness test, only cross-sectional
hardness studies that considered 20 pm depth
and immediate pHc were taken into account
when measurements were performed at different
depths. The effect of pHc demineralization has
been limited to 100 pm depth in dentine [25],
increasing the heterogeneity of the meta-analysis
results up to this limit. Three global analyses
were performed, considering the type of dentition
(permanent vs. primary teeth) and type of teeth

(human vs. bovine teeth) for the pTBS test, and
type of teeth (human vs. bovine teeth) for the
hardness test. Analyses on the type of teeth for
the hardness test were not performed, as only a
few studies were conducted on this topic (#3
references: two studies for permanent teeth vs.
one for primary teeth).

Forest plots of the pTBS and hardness tests
meta-analyses are shown in Figures 5-6,
respectively. The three analyses showed
differences between sound/ untreated dentine
and pH cycled dentine (p < 0.001), with a
heterogeneity I*> 90%. With respect to the nTBS
test (Fig. 5), there were differences between
sound/ untreated dentine and the dentine
submitted to pHc in all subgroups. Permanent
(I*=96%) and primary (I*’= 82%) teeth subgroups
had p-values = 0.008 and < 0.001, respectively
(Fig. 4-Left). For human (I> = 93%) and bovine
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teeth (= 0%), the p-values were < 0.001 for both

subgroups (Fig. 4-Right).

hardness test (Fig. 6), the analyses revealed
differences (p < 0.001) with I* =
untreated dentine and pHc dentine. Furthermore,

significant differences were

Regarding the
99% for sound/

found for both

Sty o Sotgre.
TS Randn
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human and bovine teeth subgroups meta-
analysis (p < 0.001) with I> = 98%. Forest plots for
MRG and LPM are shown in Figure 7. The overall
effect had p-values < 0.001 for both tests (I>=
99%). The depth of demineralization was 194.95
pmand 298.17 pm for MRG and LPM, respectively.
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Fig. 5. Forest plots for microtensile bond strength of adhesives systems:
permanent vs. primary teeth (Left), and for microtensile bond strength of adhesive systems:

human vs. bovine teeth (Right)
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for polarized light microscopy - PLM (Right)
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4. DISCUSSION

The pHc is considered a simple experimental
procedure used as a preliminary step in many
investigations, addressingmany methodological
aspects, depending on the research. The pHc
procedure was initially created for the
development of artificial caries lesions in the
enamel [4], which were later transferred to
dentine, simulating the loss or gain of mineral
in both substrates. This procedure has the
advantage of simulating a dynamic carious
process in which demineralization is higher
than remineralization, in opposition to the
static method using butfers or acid gels,
ultimately producing caries lesions. Despite
pHc limitations, such as incomplete chemical
simulation of oral conditions or lack of bacterial
activity [86], it is an in vitro model often used
incariesresearch. Inthisregard, acomprehensive
systematic search and meta-analysis of the
experimental parameters employed during
pHc is of great interest for determining the
methodological conditions required for specific
studies in dental research.

Worth noting is the large number of pHc
studies conducted on primary teeth, despite the
difficulty of gathering them. There are several
differences between primary and permanent
teeth in terms of their chemical composition
and microstructural characteristics (e.g., enamel
thickness, phosphate and calcium concentration
in dentine) [87]. Between these differences, the
lower relative content of mineral and organic
components in the primary teeth [88,89] makes
them more susceptible to demineralization. On
the other hand, bovine teeth are presented as
an alternative to human teeth due to some
compositional and structural similarities
[90,91], two systematic reviews performed with
meta-analysis supporting their reliable
substitution in bond strength studies [92,93]. To
date, there is one study comparing the etfect of
the pHc method between bovine and human
dentine [84]. So far, most of these comparative
researches employed other methods to induce
artificial caries [94,95] or used healthy teeth
[96,97]. The limited use of bovine incisors may
be due to the fact that the characteristics of

human teeth approach more closely to a real
clinical situation, allowing the results to be
extrapolated to dental practice.

Regarding the compounds and concentrations
of the demineralization and remineralization
solutions, an extensive part of the research
followed the concentration ranges existing in
the oral fluid reported by Jenkins [98]. The
demineralizing solution is acidic, with critical
limit of pH values = 5.5 and 4.5 for the solubility
of hydroxyapatite (HAp) and fluorapatite (FAp)
[99], being undersaturated with respect to the
inorganic phases providing mineral loss, which
simulates the acid attack by bacterial metabolism.
On the other side, remineralizing solutions aim
at acting as the composition of saliva, through
the concentration of Ca*, (PO 4)‘3, and F ions at
a neutral pH, promoting the formation of HAp
and FAp in the dental substrate [99]. Overall,
the demineralizing and remineralizing solutions
tend to simulate the loss and gain of minerals,
respectively, limiting the effect on the organic
components of the dental tissue. Several studies
propose to use collagenase in order to promote
the degradation of the demineralized collagen
matrix, approaching the actual situation in a
carious process [7,30,65]. In the pHc, collagenase
acts in the remineralizing solution [7] unlike
under in vivo conditions, where not only
bacterial collagenase or dentine
metalloproteinases, but also salivary
metalloproteinases are active [100,101].

The pHc makes use of different experimental
parameters, such as immersion/ exposure time,
pH, agitation, temperature and duration (days)
of the pH cycle, which decisively influence the
resulting demineralization. Exposure times (i.e.,
demineralization and remineralization duration
cycles) are based on the changes occurring in
the oral environment during food intake. On
one side, demineralization times correspond to
the period in which the teeth are exposed to the
simulated bacterial acids, while remineralization
corresponds to the time intervals between these
acid exposures [22,46]. Herkstroter et al. [14]
demonstrated that a 1:1 ratio for the
demineralization/ remineralization cycles
showed higher mineral loss than other
experimental exposure ratios (e.g., 1:2, 1:3, and
1:4). Likewise, de-Melo et al. [41] showed that
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mineral loss was significantly higher when the
number of days/ cycles of pHc increased.
Regarding the experimental temperatures, the
mostcommon were 37°C and room temperature.
However, in vitro erosion studies showed an
increase in the effects of demineralization
erosion with the temperature of acidic solutions
[102-104]. This increased mineral alteration is
explained by the influence of higher temperatures
on thereaction rates in solutions [104]. Moreover,
the effect of pH lies in the fact that a decrease
in pH condition logarithmically increases the
solubility of apatite [105,106]. As previously
mentioned, the recommended pH values for
pHc associated with the natural process of
caries range between 5.0 and 4.5, since a lower
pH would result in a dental erosion unrelated
to caries process [99]. Regarding the agitation
and/or stirring of solutions, Eisenburger and
Addy [103] showed the strong relationship
between the depth of erosion and the effect of
the mechanical stirring of solutions, explained
by the enhanced mobility and ion exchange
and, consequently, the increasing rate of tooth
demineralization.

Regarding analytical techniques, the
references mainly employed pTBS and hardness
tests to assess the mechanical and physical
properties of pHc samples. The pTBS
methodology, implemented by Sano et al., [107]
consists of evaluating the effectiveness in the
adhesion of different materials and,
consequently, in predicting the longevity of
dental restorations [108]. The hardness test
consists of measuring the resistance of a material
or dental substrate to the penetration of a
mechanical indenter. In addition, the hardness
data obtained also provides information on the
mineral loss in dental substrates [17,41].
Transverse MRG was used to observe and
measure the mineral loss in the substrate profile,
and to quantify the lesion depth caused during
the pHc, the later being also characterized by
PLM. SEM observations were also carried out
for the morphological analysis of the interfaces
or nanoleakage evaluation, as well as for
examining the failure mode in bond strenght
studies. In situ characterization techniques, such
as SEM coupled with EDS/EDX detectors or
electron probe microanalysis (EPMA), were

used to determine the chemical composition of
the mineral component. Furthermore, other
spectroanalytical methods, such as atomic
absorption spectrophotometer (ASS) and
inductively coupled plasma optical emission
spectrometer (ICP-OES), were employed for
elemental analysis.

In order to quantify the demineralization
yielded by pHc, a meta-analysis was performed
on a total of 31 studies, including the four main
analytical techniques for sample characterization
(i.e., nTBS, hardness, MRG and PLM). All
analyses showed considerable heterogeneity (I*
> 90%) in all subgroups, except bovine teeth
subgroup (I* = 0%) for pTBS, as only two
references with similar data (i.e., mean, standard
deviation and sample size) met the inclusion
criteria. Since heterogeneity is inevitable by
methodological diversity [109], a common factor
for this heterogeneity was the variety of pHc
protocols and, even if less considered, the
biological variability of samples. The increased
heterogeneity for nTBS results may be due to
the type of adhesive systems considered (etch-
and-rinse, self-etch and multimode adhesives).
Comparing the studies on human vs. bovine
teeth, the human subgroup included permanent
and primary teeth so that the morphological
and structural differences between them favor
the observed heterogeneity. Similarly, the
heterogeneity for the hardness test is also
increased by considering the permanent and
primary teeth together, as well as by the
analytical differences in the results between the
microhardness and hardness tests in the
included studies. In PLM meta-analysis, all
studies used human teeth while, in MRG, five
studies used human and only one study used
bovine teeth. The heterogeneity observed for
these results can be explained by some of the
reasons mentioned above (i.e., variety of pHc
protocols, biological variability of samples and
differences between human and bovine teeth).
Despite the considerable heterogeneity, the
forest plots showed that the direction of effects
is clearly favoring pHc (i.e., producing a
demineralization of substrates), where the uTBS
and hardness values decreased with respect to
the sound/ untreated dentine. Likewise, the
comparative analysis of the results describing

International Journal of Medical Dentistry

603

114



Juan Sebastiin ZULUAGA-MORALES, Maria Victoria BOLANOS-CARMONA, Pedro ALVAREZ-LLORET

the depth of the lesion using MRG and LPM
techniques gave ranges between 200-300 pm,
considering the heterogeneity of the included
studies.

Through the years, many pHc models have
been developed and described in literature. In
accordance with the research objectives, we
distinguish the pHc protocols as aiming: 1) to
induce a previous caries lesion, and 2) to test
the etfects of the targeted remineralizing agents.
The first approach for evaluating a method to
induce CAD was proposed by Erhardt et al., [25]
although this procedure was not validated with
natural caries. Later on, Marquezan et al. [26]
aimed at evaluating artificial caries by using
three different caries induction methods (i.e.,
static, pHc and microbiological), based on
hardness analysis and morphological
characterization techniques. From this
procedure, several methodological variations
were introduced, for example; removing NaF of
the solutions, increasing the immersion time
and pH of the demineralizing solution, reducing
the immersion time in the remineralizing
solution, duration of the procedure and room
temperature and agitation conditions.
Nowadays, the principle of minimally invasive
dentistry has prompted research on the
induction of artificial caries that reproduces the
characteristics of residual caries remaining
underneath the restorations after selective
removal [110]. In the current research, only one
of the studies included in the analysis [45] was
aimed at inducing CID through pHc, although
it was not evaluated with positive controls
(natural caries). Summarizing, on the basis of
the methodological aspects discussed in this
review, the recommended parameters to
develop the pHc procedure are: 1) maintaining
the composition and concentration for the de-
and remineralizing solutions in the ranges
described, 2) immersion in demineralizing
solution for three periods of 2 h each, 3)
immersion in remineralizing solution for three
periods: two per 1.5 h (between demineralization
periods) and one for 15 h (overnight), 4)
maintaining the pH between 4.5 and 5.5 in the
demineralizing solution, 5) keeping the pH at

collagenase in the remineralizing solution, 7)
agitation and 37°C temperature, 8) the days of
execution must be validated with natural
residual caries.

5. CONCLUSIONS

The current study reports that the pHc model,
widely accepted by cariology researchers, is a
feasible and reproducible procedure to simulate
different types of caries lesions in dentine.
Although most of the included studies have a
medium risk of bias and heterogeneity of results,
the performed quantitative meta-analysis shows
a well-defined eftfect that indicates pHc as an
etfective procedure to produce in vitro
demineralization.
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