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Resumen 
Introducción 

La caries dental es una enfermedad dinámica, multifactorial y no transmisible que resulta 

en la pérdida mineral y la degradación del colágeno de los tejidos dentales afectados. La 

simulación in vitro de la caries natural resulta de gran importancia en la investigación 

odontológica para el desarrollo y optimización de tratamientos clínicos más eficaces. El 

método de ciclaje de pH (CpH) es un procedimiento dinámico para la simulación de caries 

que consta de periodos alternos de des-remineralización. Por otro lado, el desarrollo de 

procesos de remineralización biomimética se perfila como una vía para superar la 

remineralización incompleta de la dentina (extra e intrafibrilar) durante el manejo de la 

caries. Para ello, el fosfopéptido de caseína-fosfato de calcio amorfo (FPC-FCA) y el 

péptido de autoensamblaje (PAE) P11-4 se han propuesto como alternativas biomiméticas 

al flúor (F-) para la remineralización en procesos cariosos. Esta tesis propone: i) evaluar 

la viabilidad del ciclaje de pH (CpH) en diferentes tiempos experimentales para la 

simulación de caries residual y ii) determinar el efecto en la composición química de la 

dentina desmineralizada de cuatro productos remineralizadores: solución de fluoruro de 

sodio al 0.2 % (NaF), FPC-FCA, PAE P11-4 y PAE P11-4 en combinación con 

monofluorofosfato de sodio (MFFS) sobre caries residual artificial obtenida mediante 

CpH. 

Materiales y métodos 

Para la primera fase -desmineralización-, se obtuvieron rodajas de dentina de terceros 

molares sanos. Estos especímenes se sometieron a periodos experimentales de CpH de 

14 y 28 días. También se obtuvieron muestras de caries natural residual de molares 

cariados (ICDAS #5). La composición química y las propiedades microestructurales y 

morfológicas de las muestras de dentina se examinaron mediante espectroscopía 

infrarroja por transformada de Fourier-Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) y Raman, 

difracción de Rayos X (XRD) y microscopía electrónica de barrido/energía dispersiva de 

Rayos X (MEB/EDX).  Además, la profundidad del frente de desmineralización se evaluó 

mediante la tinción tricrómica de Masson (TTM). Para la segunda fase -remineralización- 

también se obtuvieron rodajas de dentina de terceros molares sanos y se asignaron a seis 

grupos: dentina sana (DS), CpH por 28 días (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 + 
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Curodont™ Repair (P11-4). Posteriormente, las muestras se sometieron a una solución 

remineralizadora durante 24 h con objeto de evaluar la remineralización en una fase 

temprana, en condiciones ideales. La composición química a nivel molecular de las 

muestras se analizó mediante técnicas espectroscópicas de ATR-FTIR y Raman. 

Resultados 

El procedimiento de CpH provocó cambios notables en la composición mineral y en las 

características cristalinas con respecto a la DS y, en cierta medida, similares a los 

identificados en la caries natural. Dentro de ellos, se observó la disolución de carbonatos 

inestables-lábiles, pérdida de fosfatos de la matriz orgánica y disminución de la 

cristalinidad. A nivel morfológico, las imágenes de MEB mostraron algunos túbulos 

dentinarios ocluidos y otros con apertura extensa. Los resultados obtenidos mediante   

TTM revelaron que el CpH 28 produce una lesión más profunda que el CpH 14, simulando 

la progresión potencial de la caries natural con el tiempo de experimentación. Por otro 

lado, los productos remineralizadores (PR) aplicados en caries residual artificial, 

produjeron características tales como la formación de fosfatos asociados a diferentes 

ambientes de cristalinidad, la deposición mineral en la matriz orgánica y la mejora de la 

cristalinidad del componente mineral de la dentina. 

Conclusiones 

El CpH es un método químico-dinámico adecuado para la simulación de caries en dentina. 

Los resultados experimentales de este estudio permiten comprender mejor los 

mecanismos de desmineralización que podrían 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 

investigación permite ampliar la comprensión 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 podría considerarse una alternativa adecuada para el tratamiento y 

la remineralización de las lesiones producidas por caries en la dentina. 
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1 Introducción 
1.1 Diente 

Los dientes son órganos que están unidos a los maxilares superior e inferior, constando de 

tejidos duros o mineralizados (esmalte, dentina y cemento) y blandos (pulpa) (Figura 1). La 

función principal de los dientes es la masticación, siendo también esenciales para mantener un 

habla correcta. Aunque los dientes difieren en tamaño y forma, histológicamente son similares 

(1). Los tipos de dientes y sus posiciones en los maxilares están determinados por lo que se 

llama un “patrón de la dentición” donde se ve involucrada la expresión de diferentes genes. La 

determinación del patrón de la corona es un proceso notablemente coherente, siendo los 

dientes de los mamíferos, heterodontos (de diferente forma): incisiformes, caniformes y 

molariformes (2). A continuación, se describirán los tejidos duros que conforman la corona del 

diente. Las dimensiones se refieren a la dentición permanente. 

 

Figura 1. Anatomía del diente y sus tejidos de soporte. Tomado y modificado de de La Dure-Molla et al., (3) 
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• Esmalte: Es la capa más externa del diente cuyo grosor oscila entre 2.4 a 2.6 mm. Esta 

estructura es el tejido más mineralizado del diente, siendo también el de mayor dureza 

del cuerpo humano. Diariamente, el esmalte está sometido a una amplia gama de 

esfuerzos mecánicos como tensiones, esfuerzos, y cizallamientos derivados del contacto 

con los dientes adyacentes y los alimentos; así como a la exposición a los ácidos 

resultantes del metabolismo de las bacterias presentes en la biopelícula (1,4). El 

esmalte está compuesto por aproximadamente 96% de componente mineral 

(principalmente hidroxiapatito -HAp- carbonatado), 4% de material orgánico 

(proteínas y lípidos) y una pequeña cantidad de agua (Tabla 1) (1,5). La composición 

química del HAp corresponde a la fórmula estequiométrica (Ca10(PO4)6(OH)2) (6), cuya 

red cristalina es de simetría hexagonal conformada por tetraedros de PO43- e iones de 

Ca2+ (7). Sin embargo, el HAp presente en los dientes está 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 ácidos (7,8). Las 

unidades  fundamentales de organización en el esmalte son los prismas de HAp y la 

sustancia interprismática (9). Los cristales de HAp se disponen principalmente con sus 

ejes mayores (correspondientes a la dirección según eje c) paralelos a los ejes 

longitudinales de los prismas. Sin embargo, en la periferia de cada prisma, los cristales 

se desvían levemente de esta orientación, produciendo una interfase entre los prismas 

donde tiende a existir un mayor espacio intercristalino (10). Este espacio podría ofrecer 

vías de difusión dentro del tejido, una característica importante en relación con la caries 

y su posible desarrollo. Los cristales interprismáticos pueden existir como estructuras 

separadas, pero a menudo resulta difícil 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 orgánico aumentan en esta dirección (8). 
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Figura 2. Estructura cristalina del HAp. Proyección hexagonal general de la disposición 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 
et al., (13).  

 

• Dentina: La dentina es un tejido mineralizado, elástico, blanco-amarillento, avascular 

que encierra la cámara pulpar. Por otra parte, la dentina, al ser un tejido más resistente 

que el esmalte (frágil, debido a su alto contenido mineral), brinda apoyo a este último, 

evitando su posible fractura a causa de las fuerzas debidas a la masticación (1). La 

dentina está compuesta por 70–75% mineral, 18–21% matriz orgánica y 4–12% agua 

(14). El componente inorgánico también está formado por HAp, mientras que el 

componente orgánico se compone principalmente por proteína fibrilar colágena (tipo 

I) junto con diversas proteínas no colágenas que actúan como moduladores durante 

mineralización del tejido (Tabla 1). Asimismo, la dentina contiene las prolongaciones 

citoplasmáticas de los odontoblastos (células implicadas en la formación de  la dentina) 

que pueden ser estimulados por diversos procesos para depositar dentina según lo exija 

la ocasión (1). 

La microestructura de la dentina está dominada por la presencia de túbulos dentinarios. 

Estos túbulos están rodeados por una región peritubular hipermineralizada (dentina 

peritubular), y que a su vez se haya embebida en una matriz intertubular (dentina 

intertubular) formada principalmente por colágeno tipo I que engloba cristales de HAp 
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y fluido dentinario, todo ello configurando un complejo entramado. Los túbulos se 

extienden desde la cámara pulpar hasta la unión amelodentinaria. Estos canales varían 

en número y pueden representar desde el 1% (0.8 mm de diámetro) del área total de la 

superficie de la dentina cerca de la unión amelodentinaria y aumentar en dirección a la 

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

 

Tabla 1. Componentes orgánicos presentes en esmalte y dentina. 

Componente 
orgánico 

Esmalte  Dentina 

Principales proteínas 
de la matriz 

Amelogenina Colágeno tipo I, tipo III y trazas de colágeno V 
y VI 

Otras proteínas de la 
matriz 

No amelogeninas: No colágenas: 
Sialofosfoproteína 
Glicoproteína 
Fosfoproteína 

Ameloblastina 
Enamelina 

Proteoglicano En discusión SLRP 
Proteinasas de la 
matriz 

MMP-20 (enamelisina) 
KLK-4 

Enzimas implicadas en el procesamiento del 
colágeno y otras necesarias para degradar la 
matriz 

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

 

1.2 Caries dental 

La caries dental se define como una enfermedad dinámica, no transmisible y multifactorial 

(factores biológicos, comportamentales, psicosociales y ambientales); mediada por la 

biopelícula -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 degradación del colágeno de los tejidos duros del diente (17–19).  

El proceso dinámico de la caries dental consiste en periodos de desmineralización y 

remineralización dental que se alternan rápidamente y que, si se produce una 

desmineralización neta durante el tiempo suficiente, dan lugar al inicio de lesiones de caries en 

determinados lugares anatómicos de los dientes (Figura 3). El desequilibrio entre factores 

protectores -aquellos que promueven la remineralización y detienen la lesión- y factores de 

riesgo -aquellos que modifican el balance en dirección hacia la aparición y progresión de la 

caries dental- influirán de manera determinante en el inicio y desarrollo de esta enfermedad 

(17,20). 
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Figura 3. Ciclo de desmineralización y remineralización 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 observación al microscopio, la lesión producida por la caries sigue la 

dirección divergente hacia oclusal de los prismas del esmalte. Esta morfología durante la 

evolución de la caries es debida a que la desmineralización avanza a lo largo y lateralmente de 

los prismas del esmalte (4).  

Los microorganismos presentes en  la biopelícula (siendo los estreptococos del grupo mutans 

los que desempeñan un papel importante en el inicio de la desmineralización) generan 

compuestos ácidos (predominantemente, ácido láctico) como producto final del metabolismo 

de carbohidratos fermentables, principalmente azúcares (17,22,23). Estos ácidos hacen que el 

pH descienda hacia valores en los que la interfaz biopelícula-esmalte se subsatura y 

desmineraliza parcialmente la capa superficial del diente (17). La pérdida mineral incrementa 

la porosidad del esmalte, permitiendo que los ácidos se difundan a mayor profundidad y 

continúen desmineralizando la subsuperficie. Si la pérdida mineral  es suficiente, aparece la 

lesión de mancha blanca, la cual es clínicamente importante, pues hasta esta etapa, esta lesión 

puede ser detenida o revertida (24). El ambiente ácido, es responsable de la desmineralización 

del esmalte y posteriormente, del componente inorgánico de la dentina, pero no es capaz de 

progresar en la matriz orgánica de esta última, ya que la degradación de colágeno es un proceso 

de carácter enzimático. El ácido láctico en la dentina, producido por bacterias acidogénicas es 

responsable de la activación de la matriz de metaloproteinasas (MMP), especialmente MMP del 

huésped, las cuales podrían descomponer la matriz orgánica (25).  
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• Diagnóstico: Aunque existen sistemas de diagnóstico novedosos que se basan en la 

medición de señales o respuestas físicas del proceso de caries (e.g., Rayos X, luz láser, 

transmisión de corriente eléctrica, etc.) (20), el Sistema Internacional de Clasificación y 

Manejo de la Caries (en inglés, ICCMS), realiza la detección y evaluación de la caries 

dental a través del Sistema Internacional de Detección y Evaluación de Caries (en inglés, 

ICDAS). Este sistema de detección y evaluación visual y táctil clasifica las fases del 

proceso de caries en función de la extensión histológica y la actividad. Se ha diseñado 

para su uso en la práctica clínica, la educación, la investigación y la salud pública; 

proporcionando un lenguaje común para la estadificación de la caries que se utiliza cada 

vez en más países (Figura 4) (26). 

 

Figura 4. Códigos visuales clínicos ICDAS, basados en la evidencia de la extensión histológica 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 afección más 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 niños en todo el mundo. Un trabajo 

de revisión concluye que, aunque la prevalencia de caries dental ha disminuido, sigue siendo 

prevalente en todos los grupos etarios (28). En las últimas cuatro décadas, la prevalencia y la 
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gravedad de las lesiones de caries de dentina en niños de entre 5 a 12 años ha disminuido, con 

la prevalencia más baja entre los niños de 12 años y en personas entre los 35 a 44 años en los 

países de mayor renta per cápita (28). Entre los niños, 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 más comúnmente asociadas a una peor calidad de vida relacionada 

con la salud bucodental en adultos (30). De hecho, la caries es la principal causa de años de vida 

ajustados por discapacidad (AVAD) en el ámbito de la salud bucodental entre las personas ≤35 

años de edad (27). 

 

1.3 Remineralización 

La remineralización es el proceso de restauración mineral, a través de la transferencia de 

aniones y cationes, a sitios de nucleación donde se forman y desarrollan estructuras 

mineralizadas (31). La remineralización de la dentina cariada puede ocurrir de forma 

espontánea, mediante la incorporación de iones provenientes de la saliva sobre los cristalitos 

remanentes; o mediante tratamientos (fuentes externas) que incorporan dichos iones (32). El 

proceso de remineralización de la dentina puede ocurrir a través de dos vías (33):  

• Vía clásica: Unidades primarias como iones, átomos o moléculas se agregan para formar 

grupos de núcleos (clústeres), cuyo crecimiento o separación está determinado por 

energías de la red cristalina y por fenómenos de interacción en  superficie (34).  Esta 

vía no  proporciona necesariamente una interacción óptima con los componentes 

orgánicos de la matriz de dentina (32). Además ha demostrado ser poco efectiva debido 

a la falta de disponibilidad de cristalitos semilla para lograr la nucleación homogénea 

de cristalitos de apatito (34,35).  

• Vía no clásica: consiste en la remineralización intrafibrilar del colágeno a través de 

análogos biomiméticos de proteínas no colágenas (PNC) que estabilizan partículas nano 

precursoras de fosfato de calcio amorfo (FCA) similares a líquidos (Figura 5) (34,36).  
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Figura 5. Cristalización no clásica. Agregados de nucleación y prenucleación por PNC se agregan aún más en nanopartículas 
de FCA similares a líquidos. Posteriormente, este último penetraría en los compartimentos de agua intrafibrilares de la 
matriz de colágeno y sometería 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 remineralización del tejido dental. A grandes rasgos, estos agentes proporcionan 

iones o moléculas (como calcio y fosfato)  desde el medio exterior a la lesión de caries, 

promoviendo la deposición o precipitación mineral en los tejidos duros dentales 

desmineralizados (38). 

1.4.1 Flúor 

El flúor (F-) es el más electronegativo de todos los elementos químicos y por lo tanto, raramente 

se encuentra en la tierra en forma elemental. Combinado químicamente en forma de fluoruros, 

el F- ocupa el decimoséptimo lugar en el orden de frecuencia de aparición de los elementos, y 

representa alrededor del 0.06-0.09% de la corteza terrestre. Este elemento se ha utilizado 

comúnmente como medida de salud pública para el control de la caries, mediante la fluorización 

del agua, la sal y la leche (39).  Existe una diversidad de compuestos de F-  usados en  agentes 

remineralizadores que están disponibles tanto para el público como para los profesionales de 

la salud (especialmente, odontólogos) (40). Estos compuestos de F- se pueden utilizar en 

combinación de diferentes vehículos, como lo pueden ser las pastas dentales o los enjuagues 

bucales que se detallaran más adelante (40,41). 
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1.4.1.1 Mecanismos de acción 

• Inhibición de la desmineralización: El F- presente en la placa bacteriana penetra la 

subsuperficie junto con los ácidos  producidos por el metabolismo de las bacterias y 

protege los cristales de HAp de su disolución (42,43). La superficie dental que está 

completamente cubierta por F- no se disuelve ante una caída de pH, ya que este tipo de 

recubrimiento hace que las características del cristal sean similares a las de la 

fluorapatito (FAp). Por el contrario, si la superficie está cubierta de forma parcial, las 

partes del diente sin cubrir sufrirán un proceso selectivo de disolución (Figura 6) 

(43,44).  
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Figura 6. Representación esquemática del efecto del F- en la inhibición de la desmineralización. Cuando la cobertura es 
total, el F- protege los cristales de la disolución. Mientras que, si la cobertura es parcial, las porciones no cubiertas del 
cristal se disolverán. Fa, fluoruro adsorbido en la superficie del cristal; Fs, fluoruro presente en la fase sólida, incorporado 
en la estructura de los cristales, también conocido como FHAp. Tomado y modificado de Buzalaf et al., (43) y Arends y 
Christoffersen (44). 

 

• Mejora de la remineralización: En este mecanismo las trazas de fluoruro presentes 

durante la disolución del HAp hacen que la solución esté altamente sobresaturada con 

respecto a la FHAp, lo cual acelera el proceso de remineralización. Además, el fluoruro 

se absorbe en los cristales parcialmente desmineralizados para atraer iones de calcio. 

Este nuevo revestimiento hace que el tejido dental sea más resistente a futuros ataques 
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ácidos debido a la expulsión de carbonatos y a la incorporación de fluoruro en este 

reemplazamiento aniónico (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 

inhibición directa de una variedad de enzimas en células intactas, ya sea directamente 

o en forma de complejos metálicos 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 más fácilmente en condiciones acídicas y entra en la célula siendo 107 

veces más 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 más alcalino que el medio exterior (46). El F- 

intracelular inhibe las enzimas glicolíticas, disminuyendo la producción de ácidos, 

resultado de la glicólisis (43,46).  También reduce el pH, lo cual compromete el 

equilibrio electrolítico de la célula. Esto se debe a que al aumentar la entrada de 

protones a través de la membrana celular, simultáneamente aumenta la demanda de 

ATP para la regulación ácido-base, haciendo que la célula sufra un proceso de 

acidificación o estrés por inanición (46,47).   

1.4.1.2 Pastas de dientes fluoradas 

Las pastas de dientes fluoradas son el medio más 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-análisis (39,49,50). Su amplio uso ha jugado un papel importante en 

la disminución de la caries dental en países desarrollados en las últimas décadas, 

mejorando la salud bucal de la población (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 estaño (SnF2) y el fluoruro de aminas 

comúnmente usados (39,40). Aunque en 1977 la Comisión Europea sugirió que se 

establezca un límite superior de 1500 ppm de fluoruro en las pastas dentales que se 

venden sin receta, actualmente se acepta que la concentración de fluoruro de la pasta 

de dientes "estándar" esté entre 1000 a 1500 ppm por recomendación de la 

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

1.4.1.3 Soluciones fluoradas 

Las soluciones fluoradas fueron los primeros vehículos de aplicación profesional con el 

propósito de reducir los niveles de caries (40,52). Dentro de estas preparaciones 
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encontramos soluciones neutras de NaF, así como también SnF2 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 ortodóntico o pacientes con hiposalivación. Dichos enjuagues suelen 

contener entre 100 a 500 ppm de F- empleándose una o dos veces al día. Por otro lado, 

el enjuague bucal conteniendo 900 ppm F- se ha utilizado tradicionalmente de forma 

semanal o quincenal en programas escolares en niños con alta prevalencia de caries 

(39,53). 

1.4.2 Fosfopéptido de caseína – Fosfato de calcio amorfo 

La idea del empleo de la caseína como agente remineralizador surge después de que los 

productos lácteos, 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 

aminoácidos esenciales y nitrógeno orgánico como parte de la dieta tanto para animales como 

para humanos de todas las edades. Además de caseína, la leche contiene otros factores con 

propiedades anticariogénicas tales como Ca2+, PO43- y lípidos. Por lo tanto, la eficacia de los 

alimentos lácteos en prevenir la caries dental ha sido reconocida en varios estudios (55,56). Las 

caseínas son fosfoproteínas predominantes en la leche bovina, que a través de digestión 

tríptica, se obtienen fosfopéptidos de caseína (FPC) (54). Las moléculas de fosfopéptido de 

caseína contienen un conglomerado de dos serinas fosforiladas (pSer) y dos ácidos glutámicos 

(pSer-pSer-Glu-Glu) los cuales tienen la capacidad de asociarse con cristales de fosfato de calcio, 

estabilizándolos en forma de fosfato de calcio amorfo (Ca3(PO4)2-nH2O) bajo condiciones 

alcalinas y neutras (Figura 7) (57–60).  
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Figura 7. Aspecto de un nanocomplejo de fosfopéptidos de caseína y el fosfato de calcio amorfo. Tomado de Castellanos 
et al., (59) 

1.4.2.1 Mecanismos de acción 

• 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, incorporándose 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 Ca2+ y PO43- 

ayudando a mantener un estado de sobresaturación con respecto al mineral del diente 

(58,59,61). 

• Efectos microbiológicos: 

➢ Inhibición de la adhesión bacteriana: Varios estudios han mostrado que 

mediante una saturación rápida de la superficie dental recubierta de saliva por 

parte de complejos de caseína, se inhibe la adherencia de Estreptococos mutans 

y Estreptococos sobrinus (62–64). Además, 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-adhesión del FPC-FCA no están claramente dilucidados, se 

ha demostrado que este compite con el Ca2+ libre por los sitios de unión al Ca2+ 

de la placa. Este mecanismo hace que se reduzca el grado de formación de 

puentes de Ca2+ entre la biopelícula y las células que se adhieren, y entre las 

propias células bacterianas (64,65). Además, las moléculas de FPC tienen 
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regiones hidrofílicas e hidrofóbicas que impiden la adhesión inicial bacteriana 

a las superficies dentales recubiertas por la biopelícula. Este fenómeno se debe 

a que estas regiones pueden llegar a enmascarar las proteínas hidrofóbicas de 

la superficie celular bacteriana. Todos estos mecanismos de interferencia con la 

unión microbiana pueden evitar cambios ecológicos nocivos en la placa dental, 

inhibiendo el desarrollo de caries dental (64). 

➢ Efectos amortiguadores: Aunque el FPC-FCA no impide la producción de ácidos 

bacterianos, al actuar como reservorio de péptidos e iones de PO4
3- y Ca2+, 

compensa cualquier caída de pH (57,64). Las fosfatasas y las peptidasas de la 

placa descomponen enzimáticamente el FPC, disminuyendo su capacidad de 

estabilizar iones de PO43- y Ca2+. La hidrólisis resultante de esta degradación 

hace que el pH de la placa aumente, lo cual resulta ser beneficioso para el 

equilibrio entre de-remineralización (64,67). 

➢ Disrupción de la biopelícula: El FPC-FCA tiene la capacidad de prevenir la 

adhesión celular, lo cual es esencial para el desarrollo de biopelículas. Esta 

capacidad la logra, posiblemente, enmascarando la biopelícula y las 

macromoléculas de la superficie celular bacteriana. Además, el FPC-FCA, 

mediante la interrupción de la arquitectura estructural de la biopelícula, 

permitiría la difusión de iones de F-, PO43- y Ca2+, que favorece la 

remineralización y haría la placa dental menos capaz de mantener un pH ácido 

en la superficie donde se adhieren (64). 

➢ Efectos bacteriostáticos/bactericidas:  Se sugiere que el FPC-FCA mantiene altas 

concentraciones de Ca2+ libre en la placa dental lo que puede tener efectos 

bacteriostáticos o bactericidas (64,65). Esto induce a la permeabilidad y a una 

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

• Promoción de la remineralización: El FPC, al estabilizar el fosfato de calcio en una 

solución metaestable, facilita la presencia de altas concentraciones de iones de PO4
3- y 

Ca2+, incluido CaHPO4. También, el FPC-FCA bajo condiciones acídicas, amortigua el pH 

de la placa y se disocia en iones de PO4
3- y Ca2+, incluyendo igualmente CaHPO4 (55,57). 

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

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

la actividad de los iones de PO4
3- y Ca2+ incrementa, y a su vez, aumenta el grado de 

saturación con respecto al HAp. Al formarse HAp dentro de la lesión, se generan ácidos 
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y fosfatos, incluyendo ácido fosfórico neutral, que se difunden fuera de la lesión 

siguiendo un gradiente de concentración (55,57). 

1.4.3 Péptidos de autoensamblaje  

Los péptidos de autoensamblaje (PAEs) fueron descubiertos en 1989 en una investigación 

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 está disponible comercialmente como CurodontTM Repair 

(Credentis AG, Dorfstrasse, Windisch, Suiza) cuya estructura química (Ace-Gln-Gln-Arg-Phe-

Glu-Trp-Glu-Phe-Glu-Gln-Gln-NH2) consta de cinco aminoácidos: arginina, triptófano, 

fenilalanina, glutamina y ácido glutámico (70,71). Por otro lado, el Curodont™ D’Senz (Credentis 

AG, Dorfstrasse, Windisch, Suiza) es otro producto basado en PAEs cuya composición 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 citotóxico ni desencadena respuestas inmunológicas (72,73).  

Además, hasta el momento, no se han reportado efectos adversos severos en estudios clínicos 

ni en estudios in vitro (72,74). 

El P11-4 es una molécula pequeña (peso molecular: 1598 g/mol; liofilizado) diseñada para que, 

bajo diferentes desencadenantes ambientales y condiciones fisicoquímicas específicas, cambie 

de un estado monomérico y se ensamble en un hidrogel fibrilar (71,75,76). Desencadenantes 

ambientales, tales como un pH < 7 y una variación en la fuerza iónica (71,75,77), hacen que el 

P11-4 se someta espontáneamente a un autoensamblaje jerárquico formando "nanocintas" de 

aproximadamente un micrómetro 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 aún más para formar fibrillas, y esos pares de fibrillas se entrelazan de 

borde a borde para formar fibras de mayor dimensión (76,78) (Figura 8).   
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Figura 8. Representación esquemática de las etapas del proceso de autoensamblaje del péptido P11-4. Cuando la 
concentración de monómero del péptido llega a la concentración crítica (C*), el péptido P11-4 experimenta un 
autoensamblaje unidimensional y jerárquico. Este proceso incluye la formación de nanocintas de hoja β de un micrómetro 
de largo, cintas en cuestión 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 interacción iónica entre el ácido 

glutámico 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 ácido glutámico con capacidad de actuar como sitios de unión de Ca2+. La distancia 

entre estos sitios es de 9,4 Å, que está cerca de la posición de los iones Ca2+ columnares en la 

red cristalina del HAp (76). 

El mecanismo de acción del péptido P11-4 yace en la formación de un andamio como resultado 

del autoensamblaje jerárquico al difundirse por la lesión de caries (70,81). La construcción de 

este andamio ocurre bajo circunstancias apropiadas que caracterizan una lesión cariosa, como 

la presencia de cationes y un pH < 7.4 (70,77). El P11-4 forma una matriz 3D dentro de la lesión 

inicial de caries que mimetiza la matriz de proteínas del esmalte (Figura 9).  

 

Figura 9. Representación del tratamiento de una lesión cariosa y la regeneración del esmalte con el péptido de 
autoensamblaje P11-4. (a) Lesión cariosa. La línea discontinua representa la capa superficial mineralizada y los poros que 
conectan el cuerpo de la lesión con la cavidad oral; el espacio en blanco debajo refleja la lesión cariosa subsuperficial con 
las cargas negativas y positivas que representan los iones libres dentro de la lesión. (b) Aplicación y difusión de una gota 
de péptido P11-4 monomérico sobre la superficie de la lesión. (c) Autoensamblaje del P11-4 dentro de la lesión cariosa 
formando un andamio 3D. Esto debido a la mayor fuerza iónica y al pH ácido de la lesión cariosa. (d) Se forman cristales 
de HAp de novo (hexágonos 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 actúa como factor nucleante para la 

formación de HAp de novo (76,81,82). Además, las fibras de P11-4 se unen a los iones de Ca2+ ya 

existentes de la red de HAp del esmalte dental, permitiendo la unión estable del nuevo esmalte 

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

Numerosos estudios, tanto clínicos como in vitro, han demostrado la eficacia del péptido P11-4 

en el esmalte dental. Por ejemplo, un estudio ex vivo concluyó que lesiones erosivas en esmalte 

bovino creadas artificialmente, pueden ser remineralizadas con P11-4, siendo evaluadas 

mediante mediciones con pulsos de velocidad ultrasónica y microscopía electrónica de barrido 

(MEB) (83). También, en esmalte bovino, el P11-4 redujo la fluorescencia y el área de lesiones 

de mancha blanca artificiales en diferentes puntos de tiempo, siendo cuantificadas con QLF-D 

BiluminatorTM (84). 

Con respecto a los estudios in vivo, el ensayo de eficacia y seguridad no controlado de Brunton 

et al., (13) examinó por primera vez la seguridad y efectos clínicos del P11-4 en la detención de 

lesiones cariosas en 19 superficies vestibulares en adultos (lesiones de mancha blanca clase V). 

Este estudio reportó 11 eventos adversos de los cuales dos pudieron estar relacionados con la 

aplicación del péptido (uno fue hipersensibilidad dental; el otro, sensibilidad a un enjuague 

bucal). Los resultados mostraron una mejoría significativa de las lesiones a juzgar por el color, 

el tamaño y la progresión de la lesión, lo que permitió el posterior desarrollo de más estudios 

clínicos. También se ha demostrado la regresión de lesiones interproximales a través de 

evaluación radiográfica clínica, lo cual ha sido considerado imposible de lograr incluso para 

agentes remineralizadores como el F- (85). El P11-4 además de ser aplicado como tratamiento 

mínimamente o no invasivo para caries interproximales, su eficacia se extiende al manejo de 

caries oclusales y bucales, además de prevenir y tratar lesiones de caries inducidas por el 

tratamiento ortodóntico (70). 

1.5 Técnicas analíticas 

A continuación, se detalla el fundamento teórico y manejo instrumental de las técnicas 

analíticas empleadas para la caracterización de la composición química, morfología y 

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

1.5.1 Espectroscopía vibracional 

La espectroscopía se define como el estudio de la interacción de la luz con la materia (86). Para 

determinar la composición química de los tejidos dentales se emplean comúnmente técnicas 

espectroscópicas vibracionales como la espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier 
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(FTIR, por sus siglas en inglés) y la espectroscopía Raman. Ambas técnicas involucran el estudio 

de la interacción de radiación con vibraciones moleculares, aunque difieren en la manera en la 

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

1.5.1.1 Espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier (Fourier transform infrared, 

FTIR)  

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

caracterizar la composición molecular de materiales. En el campo de la odontología sus 

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

la dentina y el hueso cuyos parámetros más comúnmente evaluados son: la proporción mineral 

con respecto a la matriz orgánica, la proporción carbonato a fosfato, la cristalinidad/madurez 

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

La espectroscopía FTIR está basada en el fenómeno de interferencia entre dos haces para 

producir un interferograma. Este último consiste en una señal producida como una función del 

cambio de longitud de trayectoria entre dos haces (89). Un instrumento FTIR básico funciona 

según el principio de transmisión, pero difiere de los instrumentos dispersivos en la forma en 

que se registra el espectro de la muestra. La parte central de un espectrómetro FTIR está 

formada por un interferómetro que consta de una fuente de emisión infrarroja (IR), un divisor 

de haz, dos espejos y un detector de señal. La radiación IR proveniente de la fuente incide en el 

divisor de haz y se dirige en parte hacia los dos espejos de reflexión. Uno de ellos está fijo 

mientras que el otro espejo se mueve a una velocidad constante durante la adquisición del 

espectro-señal. 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 recombinación conduce a la 

interferencia constructiva y destructiva. El patrón 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 básicos de un espectrómetro IR se muestran en la Figura 10.  
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Figura 10. Representación esquemática de los componentes básicos de un espectrómetro IR. Tomado y modificado de Blum 
y John (90) 

La mayoría de los componentes orgánicos e inorgánicos son activos para la radiación IR ya que 

tienen momentos dipolares (88,91). Debido a que la mayoría de moléculas exhiben absorción 

en la mitad de la región IR entre 4000 y 400 cm-1, esta es la región espectral más observada 

(90). Cuando una molécula es irradiada por luz IR, absorbe cierta cantidad de radiación 

incidente a una frecuencia / energía específica y sufre una excitación vibracional desde el 

estado fundamental a un estado de energía vibracional más alto (92).  Las moléculas tienen 

diferentes modos vibracionales, dentro de los cuales se encuentran las vibraciones de tensión 

(simétrica y asimétrica) que constan de un cambio en la longitud del enlace entre los átomos; y 

las vibraciones de flexión, donde cambian los ángulos de enlace. Estas vibraciones de flexión 

vienen en modo de tijera, balanceo, cabeceo y torsión (90). El modo tijera es un cambio en el 

ángulo entre un grupo de átomos y el resto de la molécula cuando los átomos se doblan en 

direcciones opuestas, mientras que en el balanceo (similar al modo tijera) los átomos se doblan 

en la misma dirección. El cabeceo y la torsión son conocidos como vibraciones fuera del plano. 
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En el cabeceo hay un cambio en el ángulo entre el plano de un grupo de átomos y el plano del 

resto de la molécula, mientras que en la torsión hay un cambio en el ángulo entre los planos de 

dos átomos o dos grupos de átomos dentro de la molécula (Figura 11) (87). La longitud de onda 

de cada pico de absorbancia IR es determinada por las propiedades físicoquímicas de la 

molécula correspondiente. Por lo tanto, se diagnostican como una huella dactilar de ese grupo 

funcional en particular (88,93). 

 

Figura 11. Modos principales de vibración. a) Vibraciones de tensión: simétrica y asimétrica. b) Vibraciones de flexión: 
tijera, balanceo, cabeceo y torsión. Tomado y modificado de Liceo UGB (94). 

 

• Reflectancia total atenuada (Attenuated total reflectance, ATR) 

Los espectros de FTIR se pueden adquirir por medio de diferentes técnicas: transmisión, 

reflectancia especular, reflectancia difusa, fotoacústica 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 transmisión y la reflectancia. La reflectancia se usa ampliamente para 

adquirir espectros de forma no destructiva, sin necesidad o con una mínima preparación de la 
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muestra (92). Particularmente, la ATR utiliza el fenómeno de reflectancia interna en la cual el 

haz IR pasa a través de un elemento de reflexión interna que posee un alto índice 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 reflexión interna completa, 

donde la onda se extiende más allá de la superficie del cristal y penetra una pequeña distancia 

(0.5 – 2 µm) en la muestra, en la forma de una onda evanescente, antes de regresar al cristal 

(88,92).  Esta onda evanescente se atenuará debido a la absorción IR de la muestra (92). 

Después de uno o más reflejos en el cristal, el haz IR abandona el cristal y la radiación 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 penetración, se hace necesario una pequeña presión de contacto en las muestras que no se 

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

 

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

 

1.5.1.2 Espectroscopía Raman 

El uso de la espectroscopía Raman para aplicaciones biomédicas, incluyendo la odontología, se 

ha visto incrementado significativamente debido a los avances en la instrumentación y al 

desarrollo de sondas de fibra óptica. Sus aplicaciones se expanden a biomateriales, química 

estructural y análisis superficial (97,98). También, entre sus aplicaciones analíticas se incluyen 

el estudio de patologías de los tejidos duros dentales, la identificación de la microflora oral y el 

estudio de tejidos blandos orales (98).   

La dispersión Raman fue descubierta por el físico Sir Chandrasekhra Venkata Raman en 1928, 

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

instrumentación Raman hasta hoy en día (99).  

Su principio básico consiste en que una luz monocromática irradia una molécula y resultan dos 

tipos de dispersión de luz: elástica e inelástica. En la dispersión elástica no se produce ningún 

cambio en la frecuencia de los fotones o ningún cambio en su longitud de onda y energía. Por el 

contrario, en la dispersión inelástica, hay cambios en la frecuencia del fotón debido a la 

excitación o desactivación de las vibraciones moleculares en las que el fotón puede perder 

cierta cantidad de energía o ganarla (100,101). Como se resultado, puede ocurrir cualquiera de 

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

-Dispersión 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 láser 

empleado (E = E0). 

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

más alta que la luz incidente (E = E0 + EV). 

-Dispersión Raman Stokes: Cuando la luz dispersada saliente puede ser de una frecuencia más 

baja que la luz incidente (E = E0 − EV).  

 

Figura 13. Mecanismos de dispersión Raman. E0: energía del fotón incidente; E: energía del fotón dispersada: EV: energía 
vibracional. Tomado y modificado de METTLER TOLEDO AutoChem (104). 
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Debido a que las bandas Stokes tienen una intensidad más alta que las bandas anti-Stokes,  

generalmente la parte Stokes es considerada para la medida en la espectroscopía Raman, la cual 

se presenta en el rango de 0 a 4000 cm-1 (desplazamiento Raman) (102,103). 

Un espectrómetro Raman consiste de una fuente láser que genera una corriente de fotones.  

Existen varios tipos de láser que pueden usarse como fuente de excitación: estos incluyen ion 

argón (488.0 y 514.5 nm), ion criptón (530.9 y 647.1 nm), He:Ne (632.8 nm), Nd:YAG (1064 nm 

y  532 nm) y láser de diodo (630 y 785 nm).  La luz producida por el láser es dirigida a través 

de un divisor de haz y enfocada a través de una lente en la muestra. Este mecanismo lleva a la 

dispersión de la luz, que generalmente se recolecta utilizando la misma óptica y se dirige al 

espectrómetro. Los fotones dispersados elásticamente son separados por filtros antes de 

ingresar al espectrómetro. Después, los fotones dispersados inelásticamente (fotones Raman) 

se seleccionan mediante rejillas del espectrómetro de acuerdo a sus energías y son capturados 

por el dispositivo de carga acoplado (DCA) (105). La Figura 14 muestra un diagrama de un 

espectrómetro Raman. 

 

Figura 14. Representación esquemática de los componentes básicos de un espectrómetro Raman. Tomado y modificado 
de Bruker Corporation (106). 

La microscopía Raman o confocal es una técnica no destructiva que requiere mínima o ninguna 

preparación de la muestra. La microscopía Raman consta de un instrumento Raman 

convencional, además de una óptica para enfocar la muestra (microscopio) y dispositivo para 

mover la muestra hacia el rayo láser (plataforma XYZ motorizada), tal y como se representa en 

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

 

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

La XRD es una técnica analítica comúnmente empleada para el estudio de propiedades 

estructurales y características cristalinas de un amplio rango de materiales, dentro de ellos 

metales, minerales, plásticos, cerámicas, etc. (109). Además, esta técnica ha sido usada para 

investigar la composición cualitativa y cuantitativa de fases cristalinas y amorfas, el tamaño de 

cristalitos (dominios cristalinos) de las fases,  así como el grado de cristalinidad de materiales 

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

Los difractómetros de Rayos X constan fundamentalmente de tres elementos básicos: 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 monocromático y una muestra cristalina. 

La radiación emitida por el tubo de Rayos X presenta un espectro que consta de diferentes 

longitudes de onda siendo las más comunes Kα (compuesta de Kα1 y Kα2) y Kβ. Estas longitudes 

de onda específicas son características del material empleado en la generación del haz para la 

difracción (e.g., Cu Kα=1.5418 Å). El filtrado del haz mediante láminas o monocromadores es 

fundamental para producir los Rayos X monocromáticos para la selección en una determinada 

longitud de onda. Posteriormente, a la salida de la óptica primaria, estos Rayos X se coliman y 

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

A medida que giran la fuente y el detector (barrido angular a través de goniómetros), se registra 

la intensidad de los Rayos X reflejados por la muestra. De esta manera, un detector registra y 

procesa esta señal de Rayos X y la convierte en una tasa de conteo, que posteriormente se 

procesa y visualiza en la computadora. En el fenómeno de la difracción se produce una 

interferencia constructiva en el que la geometría de los Rayos X que inciden sobre la muestra 

satisfacen la ley de Bragg, definida como (109): 

  nλ = 2dsinθ  

donde n es un número entero, λ es la longitud de onda de los Rayos X incidentes, d es el espacio 

interplanar atómico que genera la difracción y θ es el ángulo de difracción, registrado durante 

el barrido (109).  Esta ley se puede utilizar para determinar e interpretar el tipo y parámetros 

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

1.5.3 Microscopía electrónica de barrido/energía dispersiva de Rayos X (MEB/EDX) 

Esta técnica constituye una herramienta avanzada que ha sido usada para observar las 

superficies de especímenes desde el desarrollo del primer prototipo en 1935 y que ha logrado 

un progreso notable desde el inicio de su comercialización instrumental en 1965 (115). La 

combinación de alto aumento o magnificaciones durante la observación, mayor profundidad de 

enfoque, mayor resolución y facilidad de observación de la muestra, hace que la MEB sea uno 
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de los instrumentos más utilizados y de mayor versatilidad en la investigación actual. La MEB 

proporciona magnificaciones que pueden llegar a alcanzar hasta 300000X y una resolución 

espacial de menos de 2 nm (116).  Los principales componentes del MEB se muestran en la 

Figura 17. 

 

Figura 17. Representación esquemática de los principales componentes de un microscopio electrónico de barrido. Tomado 

y modificado de Rolf Grieseler (117). 

En esta técnica, un haz de electrones se produce en la fuente de emisión a partir de la excitación 

de un filamento metálico (cátodo) y que es atraído por la diferencia de potencial generada por 

el ánodo. El haz de electrones viaja por una columna de vacío 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 patrón de trama o barrido. Cuando el haz incidente entra en contacto con la 

superficie de la muestra se produce diferentes tipos de señal, que pueden provenir de 

electrones secundarios, electrones Auger, electrones retrodispersados, Rayos X característicos 

y catodoluminiscencia. Una vez que estas señales emitidas por la muestra son captadas por los 

distintos detectores, son convertidas en imágenes digitales o mostradas como espectro de 

emisión proporcionando diversa información analítica (118). En particular, destacamos las 

características de la emisión de: 
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• Electrones secundarios: Son electrones de baja energía empleados principalmente para 

revelar las características topográficas de un espécimen. Estas imágenes tienen un 

poder de resolución de <10 nm (118). 

• La espectroscopía de energía de Rayos X (EDX) es un método de análisis de superficie 

que proporciona un análisis químico semicuantitativo de la muestra. El principio de este 

método yace en la radiación de las muestras con electrones de alta energía y en la 

observación de los Rayos X emitidos como resultado de la desexcitación de los huecos 

electrónicos del núcleo (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 atómica única (115,119). En los espectros obtenidos puede existir alguna 

superposición de picos de diferentes elementos, pero otros picos o un conocimiento de 

la naturaleza de la muestra permiten la detección complementaria de elementos, al 

menos teóricamente (111).  

1.5.4 Tinción tricrómica de Masson (TTM) 

El nombre "tricrómico" designa a las técnicas de tinción en las que se utilizan dos o más 

colorantes aniónicos junto con un heteropoliácido: ácido fosfomolíbdico o fosfotúngstico. Estos 

ácidos 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 coloración selectiva del colágeno por uno de los colorantes utilizados. El 

cartílago y algunas secreciones mucosas adquieren el mismo color que el colágeno, pero su 

intensidad de tinción suele ser menor. Las técnicas tricrómicas revelan fibras colágenas y 

reticulares, membranas basales y gránulos secretores, normalmente con un color más intenso 

y mayor claridad (120).  

La TTM se trata del procedimiento de tinción más sencillo, ya que sólo se utiliza dos colorantes 

aniónicos, tras teñir los núcleos con hematoxilina de hierro. Existen muchas variantes de este 

método, que utilizan diferentes colorantes o una solución de heteropoliácido diferente. Los 

resultados obtenidos son: núcleos negros; citoplasma en tonos rosa, rojo y marrón; eritrocitos, 

queratina y mielina de color escarlata; fibras de colágeno de color verde azulado fuerte; y el 

moco y cartílago de color verde más claro (120). 
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2 Justificación, hipótesis y objetivos 

2.1 Justificación 

En la actualidad existen diversos protocolos para la inducción de caries artificial en la 

investigación cariológica in vitro. Estos protocolos comprenden modelos estáticos que usan 

soluciones/geles ácidos (e.g., ácido láctico o acético), modelos microbiológicos (empleando 

bacterias relacionadas con el proceso de caries, como Streptococcus mutans y Lactobacillus 

spp.) y otros modelos dinámicos, como el ciclaje de pH (CpH) (4). Todos estos procedimientos 

intentan simular las transformaciones, tanto de tipo inorgánico como orgánico, que ocurren 

durante el proceso natural en el desarrollo de caries. En particular, el CpH consiste en alternar 

períodos de desmineralización y remineralización, simulando el mecanismo de pérdida y 

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

La simulación de caries resulta de gran importancia para la investigación de diferentes  

problemas clínicos odontológicos (e.g., aplicación de adhesivos, empleo de materiales 

biocompatibles, etc.) ya que la composición y estructura de la caries de la dentina pueden influir 

en las propiedades mecánicas de los dientes (121,122) así como en el comportamiento de los 

sistemas adhesivos (123,124). 

La caries residual es aquella que queda bajo las restauraciones después de la eliminación 

selectiva (incompleta) de la caries con el objeto de reducir el riesgo de exposición pulpar y otros 

síntomas pulpares postoperatorios (125). Estudios previos  han propuesto evaluar la inducción 

de dentina artificial afectada por caries mediante el uso de CpH (126,127). Sin embargo, hasta 

la fecha, únicamente una investigación de  Schwendicke et al., (128) ha evaluado la idoneidad 

de la inducción de caries residual mediante este protocolo comparando diferentes modelos 

estáticos y microbiológicos mediante análisis microrradiográficos y nanodureza. En este 

contexto, resulta necesario evaluar con precisión las alteraciones fisicoquímicas que ocurren 

en la dentina durante el proceso de desmineralización mediante el procedimiento de CpH 

considerando diferentes tiempos de ciclaje. 

Por otro lado, se han desarrollado varios productos para promover la remineralización de la 

dentina y el manejo de la caries. Entre ellos, el uso del flúor (F-) [e.g., NaF y monofluorofosfato 

de sodio (MFFS)] sigue siendo la terapia estándar para la remineralización de las lesiones 

cariosas. No obstante, se necesitan concentraciones elevadas de F- en los fluoruros tópicos (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 prevención de la caries (82,129) y en la disminución global de los 

índices de caries  (39,51,82), recientemente se ha considerado que este elemento puede llegar 

a presentar toxicidad, generando preocupación entre el público en general con respecto al uso 

de productos con altas concentraciones de este compuesto (130,131). Por otra parte, la 

ingestión inadvertida de fluoruros tópicos en niños aumenta el riesgo de fluorosis. Aunque las 

formas leves de fluorosis dental no representan un problema de salud pública, los casos más 

severos constituyen un problema estético, especialmente cuando los dientes anteriores 

superiores están involucrados (132,133). Por lo tanto, es importante lograr un equilibrio 

adecuado entre los efectos beneficiosos y perjudiciales de las terapias con fluoruro tópico 

(132,133). Además, el mecanismo de acción del F- se basa en el concepto clásico de 

cristalización basada en iones, el cual puede no ser aplicable para remineralizar completamente 

la dentina desmineralizada, haciendo que la mineralización o regeneración mineral dentro de 

la lesión sea difícil de lograr.  

Esta circunstancia ha llevado al desarrollo de nuevas tecnologías de remineralización diseñadas 

con concentraciones bajas o libres de F- y con la capacidad de complementar su acción mediante 

otras vías. Esto a su vez ha hecho que el concepto de remineralización biomimética se plantee 

como un enfoque diferente y novedoso, desarrollándose materiales más activos y acoplados al 

colágeno de la dentina desmineralizada mediante nanoprecursores de fosfato de calcio amorfo 

(FCA) estabilizados por análogos biomiméticos de proteínas no colágenas (PNC) (34,36). 

Dentro de estas alternativas remineralizadoras se encuentra el compuesto fosfopéptido de 

caseína-fosfato de calcio amorfo (FPC-FCA), el cual ha demostrado ser eficaz en la prevención 

de la desmineralización y en la mejora de la remineralización de las lesiones del esmalte y la 

dentina (75,134,135). 

Recientemente, también ha llamado la atención otra alternativa remineralizadora para el 

abordaje clínico de lesiones iniciales de caries: el uso de péptidos de autoensamblaje (PAEs). 

Los PAEs son una terapia prometedora para la regeneración del esmalte, respaldada por 

estudios ex vivo (81,84) y clínicos (13,74). Hasta la fecha, los PAEs también han demostrado 

mejorar las propiedades mecánicas en dentina desmineralizada artificialmente, lo que conduce 

a un aumento de la fuerza de adhesión de ciertos adhesivos (75,136,137). Entre estos 

compuestos, el P11-4 puede formar una matriz 3D en la subsuperficie de la lesión inicial de 

caries, mimetizar las proteínas de la matriz del esmalte y captar iones de Ca2+ 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 colágenas, compensando la actividad de degradación de 

la colagenasa en procesos de caries (138). Sin embargo, los efectos del péptido autoensamblaje 

P11-4 sobre las propiedades físico-químicas del componente mineral de la dentina han sido poco 

estudiados, resultando necesario dilucidar su comportamiento sobre este sustrato para su 

posterior utilización en diversos procedimientos clínicos. 

 

2.2 Hipótesis 

La primera hipótesis que plantea esta tesis doctoral es que el ciclaje de pH (CpH) es idóneo para 

la simulación de caries residual. 

La segunda hipótesis es que los agentes remineralizadores (fluoruro de sodio, fosfopéptido de 

caseína-fosfato de calcio amorfo y el péptido de autoensamblaje P11-4) influyen en las 

características composicionales de la dentina previamente desmineralizada artificialmente con 

CpH. 

 

2.3 Objetivos 
 

2.3.1 Fase de desmineralización 

2.3.1.1 Objetivo general 

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

simulación in vitro de caries residual. 

2.3.1.2  Objetivos específicos 

• Analizar las características composicionales de la dentina desmineralizada mediante 

CpH a 14 y 28 días con respecto a la dentina sana y a la caries residual natural. 

• Estudiar las características microestructurales de la dentina sana, de la caries residual 

natural y de la dentina desmineralizada con CpH a 14 y 28 días. 

• Determinar las características morfológicas de la dentina desmineralizada con CpH a 14 

y 28 días con respecto a la dentina sana y a la caries residual natural. 

• Evaluar las características histológicas de la dentina desmineralizada con CpH a 14 y 28 

días, de la dentina sana y de la caries residual natural. 
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• Comparar la composición química, las características microestructurales, morfológicas 

e histológicas de la dentina sana, de la caries residual natural y de la dentina 

desmineralizada con CpH a 14 y 28 días. 

2.3.2 Fase de remineralización 

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 específicos 

• Analizar la composición química de la caries residual artificial (dentina previamente 

desmineralizada con CpH) y remineralizada con un producto fluorado estándar 

(fluoruro de sodio). 

• Examinar la composición química de la caries residual artificial (dentina previamente 

desmineralizada con CpH) y remineralizada con fosfopéptido de caseína-fosfato de 

calcio amorfo. 

• Evaluar la composición química de la caries residual artificial (dentina previamente 

desmineralizada con CpH) y remineralizada con el péptido de autoensamblaje P11-4 + 

monofluorofosfato de sodio. 

• Analizar la composición química de la caries residual artificial (dentina previamente 

desmineralizada con CpH) y remineralizada con el péptido de autoensamblaje P11-4. 

• Comparar las características 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 caseína-

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 Preparación de las muestras 

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

Investigación de la Universidad de Granada (España) con número 942/CEIH/2019 (ver Anexo 

I).  

De un conjunto de dientes almacenados en solución 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 fijó por encima de la cámara pulpar.  

La corona de los dientes sanos se seccionó mesodistalmente utilizando una máquina de corte 

de baja velocidad (IsoMet, Buehler, IL, EE.UU.) con un disco de diamante (Benetec Limited, 

Beaconsfield, Reino Unido) bajo refrigeración constante por agua para obtener rodajas de 

dentina coronal de 1 mm de grosor. El esmalte de las rodajas obtenidas se removió 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 húmeda y correosa que quedaba en la proximidad de la pulpa (i.e., caries 

residual). Durante la preparación se retiraron las raíces de los dientes cariados. 

Posteriormente, se obtuvieron rodajas de caries residual y se pulieron según el procedimiento 

descrito anteriormente desde la superficie oclusal hasta 1 mm de grosor, medido con un 

micrómetro digital (Mitutoyo, Kawasaki, Japón). 

3.2 Fase de desmineralización 

3.2.1 Diseño experimental 

Las rodajas de dientes sanos (n = 69) se asignaron aleatoriamente a tres grupos (n = 23) según 

el factor-sustrato: 1) control negativo/dentina sana: inmersión en agua destilada a temperatura 

ambiente durante el tiempo de experimentación, 2) inducción artificial de caries con un modelo 

de ciclaje de pH (CpH) durante 14 días (CpH 14), y 3) inducción artificial de caries con un 

modelo de CpH durante 28 días (CpH 28). Los dientes cariados naturales se consideraron como 

control positivo. La Figura 18 muestra el diseño experimental de esta fase que se detallará en 

los siguientes apartados. 
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Figura 18. Representación esquemática del diseño experimental de la fase de desmineralización. CpH 14, ciclaje de pH a 
14 días; CpH 28, ciclaje de pH a 28 días; ATR-FTIR, espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier-Reflectancia total 
atenuada; XRD, difracción de Rayos X; MEB/EDX, microscopía electrónica de barrido/energía dispersiva de Rayos X. 
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3.2.2 Inducción 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 

refrigeración constante por agua (Figura 19) para permitir la inmersión a través de un hilo de 

nylon en los tubos de ensayo (Figura 20). Para la inducción artificial de la caries (CpH), se 

realizó una inmersión cíclica de las muestras utilizando 20 mL de una solución 

desmineralizadora durante 8 h y 20 mL de una solución remineralizadora durante 16 h, tal 

como proponen Marquezan et al. (127). La Tabla 2 muestra la composición química y las 

concentraciones de las soluciones (desmineralizadora y remineralizadora) empleadas para el 

CpH. Todos los reactivos usados para la preparación 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 inmersión. Este 

procedimiento de CpH se llevó a cabo en dos tiempos experimentales durante 14 y 28 días a 

temperatura ambiente y sin agitación de las soluciones.  

                         

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

t                                                                                                                       tubo de ensayo. 

                                      

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

Solución pH Composición 
Desmineralizadora 4.8 2.2 mM CaCl2, 2.2 mM, NaH2PO4 y 50 mM de ácido acético 

Remineralizadora 7.0 1.5 mM CaCl2, 0.9 mM NaH2PO4 y 0.15 M KCl 
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3.2.3 Análisis con espectroscopía 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 

espectrómetro 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 Mineralogía y Petrología de la 

Universidad de Granada. Los espectros ATR-FTIR se registraron en modo de absorbancia con 

una resolución de 1 cm-1 en 124 acumulaciones de barrido utilizando un rango espectral de 

400-4000 cm-1. 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 aplicó en un rango del 10-25% 

y el ajuste del área del pico se realizó mediante la función mixta Gaussiana-Lorentziana. El 

ajuste de la curva se aceptó cuando el r2 alcanzó valores superiores a 0.95. Este procedimiento 

se utilizó para calcular las áreas de pico relativas dentro de las bandas de carbonato (855-890 

cm-1; v2 CO32-) y fosfato (890-1150 cm-1; v1, v3 PO43-). Además, se calcularon los siguientes 

parámetros a partir de las razones de áreas:  

• MinCO3 (razón de áreas entre las bandas: v2 CO32-/v1, v3 PO43-): cantidad relativa de 

carbonato respecto al fosfato en el mineral (141,142). 

• Grado de mineralización (razón de áreas entre las bandas: v1, v3 PO43-/Amida I): 

cantidad relativa de mineral de fosfato respecto a la matriz orgánica (banda 1640 cm-1) 

(142).  

• Índice de cristalinidad (IC): calculado como la razón entre las áreas de sub-bandas a 

1030 cm-1 (fosfatos de apatito de ambientes altamente cristalinos) a 1020 cm-1 (fosfatos 

de apatito de ambientes pobremente cristalinos) dentro de la región v1, v3 PO43- 

(142,143). 



44 
 

 

Figura 21. Espectrómetro FTIR Jasco 6600 con accesorio ATR empleado para el análisis de las muestras.  

3.2.4 Análisis con espectroscopía Raman 

Las muestras seleccionadas aleatoriamente (n = 10 por grupo) se analizaron con un 

espectrómetro Raman JASCO NRS-5100 (Jasco Inc., Easton, MD, EE.UU.) equipado con un 

microscopio óptico Olympus (Figura 22). Este equipo se encuentra disponible en el Centro de 

Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. Los espectros se adquirieron 

utilizando un láser de diodo rojo de 785 nm en un rango espectral de 300-1800 cm-1 con una 

resolución de 1 cm-1 y un tiempo de exposición de 10 s con 5 acumulaciones. Las mediciones de 

los espectros Raman se realizaron siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente 

para los análisis ATR-FTIR. Se calcularon los siguientes parámetros: 

• Carbonato a fosfato (razón de amplitud: 1070 cm-1/959 cm-1): grado de sustitución de 

carbonato tipo B en la estructura reticular del apatito (144).  

• Fosfato a CH2 (razón de amplitud: 959 cm-1/1450 cm-1), como la razón mineral con 

respecto a la matriz orgánica: banda de estiramiento simétrico del fosfato, al modo de 

cabeceo del CH2 de las cadenas laterales de las moléculas de colágeno (144,145).   
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• Índice de cristalinidad: calculado como la anchura a media altura (en inglés, FWHM) a 

959 cm-1, banda principal de absorción de la v1 PO4 3- (146).  

 

Figura 22. Espectrómetro Raman Jasco NRS-5100. 

 

3.2.5 Análisis de difracción de Rayos X bidimensionales (bidimensional X-Ray 

diffraction, 2D-XRD)  

Para estos análisis se obtuvieron patrones de 2D-XRD (n = 3 por grupo, seleccionadas de forma 

aleatoria) utilizando un difractómetro de Rayos X (Bruker D8 DISCOVER, Billerica, MA, EE.UU.) 

equipado con un detector 2D (DECTRIS PILATUS 3R 100K-A, Baden-Dätwill, Suiza) con 

radiación Cu Kα a 50 kV y 30 mA (Figura 23). Este equipo se encuentra disponible en el Centro 

de Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. Para la obtención de las medidas, 

el rango angular de barrido 2θ considerado fue de 20° a 60°, considerando 19 pasos y 40 s/paso, 

con un tamaño de haz colimado de 0.5 mm de diámetro. Los puntos analizados en las superficies 

de la dentina (tres puntos por muestra) se seleccionaron empleando un microscopio óptico 

equipado con una referencia láser para el correcto enfoque del haz de Rayos X, así como la 

determinación de la posición en foco de la superficie. Las intensidades de difracción 

concentradas en arcos (correspondientes al espaciado d específico de la red cristalina) se 

integraron en un barrido unidimensional 2Theta. El tamaño de cristalito de los cristales de HAp 

se determinó midiendo la anchura a media altura (en inglés, FWHM) de los picos de difracción 
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(002) que aparecen aproximadamente a 25.9° en el patrón 2Theta. El tamaño del cristalito (d) 

se relaciona con la medida promediada del volumen de los dominios cristalinos (XRD-Índice de 

cristalinidad). Para ello, se empleó el método de Debye-Scherrer para estimar las medidas del 

tamaño del cristalito (147): 

d = Kλ/β cos θ 

donde d corresponde al tamaño del cristalito (expresado en nm), λ es la longitud de onda de la 

fuente de Rayos X (λ = 1.5418 Å), K es la constante de Scherrer, asumida como un factor K = 

0.89, y β es el ensanchamiento de la línea (FWHM) para la reflexión de difracción (002). Estas 

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

Almelo, Países Bajos). 

 

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

3.2.6 Análisis con microscopía electrónica de barrido/energía dispersiva de Rayos X 

(MEB/EDX) 

Tres especímenes adicionales por grupo se fijaron en glutaraldehído al 2.5% a pH 7.4 durante 

12 h a 4°C de temperatura. Después de la fijación, las muestras se sumergieron inmediatamente 

en una solución búfer 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 último, 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 pulverización iónica. Las imágenes de microscopía electrónica se 

obtuvieron con un microscopio electrónico 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 análisis químicos 

semicuantitativos, se empleó espectroscopía de EDX para determinar las concentraciones 

relativas de fósforo (P) y calcio (Ca) en las superficies de la dentina. Este equipo se encuentra 

en el Centro de Instrumentación Científica de la Universidad de Granada. 

3.2.7 Tinción tricrómica de Masson (TTM) 

Tres especímenes adicionales por grupo se seccionaron longitudinalmente en rodajas para 

realizar análisis histológicos (tinción tricrómica 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 µm. Las rodajas se tiñeron con 

el protocolo tricrómico de Masson y se examinaron en un microscopio óptico (BH-2; Olympus, 

Tokio, Japón) a 50X de magnificación. En cada sección se midió la anchura de la banda de color 

rojo, correspondiente a la dentina desmineralizada con colágeno expuesto. Para ello, un único 

examinador ciego realizó tres mediciones diferentes de la anchura utilizando el software 

ImageJ 1.50 (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EE.UU.). No fue posible realizar el 

análisis 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 Odontología de la Universidad de Granada. 

 

3.3 Fase de remineralización 

3.3.1 Diseño experimental 

Las rodajas de dentina sana (n = 80) se distribuyeron aleatoriamente en cuatro grupos (n = 20) 

según el factor-sustrato: 1) CpH 28 + solución de NaF al 0.2%, 2) CpH 28 + fosfopéptido de 

caseína-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 P11-4 (Curodont™ Repair). Para este ensayo se tuvieron en cuenta las 

mismas muestras de la fase de desmineralización 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 solución remineralizadora durante 24 h. En la Tabla 3 se describen los 

fabricantes, la composición de los materiales y las instrucciones de aplicación. La Figura 24 

muestra el diseño experimental que se detallará en los siguientes apartados. 

 

Tabla 3. Composición, fabricante y procedimientos de aplicación de los materiales y soluciones utilizados. 

Materiales Composición Modo de aplicación 
Solución de NaF al 0.2% 1 g de NaF en 500 mL de agua 

desionizada  
Aplicar 1.0 mL por 1 min 

GC Tooth Mousse® - GC 
Corporation, Tokio, Japón 

Agua pura, glicerol, FPC-FCA, D-
sorbitol, CMC-Na, propilenglicol, 
dióxido de silicio, dióxido de titanio, 
xilitol, ácido fosfórico, saborizante, 
óxido de zinc, sacarina sódica, p-
hidroxibenzoato de etilo, óxido de 
magnesio, goma guar, p-
hidroxibenzoato de propilo, p-
hidroxibenzoato de butilo. 

Aplicar con un microcepillo por 
3 min 

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

Hidrolizado de almidón hidrogenado, 
agua, sílice hidratada, PEG-8, goma de 
celulosa, monofluorofosfato sódico, 
aroma, sacarina sódica, ácido cítrico, 
hidroxido sódico, fosfato dicálcico, 
oligopéptido-104, glicerofosfato 
cálcico, limoneno, cinamal. 

Aplicar con un microcepillo por 
2 min 

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

Péptido P11–4 – secuencia de 
aminoácidos - (Ace-Gln-Gln-Arg-Phe-
Glu-Trp-Glu- Phe-Glu-Gln-Gln-NH2) 

Usar con aplicador por 5 min  

Solución remineralizadora 1.5 mM CaCl2, 0.9 mM NaH2PO4 y 0.15 
M KCl ajustado (pH 7.0) 

Sumergir las muestras en 20 mL 
por 24 h 

 

 



49 
 

 

Figura 24. Representación esquemática del diseño experimental de la fase de remineralización. CpH 28, ciclaje de pH a 28 
días; ATR-FTIR, espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier-Reflectancia total atenuada. 

3.3.2 Tratamiento de la dentina 

La inducción de caries artificial se realizó de igual forma al CpH descrito en el apartado 3.2.2. 

Las rodajas de dentina se asignaron aleatoriamente a los tratamientos: dentina sana (inmersión 

en agua destilada a temperatura ambiente durante el tiempo del ensayo); CpH 28; CpH 28 + 

tratamiento con 1.0 mL de solución 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 aplicación se eliminaron con papel absorbente. 

Posteriormente, las rodajas de dentina con tratamientos remineralizadores se sumergieron por 

24 h en solución remineralizadora. 

3.3.3 Análisis con espectroscopía 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 áreas de picos relativas dentro de la banda del fosfato 

considerando el rango 985-1145 cm-1; v1, v3 PO43-. 

3.3.4 Análisis con espectroscopía Raman 

Para estos análisis se seleccionaron aleatoriamente 10 muestras por grupo y se llevaron a cabo 

los análisis con espectroscopía Raman de la manera descrita en el apartado 3.2.4 
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3.4 Análisis estadístico 

Para todas las variables estudiadas se calcularon los promedios y las desviaciones estándar. La 

distribución normal de los datos se comprobó mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Para la 

comparación 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 distribución. El nivel de significación se estableció en p < 0.05. 

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

 

4.1 Fase desmineralización: 

4.1.1 Análisis con espectroscopía 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 absorción 

del carbonato (v2 CO32-; 855-890 cm-1) 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 disminución de la amplitud relativa del perfil del pico a 866 cm-1 (carbonato 

inestable-lábil); así como un estiramiento y un ligero aumento de la amplitud relativa del perfil 

del pico a 878 cm-1 (sustitución de carbonato tipo A-OH-) en los grupos de caries natural y CpH 

en comparación con el grupo de DS. La Tabla 4 presenta los valores de área relativos y las 

diferencias estadísticas para los picos medidos en la banda de carbonato v2 CO32-. Para el 

P1_CO3_a866 cm-1 (carbonato inestable-lábil) y el P2_CO3_a871 cm-1 (sustitución de carbonato 

tipo B-PO43-), se observa una disminución de los valores para los grupos de caries natural y CpH 

en comparación con el grupo de DS, aunque para este último, no alcanza valores 

estadísticamente significativos. Por otro lado, el P3_CO3_a878 cm-1 (sustitución de carbonato 

tipo A-OH-) muestra diferencias significativas, presentando valores más elevados en los grupos 

de caries, CpH 14 y CpH 28 en comparación con el grupo de DS. 
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Figura 25. Fase de desmineralización. Perfil de picos obtenidos por espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier 
– Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) en la banda de absorción de carbonato (v2 CO3

2-): a) dentina sana, b) dentina 
cariada, c) ciclaje de pH (CpH) durante 14 días, y d) CpH durante 28 días. La asignación de los tres picos corresponde a 
carbonato inestable-lábil (∼866 cm-1), carbonato tipo B (∼871 cm-1), y carbonato tipo A (∼878 cm-1)(141,148). 
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Tabla 4. Fase de desmineralización. Media y desviación estándar (DE) de las áreas relativas de los picos de espectroscopía 
infrarroja por transformada de Fourier – Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) en las bandas de absorción de carbonato 
(v2 CO3

2-) y fosfato (v1, v3 PO4
3-). Diferentes letras mayúsculas en superíndice muestran diferencias estadísticas entre grupos 

(p < 0.05). 

 

La Figura 26 muestra los perfiles y las asignaciones de los picos dentro de la banda de absorción 

del fosfato (v1, v3 PO43-; 890-1150 cm-1) 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: disminución relativa de la amplitud de los picos en la región de 940 cm-1 a 1005 cm-1 y 

un aumento de la amplitud de los picos de 1020 cm-1 a 1109 cm-1. En la Tabla 4 se muestran los 

resultados estadísticos y las diferencias de las áreas relativas de los picos medidos dentro de la 

banda del fosfato. Particularmente, los picos P1 a P4 (PO4_a940 cm-1 a PO4_a1005 cm-1) 

muestran una disminución significativa de los valores del área 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-1 a PO4_a1109 cm-1) en la misma correspondencia entre grupos. 

Estas diferencias entre la caries natural y los grupos de CpH (14 y 28 días) en comparación con 

el grupo de DS son estadísticamente significativas, excepto para el P4_PO4_a1005 cm-1. Por otro 

lado, no existen diferencias significativas al comparar las variables descritas anteriormente 

entre el grupo de caries natural con los grupos CpH, así como al comparar entre sí los grupos 

CpH (14 y 28 días). 

 

Número de 
onda (cm-1) 

Dentina sana 
(n=10) 

Caries (n=10) CpH 14 (n=10) CpH 28 (n=10) 

P1_CO3_a866  0.386 ± (0.073)A 0.248 ± (0.072)B 0.227 ± (0.047)B 0.197 ± (0.075)B 

P2_CO3_a871 0.474 ± (0.068)A 0.458 ± (0.115)A 0.457 ± (0.039)A 0.449 ± (0.051)A 
P3_CO3_a878 0.140 ± (0.029)A 0.294 ± (0.083)B 0.316 ± (0.052)B 0.353 ± (0.068)B 
P1_PO4_a940 0.080 ± (0.019)A 0.006 ± (0.007)B 0.012 ± (0.004)B 0.009 ± (0.005)B 

P2_PO4_a960 0.129 ± (0.014)A 0.031 ± (0.019)B 0.037 ± (0.008)B 0.030 ± (0.009)B 

P3_PO4_a996 0.205 ± (0.021)A 0.056 ± (0.036)B 0.062 ± (0.014)B 0.050 ± (0.018)B 

P4_PO4_a1005 0.192 ± (0.037)A 0.146 ± (0.037)A.B 0.144 ± (0.013)B 0.134 ± (0.015)B 

P5_PO4_a1020 0.131 ± (0.016)A 0.223 ± (0.027)B 0.227 ± (0.028)B 0.231 ± (0.020)B 

P6_PO4_a1030 0.085 ± (0.008)A 0.186 ± (0.030)B 0.176 ± (0.012)B 0.183 ± (0.012)B 

P7_PO4_a1044 0.047 ± (0.011)A 0.099 ± (0.020)B 0.094 ± (0.007)B 0.100 ± (0.008)B 

P8_PO4_a1056 0.031 ± (0.009)A 0.060 ± (0.013)B 0.059 ± (0.007)B 0.060 ± (0.008)B 

P9_PO4_a1060 0.028 ± (0.009)A 0.052 ± (0.012)B 0.054 ± (0.008)B 0.056 ± (0.007)B 

P10_PO4_a1078 0.032 ± (0.007)A 0.052 ± (0.010)B 0.058 ± (0.010)B 0.061 ± (0.008)B 

P11_PO4_a1096 0.026 ± (0.004)A 0.053 ± (0.010)B 0.047 ± (0.004)B 0.050 ± (0.006)B 

P12_PO4_a1109 0.017 ± (0.005)A 0.037 ± (0.009)B 0.031 ± (0.009)B 0.036 ± (0.006)B 
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Figura 26. Fase de desmineralización. Perfil de picos obtenidos por ATR-FTIR en la banda de absorción del fosfato (v1, v3 
PO4

3-): a) dentina sana, b) dentina cariada, c) CpH durante 14 días, y d) CpH durante 28 días. Asignación de picos: ∼940 
cm-1 (modo de estiramiento de simetría v1 P-O), ∼960 cm-1 (v1 PO4

3-), ∼996 cm-1 (PO4
3- en ambiente de apatito),∼1005 cm-

1 (v3 PO4
3-), ∼1020 cm-1 (v3 PO4

3- en apatitos pobremente cristalinos), ∼1030 cm-1 (v3 PO4
3- en apatitos estequiométricos), 

∼1044 cm-1 (apatitos con HPO4
2- y sustitución carbonatada de tipo B ), ∼1056 cm-1 (modos vibracionales T2 de los apatitos), 

∼1060  cm-1 (v3 PO4
3- en apatitos pobremente cristalinos), ∼1075 cm-1 (v3 PO4

3- en apatitos pobremente cristalinos), ∼1100 
cm-1 (v3 PO4

3- en apatitos pobremente cristalinos), y ∼1109 cm-1 (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: MinCO3) y el grado de mineralización (Figura 27b) muestran 

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

índice de cristalinidad (Figura 27c: IC) muestra valores más elevados en comparación con la 

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

análisis estadísticos revelan diferencias significativas para todos los parámetros entre el grupo 

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

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

entre los grupos de CpH (14 frente a 28 días). 
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Figura 27. Fase de desmineralización. Resultados de las variables de ATR-FTIR. a) MinCO3 (razón carbonato a fosfato), b) 
Grado de mineralización (razón mineral a orgánico), y c) Índice de cristalinidad (IC). Letras mayúsculas diferentes muestran 
diferencias estadísticas entre grupos (p < 0.05). 

 

4.1.2 Análisis con espectroscopía Raman 

La Figura 28 muestra los resultados para las variables obtenidas a partir del análisis de los 

espectros Raman. Los valores de la razón carbonato a fosfato (Figura 28a) revelan una 

disminución en el grupo de caries, con diferencias estadísticamente significativas respecto al 

grupo de control negativo (DS). La razón fosfato a CH2 (Figura 28b) indica una disminución en 

ambos grupos de CpH (14 y 28 días) en comparación con los grupos de DS y caries. El índice de 

cristalinidad (Figura 28c) obtenido por espectroscopia Raman (FWHM de la banda de fosfato 

∼959 cm-1) muestra valores más elevados en el grupo de DS en comparación con los grupos de 

caries y CpH. 

 

Figura 28. Fase de desmineralización. Resultados de las variables de espectroscopía Raman. a) Razón carbonato a fosfato, 
b) Razón carbonato a CH2, y c) Índice de cristalinidad. Letras mayúsculas diferentes muestran diferencias estadísticas entre 
grupos (p < 0.05). 
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4.1.3 Análisis con difracción de Rayos X bidimensionales (2D-XRD) 

Las propiedades cristalinas del componente mineral de la dentina se estudiaron mediante el 

análisis 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 días. 

Los perfiles de los picos de XRD relacionados con la difracción del cristal de HAp observados en 

el grupo de DS, fueron más definidos (menor ensanchamiento) que los correspondientes a las 

muestras de los grupos de CpH y caries. Las mediciones del tamaño de los cristalitos (i.e., 

estimación del tamaño promedio de los dominios cristalinos) para la dentina mineral se 

muestran en la Figura 30. Los resultados indican que el tamaño del cristalito para los cristales 

de HAp (considerando la dirección del eje c – reflexión 002) es mayor en el grupo de DS con 

respecto al grupo de dentina cariada y los grupos de CpH, con valores cristalinos más pequeños 

en las muestras de dentina cariada. 

 

Figura 29. Fase de desmineralización. Patrones difracción de Rayos X bidimensionales (2D-XRD) y barrido 2Theta integrado. 
A) dentina sana, b) dentina cariada, c) CpH 14, y d) CpH 28 días. El pico de difracción (002) considerado para las mediciones 
del tamaño de los cristalitos se indica en los patrones unidimensionales. 
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Figura 30. Fase de desmineralización. Resultados de las mediciones del tamaño del cristalito mediante la integración de 
patrones 2D-XRD. Letras mayúsculas diferentes muestran diferencias estadísticas entre grupos (p < 0.05). Los valores se 
expresan en nanómetros (nm). 

 

4.1.4 Análisis con microscopía electrónica de barrido/energía dispersiva de Rayos X 

(MEB/EDX) 

En la Figura 31 se muestran imágenes de MEB representativas de las superficies dentinarias de 

todos los grupos experimentales. Los análisis morfológicos 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 días) presenta oclusión y apertura extensa de algunos túbulos dentinarios. Por 

otro lado, las imágenes MEB del grupo de caries natural muestran una superficie irregular y 

rugosa con túbulos dentinarios abiertos y áreas de colágeno colapsadas. Además, 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 desmineralización. Imágenes de microscopía electrónica de barrido (MEB). A) dentina sana, b) dentina 
cariada, c) CpH 14, y d) CpH 28. Los círculos rojos indican algunos túbulos con apertura extensa en ambos grupos de CpH. 
Los asteriscos amarillos señalan algunos túbulos dentinarios ocluidos en los grupos de CpH 14 y de CpH 28. Barra de escala: 
10 µm. 

 

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

Grupo Elemento Peso (%) 

Dentina sana 
Ca 27.82 

P 14.10 

Dentina cariada 
Ca 17.40 

P 8.87 

CpH 14 
Ca 23.08 

P 11.68 

CpH 28 
Ca 22.78 

P 11.36 
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4.1.5 Análisis con tinción tricrómica de Masson (TTM) 

La profundidad de la desmineralización de la dentina por CpH en 14 y 28 días se evaluó 

mediante el protocolo de TTM. Esta técnica permite identificar el colágeno mineralizado de tipo 

I tiñendo de verde el colágeno intacto y de rojo el colágeno desmineralizado (Figura 32). La 

extensión de la desmineralización (banda roja) mostró una mayor profundidad en el grupo CpH 

28 (media ± DE: 86.71 ± 10.9 µm) en comparación con el grupo CpH 14 (media ± DE: 42.07 ± 

3.74 µm). 

 

Figura 32. Fase de desmineralización. Imágenes de la tinción tricrómica de Masson (TTM). A) dentina sana, b) CpH 14, y c) 
CpH 28. La banda roja indica colágeno desmineralizado de tipo I. Barra de escala: 50 µm. 

 

4.2 Fase de remineralización 

4.2.1 Análisis con espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier – 

Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) 

Los perfiles y las asignaciones de los picos dentro de la banda de absorción del carbonato se 

muestran en la Figura 33 (v2 CO32-; 855-890 cm-1) para los grupos de DS, CpH 28 y los productos 

remineralizadores (PR). En esta sección del espectro se observa un estiramiento y una ligera 

disminución en la amplitud relativa de los perfiles del pico a 866 cm-1 (carbonato inestable-

lábil) en los grupos de CpH 28, solución de fluoruro de sodio al 0.2 % (NaF), fosfopéptido de 

caseína-fosfato de calcio amorfo (FPC-FCA) y péptido de autoensamblaje P11-4 (CR) en 

comparación con el grupo de DS. También se observa una elevada disminución del pico a 866 

cm-1 en el grupo del péptido P11-4 + monofluorofosfato de sodio (CD) en comparación con el 

resto de grupos. Con respecto a la amplitud relativa de los perfiles de los picos a 871 cm-1 

(sustitución de carbonato tipo B-PO43-) y 878 cm-1 (sustitución 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 comparación con el grupo de DS. La Tabla 6 presenta los valores de área relativa (media 

y desviación estándar) y las diferencias estadísticas para los picos en la banda v2 CO32-. 

Particularmente, para P1_CO3_a866 cm-1 (carbonato inestable-lábil) se observa una 
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disminución de los valores en el grupo de CpH 28 y los grupos de PR en comparación con el 

grupo de DS, mientras que se produce un aumento de los valores para el P3_CO3_a878 cm-1 

(sustitución de carbonato tipo A-OH-) en los grupos CpH 28 y PR en comparación con el grupo 

de DS, con diferencias estadísticamente significativas. En cuanto P2_CO3_a871 cm-1 (sustitución 

de carbonato tipo B-PO43-), muestra valores más bajos en los grupos de CpH 28, FPC-FCA y CR 

en comparación con el grupo de DS, y valores más elevados en los grupos de NaF y CD en 

comparación con el control negativo (DS), aunque en este caso no se presentan diferencias 

significativas. 
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Figura 33. Fase de remineralización. Perfil de los picos de espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier – 
Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) en la banda de absorción de carbonato (v2 CO3

2-): a) dentina sana, b) CpH 28, c) 
CpH 28 + solución NaF, d) CpH 28 + GC Tooth Mousse®, e) CpH 28 + Curodont™ D'Senz y f) CpH 28 + Curondont™ Repair. 
La asignación de los tres picos corresponde a carbonato inestable-lábil (∼866 cm-1), carbonato tipo B (∼871 cm-1) y 
carbonato tipo A (∼878 cm-1) (141,148). 
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Tabla 6. Fase de remineralización. Media y desviación estándar (DE) de las áreas relativas de los picos de espectroscopía 
infrarroja por transformada de Fourier – Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) en las bandas de absorción de carbonato 
(v2 CO3

2-) y fosfato (v1, v3 PO4
3-). Diferentes letras mayúsculas en superíndice muestran diferencias estadísticas entre grupos 

(p < 0.05). 

Número de 
onda (cm-1) 

Dentina 
sana 

(n=10) 

CpH 28 
(n=10) 

NaF 
(n=10) 

GC Tooth 
Mousse® 

(n=10) 

Curodont™ 
D’Senz 
(n=10) 

Curodont™ 
Repair 
(n=10) 

P1_CO3_a866 0.386 ± 
(0.073)A 

0.197 ± 
(0.075)B 

0.202 ± 
(0.123)B 

0.145 ± 
(0.095)B 

0.108 ± 
(0.053)B 

0.160 ± 
(0.076)B 

P2_CO3_a871 0.474 ± 
(0.068)A 

0.449 ± 
(0.051)A 

0.517 ± 
(0.144)A 

0.455 ± 
(0.162)A 

0.482 ± 
(0.296)A 

0.395 ± 
(0.211)A 

P3_CO3_a878 0.140 ± 
(0.029)A 

0.353 ± 
(0.068)B 

0.282 ± 
(0.186)A,B 

0.400 ± 
(0.222)B 

0.410 ± 
(0.276)A,B 

0.445 ± 
(0.236)B 

P1_PO4_a940 0.080 ± 
(0.019)A 

0.009 ± 
(0.005)B 

- - - - 

P2_PO4_a960 0.129 ± 
(0.014)A 

0.030 ± 
(0.008)B 

- - - - 

P3_PO4_a989 0.205 ± 
(0.021)A 

0.050 ± 
(0.018)B 

- - - - 

P4_PO4_a1005 0.192 ± 
(0.037)A 

0.134 ± 
(0.015)B 

0.033 ± 
(0.005)C 

0.035 ± 
(0.008)C,D 

0.034 ± 
(0.009)C 

0.041 ± 
(0.010)D 

P5_PO4_a1020 0.131 ± 
(0.016)A 

0.231 ± 
(0.020)B 

0.116 ± 
(0.006)C 

0.113 ± 
(0.012)C,D 

0.101 ± 
(0.017)D 

0.121 ± 
(0.017)A,C 

P6_PO4_a1030 0.085 ± 
(0.008)A 

0.183 ± 
(0.012)B 

0.204 ± 
(0.014)C 

0.193 ± 
(0.015)B,C 

0.185 ± 
(0.024)B,D 

0.195 ± 
(0.015)B,C,D 

P7_PO4_a1044 0.046 ± 
(0.011)A 

0.100 ± 
(0.008)B 

0.145 ± 
(0.015)C 

0.136 ± 
(0.010)C,D 

0.130 ± 
(0.013)D 

0.142 ± 
(0.009)C 

P8_PO4_a1056 0.031 ± 
(0.009)A 

0.060 ± 
(0.008)B 

0.116 ± 
(0.007)C 

0.112 ± 
(0.006)C 

0.108 ± 
(0.007)C 

0.114 ± 
(0.006)C 

P9_PO4_a1060 0.028 ± 
(0.008)A 

0.056 ± 
(0.007)B 

0.116 ± 
(0.015)C 

0.121 ± 
(0.014)C 

0.115 ± 
(0.010)C 

0.115 ± 
(0.013)C 

P10_PO4_a1078 0.032 ± 
(0.007)A 

0.060 ± 
(0.008)B 

0.116 ± 
(0.018)C 

0.131 ± 
(0.017)C 

0.128 ± 
(0.020)C 

0.119 ± 
(0.022)C 

P11_PO4_a1092 0.026 ± 
(0.004)A 

0.050 ± 
(0.006)B 

0.074 ± 
(0.010)C 

0.081 ± 
(0.015)C,D 

0.095 ± 
(0.017)D 

0.075 ± 
(0.011)C,D 

P12_PO4_a1109 0.017 ± 
(0.005)A 

0.036 ± 
(0.006)B 

0.052 ± 
(0.006)C 

0.050 ± 
(0.007)C 

0.069 ± 
(0.011)D 

0.050 ± 
(0.006)C 

P13_PO4_a1123 - - 0.028 ± 
(0.014)A 

0.028 ± 
(0.006)A 

0.036 ± 
(0.015)A 

0.028 ± 
(0.011)A 

 

En la Figura 34, se muestran los perfiles y las asignaciones de los picos dentro de la banda de 

absorción de fosfato (v1, v3 PO43-; 890-1150 cm-1 para los grupos de DS y CpH 28 / v1, v3 PO43-; 

985-1145 cm-1 para los grupos de PR). En esta sección 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 disminución relativa de la amplitud de los picos en la 

región de 940 cm-1 a 1005 cm-1 y un aumento de la amplitud de los picos de 1020 cm-1 a 1109 

cm-1 cuando el grupo de CpH 28 se compara con el grupo de DS. Por otra parte, se observa una 

desaparición de los picos en la región de 940 cm-1 a 989 cm-1 y una aparición del pico a 1123 
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cm-1 cuando los grupos de PR se comparan con el grupo de DS y el de CpH 28. La Tabla 6 muestra 

los resultados descriptivos y las diferencias significativas de las áreas relativas de los picos 

dentro de la banda del fosfato. Para las variables comprendidas entre P1_PO4_a940 cm-1 a 

P3_PO4_a989 cm-1 el grupo de CpH 28 presenta valores más bajos que el grupo de DS. Para 

P4_PO4_a1005 cm-1 se observa una disminución de los valores para los grupos de CpH 28 y de 

PR en comparación con el grupo de DS. Por el contrario, entre las variables P6_PO4_a1030 cm-1 

a P12_PO4_a1109 cm-1 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_PO4_a1020 cm-1, el grupo de DS presenta un valor superior a los grupos de PR y un valor 

inferior respecto al grupo de CpH 28. Además, existen diferencias significativas entre las 

comparaciones de grupos, excepto en casos como P5_PO4_a1020 cm-1 (e.g., DS vs. CR, FPC-FCA 

vs. CD) y P6_PO4_a1030 cm-1 (e.g., CpH 28 vs. FPC-FCA, CD y CR). 
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Figura 34. Fase de remineralización. Perfil de los picos de ATR-FTIR en la banda de absorción del fosfato (v1, v3 PO4
3-): a) 

dentina sana, b) CpH durante 28 días, c) CpH 28 + solución de NaF, d) CpH 28 + GC Tooth Mousse®, e) CpH 28 + Curodont™ 
D’Senz and f) CpH 28 + Curondont™ Repair. Asignación de picos: ∼940 cm-1 (modo de estiramiento de simetría v1 P-O), 
∼960        cm-1 (v1 PO4

3-), ∼996 cm-1 (PO4
3- en ambiente de apatito),∼1005 cm-1 (v3 PO4

3-), ∼1020 cm-1 (v3 PO4
3- en apatitos 

pobremente cristalinos), ∼1030 cm-1 (v3 PO4
3- en apatitos estequiométricos), ∼1044 cm-1 (apatitos con HPO4

2- y sustitución 
carbonatada de tipo B ), ∼1056 cm-1 (modos vibracionales T2 de los apatitos), ∼1060 cm-1 (v3 PO4

3- en apatitos pobremente 
cristalinos), ∼1075 cm-1 (v3 PO4

3- en apatitos pobremente cristalinos), ), ∼1092 cm-1 (apatitos estequiométricos),∼1100 
cm-1 (v3 PO4

3- en apatitos pobremente cristalinos),∼1109 cm-1 (apatitos pobremente cristalinos), y ∼1123 cm-1(HPO4
2-) 

(141,149–153). 
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En relación con los parámetros de ATR-FTIR representados en la Figura 35, las razones 

carbonato a fosfato (Figura 35a: MinCO3) y mineral a orgánico (Figura 35b: Grado de 

mineralización) 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 índice de cristalinidad (Figura 35c: IC) 

muestra valores más elevados en los grupos de los PR respecto a los grupos de DS y CpH 28.  

Por otro lado, para todas las variables, los análisis estadísticos revelan diferencias significativas 

entre el grupo de DS vs. CpH 28, DS vs. PR y CpH 28 vs. PR. Además, no hay diferencias para 

estos parámetros entre los grupos de PR, excepto para el IC (Figura 35c) donde existen 

diferencias significativas entre CD y CR. 

 

 

Figura 35. Fase de remineralización. Resultados de las variables de espectroscopía ATR-FTIR. a) Razón carbonato a fosfato, 
b) Razón carbonato a CH2, y c) Índice de cristalinidad. Letras mayúsculas diferentes muestran diferencias estadísticas entre 
grupos (p < 0.05). 

 

4.2.2 Análisis con espectroscopía Raman 

Los parámetros obtenidos a partir del análisis de los espectros Raman se muestran en la Figura 

36. Los valores de la razón carbonato a fosfato (Figura 36a) muestran una disminución en el 

grupo de CpH 28 (sin diferencias significativas) y un aumento de los valores en los grupos de 

los PR (con diferencias estadísticamente significativas) respecto al grupo de control negativo 

(DS). Además, los grupos de los PR mostraron valores mayores cuando se compararon con el 

grupo de CpH 28 (con diferencias estadísticamente significativas). La razón fosfato a CH2 

(Figura 36b) indica una disminución en el CpH 28 y los grupos de los PR en comparación con el 

grupo de DS. También se observa una disminución en los grupos de los PR en comparación con 

el grupo de CpH 28. Todas estas diferencias mencionadas para esta variable (i.e., razón fosfato 

a CH2) son estadísticamente significativas. El Índice de cristalinidad (Figura 36c) muestra 
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valores más elevados en el grupo de DS comparado con los grupos de CpH 28 y los PR con 

diferencias significativas. Además, 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 estadísticamente 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) razón carbonato a fosfato, ii) razón fosfato a CH2 

y iii) índice de cristalinidad. 

 

 

Figura 36. Fase de remineralización. Resultados de las variables de espectroscopía Raman. a) Razón carbonato a fosfato, 
b) Razón carbonato a CH2, y c) Índice de cristalinidad. Letras mayúsculas diferentes muestran diferencias estadísticas entre 
grupos (p < 0.05). 

 

 

Figura 37. Espectros representativos de a) dentina sana - DS -, b) Ciclaje de pH durante 28 días - CpH 28 -, y c) grupo de 
productos remineralizadoress (Curondont™ Repair - CR -). Asignaciones de picos:  ̴959 cm-1 (modo de estiramiento 
simétrico v1 de PO4

3-),   ̴1070 cm-1 (modo de estiramiento simétrico v1 del carbonato tipo B) y   ̴1450 cm-1 (modo de 
cabeceo CH2 de cadenas laterales de moléculas de colágeno).  
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5 Discusión 
5.1 Fase de desmineralización 

La caries dental es un proceso natural de desmineralización in vivo controlado por la actividad 

metabólica bacteriana. La simulación in vitro de una lesión cariosa mediante un procedimiento 

estandarizado proporciona resultados de gran interés para la investigación odontológica. En 

esta investigación, evaluamos el método de ciclaje de pH (CpH) a diferentes tiempos 

experimentales (i.e., 14 y 28 días) para la inducción de caries residual natural. El análisis 

exhaustivo de la dentina tratada con CpH reveló alteraciones minerales a nivel composicional, 

microestructural y morfológico que se asemejan en cierta medida a las características de la 

caries natural. Estas características también son críticas en la realización de tratamientos 

clínicos de intervención mínima, donde la caries residual (blanda o firme/cuerosa) se deja en 

el fondo de la cavidad de la caries para evitar la exposición pulpar y los síntomas 

postoperatorios (19,125). Además, el CpH, al igual que la caries natural, afecta las propiedades 

mecánicas 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 morfológicas e histológicas del CpH en relación con la profundidad de la dentina 

cariada para la aplicación 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 microbiológicos y 

procedimientos de CpH, con varias limitaciones, como: la simulación incompleta de las 

condiciones intraorales, la complejidad en la formulación de la composición y el volumen de 

saliva, la imposibilidad de imitar la razón del área de la superficie sólida/soluciones, etc. 

(158,159). Sin embargo, el procedimiento de CpH, al simular ciclos de des-remineralización, es 

generalmente aceptado y empleado en la investigación dental debido a la sencillez técnica del 

método y a la reproducibilidad de los resultados (159). Los ciclos de desmineralización 

corresponden al periodo de exposición de los dientes a los ácidos bacterianos, mientras que los 

ciclos de remineralización corresponden a la acción remineralizadora de la saliva entre las 

exposiciones ácidas (160). Durante su desarrollo se han aplicado diversas variaciones en el 

procedimiento de CpH que influyen en las lesiones resultantes, como los tiempos de 

inmersión/exposición, la temperatura, la agitación de la solución, el pH y la duración (días). Por 

otra parte, se ha demostrado que la cantidad de disolución mineral cambia en función del pH y 

el tiempo de inmersión (161,162). Además, algunos estudios (163,164) han explorado los 
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efectos del CpH en tiempos superiores a los 14 días, establecidos por Marquezan et al. (127), 

para la inducción de caries, sin mayor comparación con las características químicas y 

estructurales de la caries natural. Por lo tanto, la extensión del tiempo de CpH (8 h de 

desmineralización/16 h de remineralización) por 28 días, como se propone en el presente 

estudio, también debería inducir cambios superficiales y subsuperficiales similares al proceso 

de caries natural, que también son críticos en la respuesta de la dentina a los tratamientos 

clínicos. 

Las espectroscopías infrarroja (IR) y Raman se han aplicado ampliamente para analizar los 

grupos funcionales químicos en las estructuras dentales (165). En la presente investigación, los 

análisis de espectroscopía infrarroja por transformada de Fourier-Reflectancia total atenuada 

(ATR-FTIR) y Raman mostraron diferencias en los grupos moleculares relacionados con los 

componentes orgánicos e inorgánicos de las muestras de dentina cariada y tratada con CpH con 

respecto al grupo de control (i.e., dentina sana). En cuanto a los análisis de ATR-FTIR, estos 

resultados mostraron una disminución del grado de mineralización y MinCO3, así como un 

aumento de la cristalinidad en el grupo de caries natural y en ambos grupos de CpH en 

comparación con el grupo de dentina sana (DS). La reducción del grado de mineralización 

puede explicarse por la disolución del HAp a través de los ácidos del proceso de 

desmineralización, causada por el metabolismo bacteriano en el caso de la caries natural; y la 

acción química de las soluciones en el procedimiento de CpH, que produce iones H+ y HPO42- 

como productos finales de este mecanismo de disolución (4). Además, Marin et al., indican que 

la dentina desmineralizada bajo soluciones ácidas no presenta cambios en el componente 

orgánico (i.e., bandas de absorción relacionadas con los grupos amida) (161). Estos resultados 

son similares a los de un estudio anterior que empleó ATR-FTIR para comparar la composición 

química de la dentina humana y bovina sometida a CpH durante 3, 7 y 14 días (162). Por otra 

parte, también hay que tener en cuenta que en la caries natural se produce una descomposición 

de la matriz orgánica de la dentina debido a la actividad de las metaloproteinasas (166,167). 

Así, los bajos valores del grado de mineralización de la caries natural residual observados 

mediante ATR-FTIR pueden ser el resultado del efecto combinado de la degradación del 

colágeno expuesto y la pérdida mineral. Los análisis Raman también presentaron una relación 

similar en el grado de mineralización para ambos grupos de CpH, considerando las bandas de 

absorción variables de fosfato a CH2 (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 degradación térmica producida por el láser Raman en la matriz orgánica de las 
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muestras de caries natural (168). Los resultados de la sustitución mineral carbonato/fosfato 

mostraron cómo la incorporación de estos grupos moleculares conduce a una distorsión de la 

estructura cristalina causando una disminución de la cristalinidad del apatito (obtenida 

mediante los análisis Raman) como resultado de la disminución del apatito no estequiométrico 

que contiene HPO42-, CO32-, y vacantes a nivel estructural (145). Además, nuestros resultados 

indicaron una relación inversa entre los índices de cristalinidad (variables de índice de 

cristalinidad) obtenidos por espectroscopias ATR-FTIR y Raman. Por un lado, un aumento en 

las razones 1030/1020 cm-1 (obtenidas mediante análisis 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 proporción de dominios apatíticos en comparación con los no apatíticos en la 

composición mineral (169). Esta distribución específica en los grupos fosfato en diferentes 

ambientes cristalinos se confirma a partir de la disolución diferencial de los diversos modos 

vibracionales cristalinos obtenidos a partir del análisis detallado de ATR-FTIR (véase a 

continuación para una descripción más detallada). Por otra parte, las diferencias observadas en 

el índice de cristalinidad (IC) obtenido de la espectroscopia Raman se relacionan 

específicamente con la cristalinidad asociada a la organización estructural de la red cristalina 

del apatito (170). Esta relación coincide con los parámetros de tamaño del cristalito 

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

El análisis detallado de ATR-FTIR de las áreas integradas de las bandas de absorción del 

carbonato (v2 CO32-) y del fosfato (v1, v3 PO43-) nos permitió determinar la disolución 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 observó una mayor disolución de los grupos de 

carbonatos inestables a favor de una mayor concentración relativa de carbonato de tipo A para 

los grupos de caries y de CpH. Esta disolución preferencial de las especies lábiles de carbonatos 

(866 cm-1) está relacionada con una mayor solubilidad de estos grupos con respecto a las 

posiciones estructurales de tipo A y B (171). La banda de absorción más pronunciada de los 

grupos fosfato (900-1200 cm-1) en los espectros FTIR nos permitió analizar la distribución de 

los diferentes ambientes cristalinos de fosfato del apatito durante la disolución mediante CpH. 

Cabe destacar que las fases minerales asociadas a los tejidos mineralizados (i.e., hueso y 

dientes) tienen muchas de las características del apatito poco cristalino (172). En esta 

investigación, la disolución diferencial de los modos vibracionales del fosfato puede deberse a 

la reorganización de posiciones moleculares lábiles o menos organizadas en la estructura 

cristalina, siendo similar entre el grupo de dentina cariada y los grupos de CpH. Además, la 
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disolución preferente de las fracciones más solubles del apatito y la metaestabilidad resultante 

pueden conducir a la formación de otras fases de fosfato cálcico con diferentes tasas de 

solubilidad. La solubilidad de los apatitos biológicos no estequiométricos se complica debido a 

la complejidad de su composición química y a los defectos reticulares de su estructura (173) 

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

El análisis de los patrones de difracción de Rayos X bidimensionales (2D-XRD) de las muestras 

proporciona información detallada sobre la cristalinidad mineral relacionada con el tamaño del 

cristalito (i.e., dominios cristalinos) de los cristales de apatito en la estructura dentinaria. En 

este trabajo se puede observar cómo los patrones 2Theta calculados (integrados en barridos 

XRD unidimensionales) muestran un ensanchamiento del pico altamente anisótropo (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 reflexión 002). Los resultados 

obtenidos indican una mayor disminución del tamaño del cristalito en el grupo cariado en 

comparación con el grupo de DS, con una reducción menor en los grupos de CpH. La solubilidad 

y el comportamiento de disolución del apatito estarán estrechamente relacionados con los 

parámetros subestructurales, ya que el tamaño del cristalito y las imperfecciones de la red 

determinan en gran medida la química del cristal (174,175). Estudios previos indicaron que la 

fracción mineral menos cristalina se elimina preferentemente en los minerales de hueso 

cortical durante la desmineralización inducida por ácidos (176). Además, estas variaciones de 

cristalinidad superficial se han propuesto previamente como una estimación aproximada del 

avance del frente de reacción por las variaciones inducidas por la desmineralización (174). 

También debe tenerse en cuenta que el efecto del aumento de la desmineralización subparcial 

en la superficie de la dentina resultó en un aumento del área de cristal superficial expuesta a la 

desmineralización, permitiendo que la extensión alterada pudiera progresar en profundidad. 

Durante esta disolución mineral, la estructura de colágeno puede servir de andamiaje para el 

crecimiento mineral, favoreciendo la precipitación de fases de fosfato cálcico, esencial para la 

remineralización de la dentina desmineralizada en los tratamientos clínicos. 

A nivel morfológico, las imágenes de microscopía electrónica 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 características como, una superficie irregular y el 

colapso de las zonas de colágeno, que el modelo químico de CpH no es capaz de simular. Para 

ello, otros estudios in vitro han empleado colagenasas en la solución remineralizdora (177) o 

han realizado un modelo microbiológico en el que las bacterias producen colagenasas (127) 
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con el objetivo de afectar a la matriz orgánica. En nuestra investigación, los grupos de CpH 

muestran una mayor apertura de los túbulos dentinarios en comparación con el grupo de DS 

debido al efecto de la desmineralización, coincidiendo con otros estudios que realizaron 

métodos artificiales similares para simular caries de dentina (127,178). Junto con esta mayor 

apertura de los túbulos dentinarios, las soluciones del CpH se pueden difundir más fácilmente, 

permitiendo un mayor avance en la profundidad del frente de disolución mineral con el tiempo 

de CpH. Además, también se observan túbulos ocluidos en la superficie dentinaria de los grupos 

de CpH, aunque en menor medida, debido a la deposición de cristales en el interior de los 

túbulos dentinarios (126,179). Los resultados obtenidos por energía 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 relación entre los componentes inorgánicos y orgánicos a nivel subsuperficial puede 

proporcionar más información sobre la profundidad de la alteración durante los tratamientos 

con CpH. 

Las imágenes de la tinción tricrómica de Masson (TTM) permiten estudiar la profundidad del 

frente de desmineralización con el tiempo de CpH. Los resultados de la TTM mostraron una 

sección 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 tinción con colágeno expuesto) en el ciclo de 

28 días de CpH en comparación con el ciclo de 14 días de CpH. La falta de consistencia de las 

muestras de dentina cariada no permitió realizar las pruebas de TTM, aunque la progresión de 

esta alteración dependería directamente del tiempo de desarrollo de este proceso de 

desmineralización natural (182). Estos resultados demuestran cómo un procedimiento 

controlado de creación de lesiones artificiales puede conducir a una pérdida mineral 

subsuperficial y también permiten predecir las características químicas y estructurales de las 

lesiones inducidas. El mantenimiento de la estructura del colágeno mediante el protocolo de 

CpH puede contribuir a posteriores procedimientos dentales in vitro (i.e., comportamiento de 

adhesión y sustancias de remineralización) que no son posibles con la desmineralización que 

se produce en la caries natural. 

5.2 Fase de remineralización 

La caries dental es una enfermedad dinámica que representa un importante problema de salud 

en los países industrializados según la Organización Mundial de la Salud (OMS) (183). Cuando 

el proceso de desmineralización en la superficie dental excede los procesos de des-
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remineralización 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 flúor (F-) sigue siendo la terapia estándar 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 remineralización (185), restauran la microdureza del esmalte y la dentina 

afectada por caries (186), e inhiben la desmineralización y la degradación del colágeno (177). 

La presente investigación pretendió evaluar el efecto de cuatro productos remineralizadores 

en la dentina (i.e., solución de fluoruro de sodio al 0.2 %, fosfopéptido de caseína-fosfato de 

calcio amorfo, el péptido de autoensamblaje (PAE) P11-4 y el péptido P11-4 en combinación con 

monofluorofosfato de sodio) basándose en sus características composicionales a nivel 

molecular. Particularmente, en estudios in vitro, las terapias con NaF, fosfopéptido de caseína-

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 composición y mecanismos de acción, por lo que se esperaría que muestren un 

proceso remineralizador diverso a nivel molecular, así como también, diferente eficacia. La 

información obtenida a partir de los análisis complementarios mediante la espectroscopía 

infrarroja por transformada de Fourier-Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) y Raman en 

este estudio, mostraron cambios en la composición química 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 días (CpH 28) (control positivo). 

Los productos remineralizadores deberían evaluarse sobre una superficie cariada en 

condiciones ideales para así, conocer idóneamente sus posibles efectos in vitro en este sustrato. 

El desarrollo de un modelo que reproduzca las características 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., microbiológico, estático y CpH), en esta investigación se empleó 

el CpH porque simula los ciclos de des-remineralización que se producen en la cavidad oral. En 

el CpH, los ciclos de desmineralización corresponden al tiempo que los tejidos dentales están 

expuestos a los ácidos bacterianos, mientras que los ciclos de remineralización corresponden 

al efecto remineralizador de la saliva (160). Para este estudio se consideró el tiempo de CpH a 

28 días ya que en la fase de desmineralización se reveló que este produce lesiones más 
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profundas que el CpH a 14 días con características composicionales y microestructurales 

similares a la caries residual natural (obtenida por eliminación selectiva de caries a dentina 

firme/cuerosa). Los efectos del método CpH a los 28 días sobre la dentina se han explicado 

detalladamente en la fase de desmineralización (apartado 5.1). 

En el presente estudio, los análisis detallados de ATR-FTIR revelaron que el carbonato de tipo 

B (871 cm-1) del componente mineral de la dentina mostraron valores más 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 localizó 

en la posición a 872 cm-1 en el espectro de IR tras aplicar NaF en esmalte primario humano 

desmineralizado, no siendo característico en los grupos experimentales tratados con fluoruro 

de fosfato acidulado y con fluoruro diamino de plata (187). Además, estos productos también 

muestran la presencia de picos de absorción definidos, en relación a diferentes bandas del 

carbonato, fosfato y grupos amidas, asociados con la incorporación de fluoruro en la red 

cristalina (187). Asimismo, la variable MinCO3 obtenida mediante ATR-FTIR mostró valores 

inferiores, mientras que los análisis mediante espectroscopía Raman mostraron un aumento en 

la razón CO32-/PO43- 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 vías para la sustitución de carbonatos en la composición mineral del apatito: i) a través de 

la sustitución 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 razón CO32-/PO43- 

(MinCO3) para ATR-FTIR observados en los grupos de PR indicaron que se forma este tipo de 

variación composicional (i.e., conjunto de sustituciones en carbonato A/B y lábil)  en estas fases, 

en lugar del mineral original  (previo a la desmineralización) (43). Por otro lado, el aumento de 

la razón CO32-/PO43- (particularmente, carbonato tipo B a fosfato) en la espectroscopía Raman 

indicó la presencia de minerales recién formados como reacción de los grupos de PR con la 

lesión 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 incorporación de 

carbonato parece ocurrir exclusivamente durante el desarrollo del tejido mineralizado (190). 

En vista de que durante el proceso de CpH hay disolución mineral, el aumento de carbonato 

tipo B podría deberse a su retención en la red de apatito por acción de los PR, los cuales, además, 

incorporarían iones de Ca2+ en dicha vacante estructural.  
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En cuanto a los resultados obtenidos mediante ATR-FTIR para la banda v1, v3 PO4
3- cuando se 

comparan los grupos de PR con los grupos de CpH 28 y DS, se observan características, tales 

como la desaparición del conjunto de picos a 940 cm-1 (modo de estiramiento de simetría              

v1 P-O), a 960 cm-1 (v1 PO43-) y a 989 cm-1 (PO43- en el ambiente de apatito); y el desplazamiento 

del pico a 1096 cm-1 (v3 PO43- en apatitos pobremente cristalinos) a 1092 cm-1 (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-1 (apatitos pobremente cristalinos) y la aparición del 

pico a 1123 cm-1 (HPO4
2-) como consecuencia del efecto de los tratamientos remineralizadores, 

asociados a la formación de fosfatos de diferentes ambientes de cristalinidad. Asimismo, cabe 

señalar 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-1 (v3 

PO43- en apatitos estequiométricos) en el tratamiento de dentina desmineralizada con una 

solución de NaF con 2 ppm de F-, que podría atribuirse a la formación de minerales Ca-P (191). 

Una investigación que tuvo como objetivo evaluar la remineralización del FPC-FCA combinado 

con tripolifosfato sódico (Na5P3O10) sobre dentina desmineralizada artificialmente, concluyó 

que el pico a 1025 cm-1 (v3 PO43- en apatitos estequiométricos) es característico de la banda de 

absorción del PO43-, indicando la completa remineralización de la dentina (192). La 

investigación de Tezvergil-Mutluay et al., encontró la banda de absorción más prominente a 

1100 cm-1 (v3 PO43- apatitos pobremente cristalinos) como consecuencia de la precipitación de 

fosfato cálcico mediante el uso de vidrio bioactivo rico en fosfato con fluoruro sobre dentina 

desmineralizada (193). 

Los resultados obtenidos para el grado de mineralización y la razón PO43- / CH2 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 disminución se debe a una menor 

deposición mineral en relación con el componente orgánico, manteniéndose inalterada su 

matriz orgánica a pesar del proceso de desmineralización por el CpH. Además, como se 

describió en la fase desmineralización, el CpH no afecta a los componentes orgánicos de la 

dentina, incluidas las bandas relacionadas con los grupos amida (161). Debe tenerse en cuenta 

que el tiempo de remineralización fue de 24 h (solución remineralizadora) para recrear un 

entorno ideal de remineralización en una fase temprana con una única aplicación previa de los 

PR. Los cambios químicos que se producen en la remineralización temprana de la dentina (30 

min) se han estudiado mediante la utilización de i) clorhexidina, ii) saliva artificial, iii) solución 

de PO4
3-, iv) solución de Cl2Zn y v) solución de ZnO, lo que produjo un aumento de los 
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componentes minerales (194). En un entorno clínico, la saliva está fácilmente disponible para 

la remineralización, sin embargo, en un entorno in vitro, las diferentes formulaciones de saliva 

simulada pueden influir en la remineralización de la dentina (194,195). Nuestro estudio empleó 

una formulación de saliva basada en Jenkins que ha demostrado una remineralización óptima 

en la dentina (194,195), aunque aparentemente no se consiguen los niveles de precipitación o 

formación mineral de la estructura dental sana asociada al componente orgánico. 

El aumento notable del índice de cristalinidad (IC) para  ATR-FTIR (razón 1030 cm-1 /1020     

cm-1) se debe a incorporación de elementos en la red de apatito por parte de los PR y está 

relacionado con la madurez del cristal (169). Lo anteriormente nombrado se ve apoyado por el 

aumento del área de la banda de fosfatos (985-1145 cm-1), especialmente, los fosfatos 

altamente cristalinos con respecto a los de menor cristalinidad. Por otro lado, el IC de la 

espectroscopía Raman considera la distorsión 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-1 significan menor madurez 

cristalográfica y cristalinidad en los minerales (196). Por lo tanto, nuestros resultados de IC 

proporcionados por la espectroscopía Raman indicaron altas características 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 más estrechos a 959 cm-1 sugieren una menor variación estructural en las 

distancias y ángulos de enlace (más cristalino) (197), también en relación 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 explicarían 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 disolución de apatito con formación de CaF2. El porcentaje 

de sustituciones de iones fluoruro determinará si el producto es FAp (Ca10(PO4)6F2) (se 

sustituyen totalmente los iones OH-) o fluorohidroxiapatito (Ca10(PO4)6(OH)2-2xF2x, 0 < x < 1) 

(se sustituye parcialmente a los iones OH-). La formación exclusiva de FAp no es deseable 

debido a que no posee propiedades biológicas adecuadas (199,200). Además, la obtención de 

FAp puro es difícil de conseguir en una situación clínica (200). El fluoruro se adsorbe en la 

superficie del apatito desmineralizado y atrae a los iones Ca2+. También se ha demostrado que 

el F- actúa como catalizador para la adición de iones de PO43- y Ca2+ en la red cristalina, 
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permitiendo el crecimiento de apatito (201). Además, el F- puede actuar como reservorio de 

fluoruro y calcio mediante la formación de glóbulos de CaF2. Estos glóbulos se forman en 

concentraciones de F- superiores a 100 ppm, inicialmente, por una ligera disolución del apatito 

que permite liberar iones de Ca2+, los cuales reacciona con el F-, formando los glóbulos de CaF2 

que se depositarían 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 

orgánica del tejido. Dado que el CpH preserva la matriz orgánica desmineralizada, el efecto F- 

no disminuye. Esto está respaldado por un estudio in vitro en el que el NaF redujo la pérdida de 

tejido dental en un 60% cuando no se eliminó la matriz orgánica (202). 

La remineralización biomimética simula el proceso de regulación que lleva a cabo el 

componente no colágeno en la dentina (192). El FPC es un péptido bioactivo que estabiliza el 

CaPO4 en una solución metaestable, facilitando altas concentraciones de iones Ca2+ y PO43-, 

incluyendo CaHPO4 (57). El FPC también mantiene las altas actividades de los iones Ca2+ y PO43- 

libres durante la remineralización a través del depósito de FCA asociado. Además, en el proceso 

de remineralización, existe una difusión de CaHPO4 y de iones Ca2+ y PO43- a través de los poros 

llenos de proteínas y agua de la lesión cariosa inducida por el CpH. Estos iones Ca2+ y PO43- en el 

cuerpo de la lesión cariosa, por disociación, aumentarían la reactividad química 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 espectroscópicas 

como la FTIR para caracterizar la formación de la matriz de fibras del P11-4. La banda de 

absorción a 1644 cm-1 en el espectro FTIR es característica del P11-4 monomérico, mientras que 

una banda de absorción a 1616 cm-1 se presenta en la forma fibrilar del P11-4 (76). Los 

resultados obtenidos mediante espectroscopía en este estudio apoyan que una sola aplicación 

del P11-4 es capaz de producir cambios composicionales en la lesión de caries inducida por el 

CpH. Cabe señalar que los efectos del P11-4 sobre la dentina se han estudiado en pocas 

investigaciones, las cuales se han enfocado en la fuerza de adhesión y en la interacción con el 

colágeno. Parece ser que los agentes biomineralizadores logran una efectiva remineralización 

de la dentina, reponiendo los componentes minerales tanto en el colágeno extrafibrilar como 

en el intrafibrilar (204). Siendo así, 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 colágeno tipo I 

frente a la actividad proteolítica de las colagenasas. Además, se ha demostrado que diferentes 

concentraciones de P11-4 inducen la deposición mineral, siendo mayor en 1 µg/mL del péptido 
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que en 0.5 µg/mL (205). Debido a que Curodont™ Repair tiene 10 mg/mL, se esperaría una 

mayor remineralización por parte esta presentación comercial. El mecanismo de acción del 

péptido P11-4 radica en la formación de una matriz 3D que atraería iones Ca2+ y sería capaz de 

nuclear HAp de novo (76). Debido a que la remineralización y la eficacia del P11-4 depende del 

contenido mineral de la saliva (entorno in vivo), la solución remineralizadora empleada en este 

estudio, proporciona al PAE P11-4 los iones necesarios que le permitirían la formación de HAp 

de novo. Los resultados del ensayo clínico realizado por Brunton et al., (13) concluyen que una 

sola aplicación se asocia con una regeneración significativa del esmalte. Por otro lado, la 

investigación in vitro realizada por Kirkham et al., indicó que una sola aplicación de P11-4 (5 

mg/mL) sobre una lesión artificial de caries en el esmalte y  posteriormente, sometida a CpH 

durante 5 días, resultó en una ganancia mineral neta, apoyando la formación de HAp (81). Con 

respecto al CD, este producto está indicado para el tratamiento de la hipersensibilidad 

dentinaria, siendo el primer producto basado en PAEs diseñado para este fin. Hasta ahora, solo 

un estudio in vitro ha documentado efectos significativos del CD sobre la oclusión tubular (206). 

Aunque una investigación  reciente  in vivo demostró que el CD es eficaz en la reducción de la 

hipersensibilidad dentinaria (207), el presente estudio se interesó por su potencial 

remineralizador, principalmente por la presencia del PAE P11-4 combinado con 

monofluorofosfato de sodio (MFFS). Debido a que el CD tiene F- (MFFS) disponible en su 

composición y sitios de unión a Ca2+ proporcionados por el PAE P11-4, se espera la formación 

de HAp de novo por acción combinada de P11-4 y F-. La información proporcionada por las 

técnicas espectroscópicas empleadas en la presente investigación, reveló que las características 

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 situación in vivo. Debido a las similitudes composicionales (relacionadas con la 

remineralización) del P11-4 con los otros productos evaluados, parece adecuado para su uso en 

procedimientos clínicos sobre caries dentinaria (e.g., tratamientos restauradores). Por ello, se 

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

1. El ciclaje de pH (CpH) produce lesiones cariosas en dentina con características 

composicionales, microestructurales y morfológicas similares a las presentes en caries 

residual natural, tales como la disminución del contenido mineral y del tamaño del 

cristalito, cambios en la cristalinidad, y una apertura extensa de algunos túbulos 

dentinales. 

 

2. El CpH es un método químico-dinámico adecuado para la simulación de caries en 

dentina. Entre los tiempos experimentales de ejecución considerados (14 y 28 días), el 

CpH a 28 días produce lesiones de mayor profundidad, manteniendo la estructura del 

colágeno de la dentina. 

 

3. Los productos remineralizadores (PR) evaluados: solución de fluoruro de sodio al 0.2% 

(NaF), fosfopéptido de caseína-fosfato de calcio amorfo (FPC-FCA), péptido de 

autoensamblaje (PAE) P11-4 y PAE P11-4 en combinación con monofluorofosfato de 

sodio (MFFS) producen cambios composicionales a nivel molecular en la dentina 

previamente desmineralizada mediante CpH. 

 

4. Los PR demostraron inducir cambios similares (e.g., deposición mineral y alteraciones 

en la cristalinidad) en la dentina tras su aplicación e inmersión en solución 
remineralizadora por 24 h, observables a nivel químico mediante técnicas analíticas 

complementarias basadas en la espectroscopía de infrarroja por transformada de 

Fourier-Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) y Raman. 

 

5. Los resultados analíticos 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 días) similares a la terapia estándar con F-. 
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Anexo I. 
Documento de aprobación del Comité de Ética en Investigación de la Universidad de Granada 

para desarrollo de la tesis doctoral. 

 

 

 

 



94 
 

 

 

 
        



95 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Anexo II.  
Publicación en International Journal of Medical of Dentistry 2022;26(4):585-608. 
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