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Resumen

La caries dental es la enfermedad crénica con mayor prevalencia en todo el
mundo. Esta enfermedad se caracteriza por presentar una etiologia multifactorial y
una evolucion lenta que conduce a la destruccion de los tejidos duros dentales. El
conocimiento actual de la fisiopatologia de la caries dental y la disponibilidad de
nuevos recursos terapéuticos ha contribuido a la aceptacién general de la odontologia
de minima invasividad en el abordaje operatorio de la lesiéon de caries, e incluso la no
invasividad en sus estadios iniciales y moderados. Desde este punto de vista, la
evolucion de la lesion de caries puede detenerse o ser revertida mediante

procedimientos de remineralizacion de los tejidos afectados.

El fluoruro diamino de plata (SDF) es una opcién econémica, segura y de facil
acceso para el tratamiento de las lesiones de caries. Ademas, el tratamiento con SDF
requiere de una instrumentacién minima y no necesita de instalaciones complejas para
su aplicacion. Particularmente, la caracteristica mas llamativa de este material es su
capacidad para detener las lesiones de caries de forma no invasiva. En concreto,
cuando el SDF se aplica sobre el tejido dental cariado, se producen una serie de
reacciones quimicas que favorecen la detenciéon de la caries, asi como la
desensibilizaciéon del diente por el bloqueo de los tabulos dentinarios. Ademas, este
producto tiene la capacidad de tener una accién antimicrobiana y remineralizadora e
inhibe de la degradacion colageno dentinario. Sin embargo, a pesar de las multiples
investigaciones sobre el mecanismo de accién del SDF, no existe un protocolo

establecido para la aplicaciéon de este material en el tejido dentinario.

Por otra parte, teniendo en cuenta las caracteristicas del SDF, también es
interesante evaluar las propiedades de este material en distintos ambientes orales. El
ciclaje de pH constituye un procedimiento idéneo para evaluar distintos materiales
dentales bajo diferentes periodos de desmineralizacion y remineralizacién, simulando
in vitro un proceso de caries. En este contexto, esta metodologia permite determinar

varios aspectos fundamentales del SDF bajo determinados condicionantes, como su



capacidad remineralizadora la cual resulta esencial para la practica odontolégica

minimamente invasiva.

Junto a sus multiples ventajas, el SDF presenta un importante inconveniente de
caracter estético. Este material produce una tincién negra en la superficie dental
debido a la oxidacién de los iones de plata libres en su formulacién, siendo esta
indeseada coloraciéon la razén principal del rechazo al tratamiento del SDF por parte
del paciente. Para solucionar este problema estético diferentes marcas comerciales han
afiadido el uso del yoduro de potasio (KI) durante su aplicaciéon. No obstante, la
utilizacion de este compuesto ha demostrado comprometer la actividad
antimicrobiana del SDF. En este contexto, el uso y la implementacién de la
nanotecnologia ha surgido como alternativa durante las altimas décadas para intentar
solventar este problema. Este método consiste en el desarrollo de AgNPs para evitar
la coloracién de las superficies, sin poner en compromiso las propiedades del SDF
para estos tratamientos. Sin embargo, atin no se conocen las propiedades de estas
AgNPs en su aplicaciéon, ni las posibles interacciones de estas AgNPs con las

estructuras dentarias.

Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones, es evidente que no existe un
consenso sobre la rehabilitacion de las cavidades tratadas con SDF, ni esta claro cémo
abordar el problema estético que conlleva el uso de este material. Por lo tanto, el
objetivo principal de la presente Tesis Doctoral es evaluar los efectos fisicoquimicos,

morfolégicos y mecanicos de compuestos plata en la dentina desmineralizada.

Esta tesis doctoral se encuentra estructurada en seis Capitulos. En primer lugar,
el Capitulo 1, presenta un marco teérico a partir de una amplia revisién bibliografica
sobre diferentes temas y cuestiones relacionadas con esta investigaciéon doctoral. Para
ello, se introducen algunos conceptos basicos describiendo las estructuras
mineralizadas del diente para después exponer diferentes técnicas para el tratamiento
de las lesiones de la caries dental y su proceso de remineralizacion. A continuacion, se

analiza el uso del SDF, sus mecanismos de accién y sus implicaciones clinicas. Por



altimo, este capitulo introduce algunos conceptos fundamentales en el ambito de la
nanotecnologia en odontologia. En el Capitulo 2, se plantean los objetivos principales

y especificos de esta Tesis Doctoral.

El Capitulo 3 evalta los efectos fisicoquimicos inmediatos del uso de diferentes
marcas comerciales de SDF y su relacién con la respuesta adhesiva inmediata de los
sistemas adhesivos de grabado-lavado y autograbantes. Mientras que el Capitulo 4
analiza la capacidad remineralizadora del SDF y NaF en condiciones de ciclaje de pH.
A continuacién, el Capitulo 5 plantea la sintesis de nanoparticulas de plata mediante
quimica verde, empleando extracto de plantas (Camellia sinensis), y funcionalizadas
con chitosan y NaF, como un material alternativo al SDF. Ademas, este capitulo evaltia
la aplicacion de estas AgNPs sobre las propiedades fisicoquimicas y mecanicas de la
dentina desmineralizada. El Capitulo 6 plantea las conclusiones finales derivadas de

la investigacion desarrollada en cada uno de los estudios descritos anteriormente.
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Abstract |

Dental caries is the most prevalent chronic disease worldwide. This disease is
characterized by a multifactorial etiology and a slow progression leading to the
destruction of dental hard tissues. The current understanding of the pathophysiology
of dental caries and the development of new therapeutic resources has contributed to
the acceptance of minimally invasive dentistry in the operative approach for caries
lesions and even non-invasive dentistry in early and moderate stages. From this point
of view, the evolution of the caries lesion can be arrested or reversed by

remineralization procedures of the affected tissues.

Silver diamine fluoride (SDF) is an inexpensive, safe and easily accessible
option for the treatment of caries lesions. Moreover, SDF treatment requires minimal
instrumentation and does not require complex facilities for its application. In
particular, the most remarkable characteristic of this material is its ability to arrested
caries lesions with a non-invasive approach. Specifically, when SDF is applied to
carious tooth tissue, a series of chemical reactions occur that promote caries arrest, as
well as the desensitization of the tooth by occluding the dentinal tubules.
Additionally, this product has antimicrobial and remineralising action and inhibits
dentin collagen degradation. However, despite multiples investigations on the
mechanism of action of SDF, there is no established protocol for the application of this

material in dentine tissue.

On the other hand, considering the characteristics of SDF, it is also essential to
evaluate the properties of this material in different oral environments. pH cycling is
an appropriate procedure to evaluate several dental materials under different periods
of demineralization and remineralization that simulated a caries process in vitro. In
this context, this methodology allows us to determine certain fundamental aspects of
SDF under particular conditions, such as its remineralizing capacity, which is essential

for a minimally invasive dental practice.
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Besides its many advantages, SDF has a major aesthetic inconvenience. This
material produces black staining on the tooth surface due to the oxidation of the free
silver ions in its formulation, and this black staining is the main reason for the patients
rejection of SDF treatment. To overcome this aesthetic problem, different commercial
brands have added potassium iodide (KI) during application. However, using this
compound has been shown to compromise the antimicrobial activity of SDF. In this
context, the use and implementation of nanotechnology have emerged as an
alternative during the last decades to try to solve this problem. This method consists
of developing AgNPs to avoid surface staining without compromising the properties
of the SDF for these treatments. However, the properties of these AgNPs in their
application and the possible interactions of these AgNPs with tooth structures are still

unknown.

Based on the above considerations, it is evident that there is no consensus on
the rehabilitation of cavities treated with SDF, nor is it unclear how to address the
aesthetic problem associated with the use of this material. Therefore, the main
objective of this Ph.D. thesis is to evaluate the physicochemical, morphological, and

mechanical effects of silver composites on demineralized dentin.

This doctoral thesis is structured in six chapters. Firstly, Chapter 1 presents a
theoretical background based on an extensive literature review on different topics and
issues related to this doctoral research. For this purpose, some basic concepts are
introduced by describing the mineralized structures of the tooth. Then, different
techniques for treating dental caries lesions and their remineralization process are
presented. Subsequently, the use of SDF, its mechanisms of action, and its clinical
implications are discussed. Finally, this chapter introduces some fundamental
concepts in the field of nanotechnology in dentistry. In Chapter 2, the principal and

specific objectives of this Doctoral Thesis are presented.

Chapter 3 evaluates the immediate physicochemical effects of the use of

different commercial brands of SDF and their relationship with the immediate

12



adhesive response of etch and rise and self-etch adhesive systems. Chapter 4 analyses
the remineralizing capacity of SDF and NaF under pH cycling conditions.
Furthermore, Chapter 5 discusses the synthesis of silver nanoparticles by green
chemistry, using plant extract (Camellia sinensis), and functionalized with chitosan and
NaF as an alternative material to SDF. In addition, this chapter evaluates the
application of these AgNPs on the physicochemical and mechanical properties of
demineralised dentin. Chapter 6 presents the conclusions from the research carried

out in each of the studies described above.
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Capitulo 1 |

Marco Teodrico
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1.1 Estructuras mineralizadas del diente

1.1.1 Esmalte dental

El esmalte es un tejido acelular de naturaleza cristalina, cuyo contenido es un
96% de hidroxiapatito, 3% de agua y 1% de materia organica, incluidas proteinas y
lipidos [1]. Su unidad estructural basica son los prismas del esmalte, haces de cristales
de hidroxiapatito ordenados y densamente empaquetados por una red de material
organico que los envuelve, extendiéndose desde la unién esmalte-dentinaria hasta la
superficie exterior del esmalte (Fig. 1) [2]. Estos prismas presentan un tamafio
promedio de 50 x 25 nm (ancho x espesor), pudiendo variar su dimensién en

profundidad del esmalte [3].

La distribuciéon de estos prismas cristalinos no es homogénea, estando
relacionada con la morfologia dental. El esmalte de mayor espesor se encuentra sobre
las superficies de trabajo del diente mientras que el de menor espesor localiza en las
regiones de baja exposicion al desgaste [3]. De esta manera, el esmalte puede alcanzar
un espesor de 2.5 mm en las ctispides y estrecharse progresivamente hasta convertirse
en un filo de cuchillo en el margen cervical [4]. Este tejido constituye la capa externa
de los dientes presentando unas caracteristicas que le permiten resistir a una variedad
de desafios mecédnicos y fisico-quimicos [2]. Estos factores incluyen fuerzas de
compresion (que pueden alcanzar cargas de hasta 700 N), abrasion, desgaste vy,

especialmente, ambientes 4dcidos provenientes de la placa bacteriana y la dieta [3].

Fig. 1 Imagen de SEM de los prismas del esmalte. Tomado de Fu-Zhai Cui et.al.[5]
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1.1.2 Dentina

La dentina es un tejido conectivo mineralizado altamente complejo que se
encuentra inmediatamente debajo del esmalte. Este tejido mineralizado esta
constituido por una fase inorganica compuesta por hidroxiapatito (70%), agua (10%)
y una matriz orgénica formada por coldgeno fibrilar de tipo I y proteinas no colagenas
(NCP) (20%) [6]. La dentina forma la mayor parte del diente humano; por lo que todos
los procesos que afecten a su biomecanica y bioquimica influiran en el rendimiento
mecédnico de toda la estructura, siendo esto de gran importancia para la funcion

general de los dientes [7].

A nivel macroestructural, este tejido se encuentra formado por tabulos
dentinarios con forma de cono invertido, con su vértice ubicado cerca a la pulpa y
extendiéndose hasta la unién amelodentinal [8]. Estos tibulos desempenan distintas
funciones, incluida el mantenimiento de la hidratacion del diente, constituir un
conducto para la transduccién de sefiales fisicas a respuestas sensoriales y un anclaje
en la unién adhesiva para los tratamientos restauradores (Fig. 2) [6]. Especificamente,
la dentina se encuentra conformada por dentina peritubular (tejido altamente
mineralizado, 95% en volumen del tejido) e intertubular (se encuentra la mayor parte
del contenido organico 30% en volumen del tejido) [9]. Como consecuencia de su
composicién quimica y estructura histologica, este tejido posee tres propiedades
mecénicas esenciales; dureza, resistencia y elasticidad [10]. Ademas, la dentina puede
sufrir distintas modificaciones fisico-quimicas debido al propio envejecimiento
fisiologico y a diversos procesos patologicos, produciendo diferentes morfologias de

dentina [7].
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Fig. 2 Imagen obtenida mediante SEM de los tiibulos dentinarios. Centro de Instrumentacion
Cientifica (UGR).

1.2  Caries dental

La caries dental es una enfermedad crénica, dindmica, multifactorial, no
transmisible; producida por biopeliculas y modulada por la dieta, tiene como
consecuencia la pérdida mineral de los tejidos duros dentales [11]. La caries esta
determinada por factores biolégicos, conductuales, psicosociales y ambientales [1].
Esta enfermedad es actualmente la patologia mds prevalente en los dientes
permanentes, y forma parte del conjunto de enfermedades que afectan a las personas

durante toda la vida [12].

1.2.1 Lesion de caries en esmalte

La lesion de caries es la etapa terminal de una pérdida progresiva de mineral
generada en el esmalte [11]. En este tejido la enfermedad progresa imperceptiblemente
hasta que los cambios provocados son clinicamente visibles, presentdndose en este
caso una lesion de mancha blanca en la superficie del esmalte [1]. Esta situacion resulta
clinicamente relevante ya que es inicamente hasta esta etapa cuando la lesién puede
ser detenida o revertida [13]. Sin embargo, en el caso en que la pérdida de mineral
progrese, la porosidad del esmalte se incrementara, permitiendo con ello que los

acidos se difundan a mayor profundidad y continden desmineralizando la
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subsuperficie, generando en dltimo término una alteracion estructural y la formacién

de una cavidad [14].

1.2.2 Lesion de caries en dentina

El desarrollo de la lesién de caries en dentina consta de dos capas: una externa
o dentina infectada, y una interna o dentina afectada [15]. La capa externa se
caracteriza por estar altamente desmineralizada y fisiol6gicamente sin capacidad de
remineralizacién (Fig. 3) [9]. Los tibulos dentinarios se encuentran desorganizados y
su interior esta ocupado por bacterias. Debido al proceso de desmineralizacion la
dentina peritubular desaparece y el didmetro de los tabulos aumenta. De esta manera,
las bacterias consiguen invadir la dentina peritubular, y los tabulos van coalesciendo

dando lugar a zonas necréticas [16].

Por otro lado, la capa interna o dentina afectada se caracteriza por encontrarse
parcialmente desmineralizada y, en consecuencia, ser fisiologicamente
remineralizable [9]. Esta capa se subdivide en tres areas: capa tturbida, zona
transparente o translticida y zona subtransparente. La capa tarbida se caracteriza por
la presencia de fibras de coldgeno no desnaturalizadas y con la existencia de sus
bandas caracteristicas. Por otra parte, la zona transparente se caracteriza por presentar
los tabulos dentinarios rellenos de cristales de gran tamafo, siendo estos mas
resistentes a los acidos producidos por las bacterias. Esta esclerosis tubular es
responsable de su aspecto transparente o translacido, dando lugar al nombre de esta
area. Por dltimo, en la zona subtransparente encontramos menos descalcificaciones
tubulares y areas de dentina no afectada al encontrarse més proxima a la dentina sana

subyacente [16].
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Fig. 3 Imagen obtenida mediante SEM de una lesion de caries radicular. Facultad de

Odontologia de la Universidad de Hokkaido (Japdn)

1.3 Tratamiento de las lesiones de caries

Son aquellas acciones tomadas para interferir con la pérdida mineral durante

todas las etapas de la enfermedad de la caries.

1.3.1 Tratamiento convencional (quirtrgico): este tratamiento consiste en remover
mecédnicamente el tejido afectado por la caries y reemplazarlo por un material de
restauracion (composites, ionémeros de vidrio), con la finalidad de contribuir en el

control del biofilm y restaurar la forma y funcién del diente [17].

1.3.2 Tratamiento minimamente invasivo: su concepto se centra en la preservacion
de la estructura dental [1]. Este tratamiento se basa principalmente en diagnosticar,
interceptar y tratar la caries dental a nivel microscépico [18]. Bajo esta premisa, la
atencion méxima en estos tratamientos estd puesta en la conservacién del esmalte y la
dentina desmineralizada no cavitados. De esta manera, los principales objetivos para
estos tratamientos minimamente invasivos son los siguientes: prevencion de caries,
reducciéon de las bacterias cariogénicas, remineralizacion de lesiones tempranas,
minima intervencion quirdrgica de la lesiéon cavitada y reparaciéon en lugar de

sustitucion completa de restauraciones defectuosas [19].
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1.3  Método de ciclaje de pH para simulacién de lesiones cariosas

Un método es un proceso que simula algan fenémeno de interés, lo que permite
al investigador obtener informacién sobre dicho hecho [20]. Entre ellos, los métodos
in vitro son los mas utilizados en la investigacién cariolégica. La induccién de lesiones
de caries en el sustrato dentinario permite investigar varios aspectos fundamentales
para la practica odontoldgica, por ejemplo: evaluar los efectos preventivos de los
agentes fluorados, métodos de remocién de caries, evaluacion de la adhesion de la

dentina cariada, etc. [21].

Los métodos basados en ciclaje de pH implican la exposicién de los sustratos
dentales (esmalte o dentina) a periodos de desmineralizacién y remineralizacion. Los
ciclos de desmineralizacién corresponden al periodo en el que los dientes estan
expuestos a los acidos producidos por las bacterias, mientras que los ciclos de
remineralizacion corresponden a la accién remineralizadora de la saliva [21]. Este
método experimental estd disefiado para simular la dinamica de la pérdida y ganancia

de mineral que intervienen en la formacién de las lesiones de caries [22].

Estos procedimientos se caracterizan por presentar un alto control
experimental y sensibilidad técnica lo genera una menor variabilidad intrinseca, asi
como requerir un reducido tamafio de muestra [20]. Otras ventajas de este método
son su rentabilidad y facil reproducciéon. Sin embargo, una importante desventaja de
este método es la incapacidad de simular completamente las condiciones orales que
conducen al desarrollo de la caries (i.e. biopeliculas bacterias, placa bacteriana y
saliva) [23]. Estas limitaciones deben tenerse en cuenta cuando se pretende extrapolar

los datos de los estudios de ciclaje de pH a las situaciones clinicas.
1.4 Remineralizacion de la dentina

La remineralizacion se refiere a la ganancia neta de componente mineral de un

tejido previamente desmineralizado, teniendo como objetivo el restablecimiento de su
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funcionalidad [24]. El término remineralizacién puede inducir a cierta confusién, ya
que no implica que la lesién haya recuperado su contenido o caracteristicas del
mineral original sino que, aunque se detecta un balance positivo, conlleva itnicamente
una ganancia mineral [1]. Este proceso puede ocurrir mediante: (1) la incorporacion
espontanea de iones implicados en la formacién de mineral (i.e., calcio, fosfato y
fluoruro) provenientes de la saliva sobre los cristales de hidroxiapatito en el tejido
desmineralizado, o (2) por medio de tratamientos que incorporan los mismos iones de

fuentes externas, a través de agentes remineralizadores [9] .

e Via clasica de nucleacién: se basa en la cristalizacién mediada por iones. Este
proceso comienza a partir de los denominados bloques de construcciéon
primarios (i.e., &tomos, iones o moléculas), que con el transcurso del tiempo
van formando aglomerados hasta llegar a alcanzar el tamafio adecuado de un
nucleo cristalino, para posteriormente desarrollar crecimiento cristalino. Sin
embargo, estos ntcleos pueden disgregarse dependiendo de la energia de

superficie y de la red cristalina dentro del sistema considerado [25]

e Via no clasica: se encuentra mediada por precursores sélidos amorfos (como
fosfatos de calcio amorfo) que mediante mecanismos de agregaciéon forman
cristales asociados a proteinas coldgenas o no colagenas (analogos
biomiméticos) producen la mineralizacién intrafibrilar del tejido [26].

1.5 Compuestos remineralizadores de la dentina

Un agente remineralizador se puede definir de forma sencilla como una

sustancia capaz de promover la remineralizacion del tejido dental [27].

Las caracteristicas generales que deben presentar estos compuestos son [28]:

o Deben ser capaces de liberar controladamente calcio y fosfato al sustrato dental.

o No deben aportar un exceso de calcio que favorezca la formacion de calculos.
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o Deben actuar sobre un pH acido para detener la desmineralizaciéon durante un
proceso de caries.

o Deben ser capaces de potenciar las propiedades remineralizadoras de la saliva.

1.5.1 Fluoruro diamino de plata

En odontologia el primer manejo de un compuesto con plata se registré en 1840,
donde se identific6 el uso del nitrato de plata (AgNO3) para el tratamiento de la caries.
Este compuesto fue utilizado por dentistas estadounidenses para cauterizar
instantdneamente las lesiones cariosas, con la finalidad de generar un efecto similar a
la de una costra dura y oscura [29]. Sin embargo, no fue hasta el afio 1917 cuando
Howe describié el uso de una solucién amoniacal de nitrato de plata, llamada
“Solucién de Howe” para uso odontolégico. Esta solucion se aplicaba directamente
después de la preparacion cavitaria de las lesiones e incluso fue recomendado como
desinfectante en la terapia de conductos radiculares [30]. Por otra parte, en 1970 el
Servicio Dental Escolar de Australia utiliz6 fluoruro de plata (AgF) como un
tratamiento minimamente invasivo en nifios desfavorecidos en Nueva Gales del Sur
[31].

El fluoruro diamino de plata fue investigado por primera vez en 1969 como
parte de la tesis doctoral de la Dra. Mizuho Nishino de la Universidad de Osaka
(Japon). Esta investigacion se centré en el desarrollo de un material que buscaba
combinar las propiedades antimicrobianas de la plata con la capacidad
remineralizadora del fluoruro [30]. Este producto contiene en su formulacién un alto
contenido en fluoruro (equivalente a una concentracion relativa de 5%; 44.8000 ppm),
plata (25%; 253.900 ppm), 8% amoniaco y 62% agua [32]. La solucién estd compuesta
de un ion fluoruro y un ion diamina-plata [Ag(NHs):2]*, este ultimo complejo
producido de la unién de dos moléculas de amoniaco a un ion de plata [33]. Esta
primera composicion de SDF generaba un compuesto capaz de funcionar como agente
cariostatico que a su vez obliteraba los tabulos dentinarios y reducia Ia
hipersensibilidad dentinaria [34]. Al tiempo, el Consejo Farmacéutico Central del

Ministerio de Salud y Bienestar de Japén aprobé el uso de SDF como agente
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cariostético en odontologia y fue comercializado por los Laboratorios J.Morita con el
nombre Saforide [30]. Posteriormente, se empezaron a realizar los primeros estudios
in vivo de este material en varios paises: Argentina, Brasil, China, Cuba, Japén y Nepal
[35,36], entre otros, siendo todavia empleado en muchos de estos paises en la

actualidad.

En 2014 el SDF fue reconocido por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de EE. UU (FDA), como un producto sanitario de clase II, concediendo
su aprobaciéon para el tratamiento de la hipersensibilidad dentinaria. Con
posterioridad, en 2016 la FDA otorgé al SDF la designacion de “terapia innovadora”
por su capacidad de detencién de la caries dental en nifios y adultos [30]. Desde
entonces, se han comercializado diferentes productos comerciales en distintas
regiones, como por ejemplo (Fig. 4): Cariestop (SDF 30%, 12%-Brasil), Advantage
Arrest (SDF 38%- México), FA gamin (SDF 38%- Argentina), RivaStar (SDF 38% +KI -

Australia).

=
9
FAgamin®

Fluoruro de
Diamin Plata ]

— o

Fig.4 Diferentes presentaciones comerciales del producto SDF. Imdgenes promocionales
(COA Dental, Tedequim, SDI, Biodinamica, |.Morita)

En la siguiente seccién abarcaremos las distintas propiedades y funciones de la
plata y del fluoruro separadamente para un mejor entendimiento de los mecanismos

de accién del SDF sobre el sustrato dentario.
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1511 Plata

Efecto antibacteriano

La solucién de SDF es capaz de liberar iones de plata al medio, presentando
tres estados de oxidacion: ion plata (I), ion plata divalente (II), e ion plata trivalente
(IIT). Entre estos, solo el ion plata trivalente es lo suficientemente estable para
desempenar una actividad antibacteriana [37]. Este ion interacttia mediante diferentes

mecanismos con los microorganismos para generar su destruccion:

e Bloquea el sistema de transporte de electrones de las paredes bacterianas [38].

e Interactta con el grupo tiol de las enzimas que contienen el aminoacido
cisteina, desactivdndolas y generando la muerte celular bacteriana [38].

e Provoca la ruptura de la pared bacteriana a través de uniones electrostaticas
entre la Ag a las porciones aniénicas de la membrana [39].

e Interactta con el acido desoxirribonucleico (ADN), provocando la destruccion

bacteriana [38].

En consecuencia, que un microorganismo sea capaz de crear una total
resistencia bacteriana contra la plata es poco probable debido a sus mdultiples
mecanismos antimicrobianos. De esta manera, el SDF ha demostrado una potente
accion antimicrobiana contra las biopeliculas cariogénicas [40]. Este efecto
antimicrobiano ha sido comprobado en maultiples estudios sobre diferentes
microorganismos (i.e. especies: Streptococcus mutans, Actinomyces naeslundii,
Lactobacillus sp.) [41-43]. Ademas, un estudio revel6 que la minima concentraciéon
inhibitoria (MCI); es decir, la concentracion mas baja del SDF para inhibir la actividad

de Streptococcus mutans, fue de 0,06 pmol/ml [44].
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Efecto en la mineralizacion de la dentina

El SDF reacciona con el hidroxiapatito para formar fluoruro de calcio (CaF),
fosfato de plata (AgsPOs) y oxido de plata (Ag2O) [45]. La capacidad de penetraciéon
en su aplicacion varfa dependiendo de la estructura dental. El SDF ha mostrado
penetrar cerca de 20 pm en el esmalte sano [46,47]. Por otro lado, en dentina
desmineralizada se observa que la penetraciéon de SDF es de 50 a 200 pm, llegando a

alcanzar al tejido pulpar dental [48].

La formacién de fosfato de plata (AgsPOs) podria ser la razén del aumento de
la microdureza de la caries tras la aplicacion del SDF [49]. Varios estudios afirman que
el endurecimiento de la caries detenida por SDF se debe a la reaccién de la plata, mas
que a la remineralizacion por parte de los fluoruros [47]. Sin embargo, afirmar por
completo que los compuestos de la plata contribuyen al endurecimiento de la lesiéon

de caries puede ser cuestionable debido a las siguientes razones:

e La profundidad de penetracién de la plata en la dentina deberia coincidir con
la profundidad del aumento de la microdureza del tejido tratado con SDF [50].
Sin embargo, estudios ex vivo muestran un aumento de la microdureza en los
150 pm externos de la lesién de caries en dentina observando solo un aumento
de calcio y fosfato en la regioén, sin la presencia de plata [51].

e Silos compuestos de plata pueden aumentar la dureza de la lesién de caries,
entonces los productos de nitrato de plata también deberian de endurecer dicha
lesién. Sin embargo, no hay pruebas en la literatura que apoyen esta mencién
[52].

e La densidad de los compuestos de plata en las lesiones de caries dentinaria es
desconocida. Este punto es muy importante ya que el material debe de ser lo
suficientemente denso para provocar un cambio en la microdureza del tejido

dentario [53].
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Por las razones expuestas previamente es aun incierto si los compuestos de
plata del SDF contribuyen o no al aumento de la dureza de las lesiones de caries en la

dentina.

Por otra parte, varios estudios sugieren la incorporaciéon de la plata a la
estructura cristalina del hidroxiapatito en sustitucién con iones de calcio, presentando
la féormula Cai0xAgx(POs)e(OH)2 con 0.0 <x<0.5 [54,55]. Este hidroxiapatito
conteniendo plata en su composicion ha demostrado reducir la adhesion bacteriana y

minimizar la citotoxicidad tisular [54].

Efecto sobre el coligeno de la dentina

La plata tiene un efecto indirecto sobre el coladgeno ya que es capaz de inhibir
la colagenasa (i.e., metaloproteinasas de matriz -MMP- y catepsinas) relacionada con
el desarrollo del proceso de la caries dental [56,57]. Particularmente, se ha sugerido
que la plata es un potente inhibidor de la catepsina B y K y un moderado inhibidor de

las MMP-9 y 8 [52].

1.5.1.2 Fluoruro

Efecto antibacteriano

El fltor ejerce su efecto sobre las bacterias orales mediante la inhibicién
directa de las enzimas celulares o aumentando la permeabilidad de los protones de
las membranas celulares en forma de fluoruro de hidrégeno [58]. Sin embargo,
estudios previos tienden a descartar el papel del flaor en la actividad metabdlica de
las bacterias, alegando que este efecto es solo efectivo cuando se cuenta con grandes
concentraciones de fldor. De hecho, se han realizado muy pocos estudios in vivo que
cuantifiquen el efecto antimicrobiano del fldor ya que el efecto dominante de este

compuesto estd relacionado con las interacciones con el tejido duro del diente [59].
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Efecto en la mineralizacion de la dentina

Como se ha mencionado anteriormente, tras la aplicaciéon del SDF se forman
precipitados de fluoruro de calcio (CaF;) y fosfato de plata (AgsPOs), siendo estos
compuestos responsables de la prevencion y del aumento de la microdureza de las
lesiones de caries [60]. Por otra parte, la elevada solubilidad del fluoruro de calcio hace

que este compuesto no sea estable en un medio acuoso como la saliva [61].

El fluoruro puede interactuar con los cristales de hidroxiapatito de diferentes
formas: (1) intercambio i6nico de iones fluoruro por iones hidroxilo en la estructura
del cristal, o (2) crecimiento cristalino de fluorapatito a partir de soluciones
sobresaturadas en este elemento [62]. Cabe destacar que el fluorapatito presenta una
menor solubilidad en ambientes acidos, resultando ser quimicamente més estable bajo
condiciones cariogénicas [63]. Especificamente, se ha encontrado la presencia de
fluorapatito en la dentina tratada previamente con SDF, pudiéndose suponer asi, que
el SDF puede reaccionar con el calcio y fosfato de la dentina siendo capaz de producir

fluorhidroxiapatito, y por consiguiente inducir la remineralizacion del tejido [60].

Efecto en el colageno dentinario

El fluoruro es capaz de proteger al coldgeno mediante dos vias: (1)
promoviendo la remineralizacién, y en consecuencia, permitiendo que los cristales de
hidroxiapatito recubran y protejan el coldgeno, e (2) inhibiendo la actividad de las
colagenasas, implicadas en el proceso de la lesién cariosa [56,64,65]. En este sentido,
se ha demostrado que la alta electronegatividad de los iones de flaor puede unirse a
los iones de zinc y calcio, que son parte fundamental para la funcién catalitica de las

MMP [66].
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Fig. 5 Mecanismos del accion del SDF. Imagen modificada de Nassar et. al. [34]

1.5.1.3 Efectos secundarios y toxicidad

El principal efecto secundario del uso del SDF es la tincién oscura del tejido
dental cariado [67]. Asimismo, durante su aplicacién también puede mancharse
temporalmente la piel y la encia, circunstancia que debe ser considerada por parte del
odontélogo al momento de su manipulacién [34]. Con la intencién de evitar este efecto
secundario se ha sugerido la adicién de yoduro potasico (KI) tras la aplicacién del
SDF [68]. Algunos productos comerciales (RivaStar y Riva Star Aqua) han incorporado
este compuesto aunque la actividad antimicrobiana del SDF puede verse
comprometida con dicha adicién [69]. Por otra parte, el efecto de la reduccién de la
tincion oscura (mancha negra caracteristica del SDF) con KI no es efectiva a largo
plazo [70]. Otra posible alternativa para intentar solucionar este problema es el uso
nanoparticulas de plata [71]. Un estudio reporté que el uso de nanofluoruro de plata

no present6 tinciéon negra en la lesion de caries tratada [72]. Adicionalmente, se han
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descrito otros efectos secundarios como irritacion gingival transitoria y sabor metélico

[73].

En cualquier caso, no se ha notificado ninguna toxicidad asociada al uso SDF
cuando se utiliza segtin lo recomendado por los distribuidores de estos productos
[74,75]. Sin embargo, la alta concentraciéon de fluoruro y plata en su composiciéon ha
despertado cierta preocupacion, especialmente cuando se realizan varias aplicaciones
en nifos pequenos. Por esta razon, se hace particular hincapié en que la cantidad de
SDF aplicada debe de ser minima, tomando especial precaucién durante su utilizaciéon

y evitando la realizacién de aplicaciones multiples en tratamientos clinicos [34,76].

1.5.1.4 Aplicaciones clinicas

En base a las revisiones sistematicas sobre los efectos anticaries del SDF, las

recomendaciones de aplicaciéon son las siguientes [73]:

e EISDF al 38% es mas efectivo que las presentaciones con menos concentracion.

e Laaplicacién bianual del SDF es mas efectiva que la anual.

e Las aplicaciones anuales de SDF son mads eficaces que las 3 aplicaciones
semanales.

e Las aplicaciones deben ser entre 10 segundos a 3 minutos.

e Los dientes anteriores presentan mejores tasas de detencién con la aplicaciéon
de SDF que los dientes posteriores.

e Lesiones oclusales de gran tamafio y con placa bacteriana visible tienen menos
posibilidades de detencion.

e Evitar el uso de SDF en dientes con sospecha de afecciéon pulpar.

e En adultos la aplicacién anual de SDF es eficaz para la detencién y prevencién

de caries.

1.5.2. Uso de flaor en odontologia
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El fldor es el halégeno mas abundante en la corteza terrestre,
encontrdndose en la naturaleza combinado, es decir, formando otros compuestos.
Particularmente, es el elemento de mayor electronegatividad y reactividad [77]. El
efecto del fldor en la salud bucodental se ha estudiado durante muchas décadas, y
sigue considerandose la mejor estrategia para controlar la caries, tanto a nivel

comunitario como individual [78].

Este elemento interfiere en la progresion de la caries a través de mdultiples

mecanismos, entre ellos se distinguen los siguientes [78]:

e Transformacién del hidroxiapatito en fluorapatito.

e Inhibicién de la desmineralizacion y catdlisis de la remineralizacion.

e Inhibicién de las reacciones de glucolisis de las bacterias de la placa bacteriana,
con lo que disminuye la formacién de acidos.

e Reduccion de la produccion de polisacaridos de la matriz extracelular en la

placa bacteriana.

La administracién del fldor puede ser tépica o sistémica, realizdindose a su vez
de modo colectivo (fluorizacién del agua potable) o individual [79]. La aplicaciéon
topica puede realizarse mediante preparados concentrados (geles o barnices)

aplicados por el odontélogo o a través de productos disponibles [80]

1.6  Nanoparticulas y odontologia

La definicién de un nanomaterial es “un material insoluble o biopersistente,
fabricado intencionalmente con una o mas dimensiones externas, o una estructura
interna, en la escala de 1 nm a 100 nm” [81]. La nanotecnologia y los nanomateriales
se han usado ampliamente en la industria y su potencial crecimiento dentro de la
nanomedicina ha sido significativo en las tultimas décadas. Su aplicacion en
biomedicina se centra basicamente en: diagnoéstico, administraciéon de farmacos y

medicina regenerativa [81].
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En odontologia se han realizado miultiples investigaciones sobre el uso de

nanomateriales, muchos de ellos se utilizan actualmente en la clinica diaria [82]. Existe

una gama de aplicaciones de nanomateriales en las diferentes subespecialidades de la

odontologia, las cuales se explican a continuacién. Las nanoparticulas también pueden

encontrarse en productos mucho mas sencillos, como dentifricos y colutorios para

desempenar funciones remineralizadoras y anticaries, combatir la hipersensibilidad

de la dentina y prevenir la erosion del esmalte [83].

1.6.1 Nanomateriales para odontologia restauradora

Nanocomposites: los materiales que han tenido mayor avance debido a la
nanotecnologia son probablemente los composites dentales. El desarrollo de las
nanoparticulas de relleno han permitido lograr considerables progresos en las
propiedades fisicas y abordar problemas como la contraccion por
polimerizacién, resistencia al desgaste, la microdureza, asi como lograr la
satisfaccion del paciente en términos estéticos (mejora de las propiedades
Opticas de los composites) [84].

Nano-Ionénomeros: se ha aplicado la nanotecnologia en los ionémeros de
vidrio modificados con resina, a través de la incorporaciéon de diferentes
nanoparticulas dentro su composiciéon. La adicién de estas nanoparticulas ha
dado como resultado una mejora estética de la restauracion final y un aumento
de la capacidad de pulido de las superficies tratadas. Es importante mencionar
que la propiedad de liberacién de fltor de los ionémeros no se ve afectada por
la adicién de estas nanoparticulas. Otro avance significativo fue la introduccion
de un nuevo nanomaterial denominado Equia® System. Este material se
encuentra compuesto por nanorrellenos de silice inorganica (40 nm de tamafio)
que se dispersan en el liquido y refuerzan la matriz polimérica resultante. La
adicion de este componente resulta en una mejora de la resistencia al desgaste
y una reduccién del tiempo de fraguado inicial. Ademas, también han sido
afiadidas nanoparticulas de hidroxiapatito, fluorapatito, alimina, circonio para

mejorar las propiedades de los iondmeros convencionales [85].
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e Selladores endodénticos: recientemente se ha desarrollado un nanomaterial a
base de bioceramica (sellador EndoSequence BC) compuesto por silicato
célcico, fosfato célcico, hidréxido célcico, circonio y un agente espesante. Las
nanoparticulas han mejorado la manipulacién y las propiedades fisicas de los
selladores convencionales. Ademads, este material es bioactivo y biocompatible,

presentando también propiedades antimicrobionas [86].

1.6.3 Nanoparticulas de plata (AgNPs)

Tal y como se ha descrito anteriormente, la biopelicula de la placa bacteriana
estd compuesta por bacterias resistentes a antibidticos que podrian promover el
desarrollo de enfermedades sistémicas cronicas [19]. Para combatir estas infecciones
se sugiere el uso odontolégico de metales debido a sus diferentes propiedades

antimicrobianas, antiinflamatorias y antioxidantes [87].

Los diferentes mecanismos de acciéon antimicrobiana de las AgNPs se muestran
en la Fig. 6. Cada uno de estos mecanismos puede describirse de la siguiente manera:
1) inicialmente, los iones de Ag* liberados por las AgNPs se adhieren a la pared celular
y a la membrana citoplasmatica debido a fuerzas de atraccion electrostatica. Estos
iones tienen la capacidad de aumentar la permeabilidad de la membrana
citoplasmatica y provocar la ruptura de la envoltura bacteriana; 2) tras la absorcién
estos iones por las células se produce la desnaturalizacién de los ribosomas generando
inhibicién de la sintesis de proteinas; 3) seguidamente, se interrumpe la produccion
del adenosin trifosfato (ATP) debido a la desactivacién de las proteinas respiratorias
de la membrana citoplasmatica de la célula; 4) ademads, se produce una alteracion de
la estructura de la membrana celular debido a la ruptura de la cadena de transporte
de electrones; 5) los iones de Ag se unen al ADN e impiden su replicacion y
multiplicacion celular; 6) ademas, se produce una desnaturalizacion de la membrana
ya que las AgNPs se acumulan en las cavidades de la pared celular; 7) finalmente se
puede llegar a producir una perforaciéon de la membrana causando la lisis celular

88,89].
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Fig.6 Mecanismo antibacteriano de las nanoparticulas de plata. Imagen modificada de Yin et.al. [88]

1.6.3.1 Aplicacién de las AgNPs en odontologia

Como se ha mencionado anteriormente las AgNPs tienen una alta capacidad
antibacteriana, la cual ha sido comprobada por mdaltiples investigaciones [90].
Particularmente, existen estudios que demuestran que estas nanoparticulas son
eficaces contra bacterias Gram positivo (entre ellas, los géneros: Bacillus, Enterococcus,
Listeria, Staphylococcus, Streptococcus) y Gram negativos (géneros: Acinetobacter,
Escherichia, Pseudomonas y Salmonella), asi como contra virus (HIV-1, Herpes Simple e
Influenza) [71,91]. Por lo tanto, debido a su capacidad antimicrobiana estas
nanoparticulas han sido incorporadas a diferentes materiales odontolégicos, como a
resinas acrilicas para la fabricacion de proétesis removibles en tratamientos
protésicos, resinas compuestas para restauraciones directas, soluciones de irrigaciéon
y materiales de obturacién en tratamientos endodénticos, materiales adhesivos en
tratamientos ortodonticos, membranas para la regeneracién tisular guiada en
tratamientos periodontales y revestimientos de titanio en tratamientos con implantes

dentales [92].
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1.6.3.1 Sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs)

Para la sintesis de AgNPs se han introducido diferentes métodos, que pueden

clasificarse de la siguiente manera:

Métodos Fisicos: La caracteristica principal de este método es que no implica
el uso de agentes quimicos toxicos y suelen tener un tiempo de procesamiento
rapido. Ademads, a través de este procedimiento se pueden obtener AgNPs de
una distribucién homogénea de tamafo. Existen diferentes técnicas para su
desarrollo, entre ellas se incluyen: condensacién fisica de vapor, descarga
eléctrica de arco, métodos de ultramolienda y pulverizacion de corriente
continua. Sin embargo, un inconveniente importante del uso de estas técnicas
es el elevado consumo de energia que requieren [93].

Métodos quimicos: Estos métodos suelen subdividirse en reducciéon quimica,
técnicas electroquimicas, métodos quimicos asistidos por irradiacién y pirélisis
[87]. Siendo el método de reduccién quimica el mas utilizado para la sintesis
de AgNPs ya que constituye un procedimiento relativamente sencillo. Este
proceso contiene tres componentes principales: precursores metélicos, agentes
reductores y agentes estabilizadores (alcohol vinilico, pirrolidina vinilica o
polietilenglicol) [93]. Particularmente, dentro los agentes reductores mas
utilizados se encuentran el borohidruro, el citrato sédico, el 4cido ascorbico, el
alcohol y los compuestos de hidracina. El objetivo de este método es reducir el
ion Ag* a su forma metdlica Ag?, incorporando agentes estabilizadores para
evitar la aglomeracién de las NPs. Sin embargo, estos procedimientos suelen
ser altamente contaminantes y peligrosos para los seres vivos y el medio
ambiente [87].

Quimica verde (Métodos biolégicos): la preocupacion por el medio ambiente
y por la salud publica ha dado lugar a la nanotecnologia verde [94]. Este
novedoso enfoque para la fabricaciéon de NPs utiliza métodos respetuosos del
medio ambiente y mds seguros para los seres vivos, con viabilidad comercial

sostenible [95]. Este procedimiento tiene como caracteristica la reduccién de la
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sal metalica de plata mediante el uso o adicién de un material o compuesto
natural [96]. Segun la metodologia utilizada se pueden dividir en métodos in
vivo e in vitro. Los métodos in vivo se caracterizan por utilizar a la célula
completa (intra o extracelularmente) para la biosintesis de las AgNPs. Por otro
lado, en los métodos in vitro la reduccion de Ag* se logra mediante extractos
de plantas, algas, hongos, aceites esenciales, microorganismos y biomoléculas
simples (glucosa, almidén, dextrina, pectina, o celulosa) [94,97].
Particularmente, los métodos biolégicos que utilizan extractos de plantas han
ido ganando mayor interés debido a que no necesitan ningtn aditivo quimico
o agente protector que evite la aglomeracién de las NPs. Ademas, estas NPs
pueden ser producidas en grandes cantidades sin contaminacién y con una

morfologia y tamafio definido [98-100].

1.6.3 Toxicidad

No cabe duda que el uso de las AgNPs en odontologia puede aportar
numerosos beneficios para diversos tratamientos clinicos [101]. Sin embargo, el
empleo de estos materiales implica un potencial riesgo de exposicién durante su
manejo, tanto del paciente como del dentista. En particular, los efectos téxicos de las
AgNPs estan directamente relacionados a la actividad de los iones Ag* liberados en

el medio [71].

Sin embargo, estudios realizados sobre los efectos secundarios de las
nanoparticulas de plata en diferentes sistemas biol6gicos muestran distintos
resultados [99]. Tal y como se ha descrito previamente, las NPs-Ag son eficaces en la
destruccion de microorganismos. No obstante, esta misma capacidad podria causar
un dafio semejante en las células sanas y al ecosistema [88]. Lamentablemente hasta la
fecha, las pruebas clinicas son contradictorias y es necesario seguir investigando para

llegar a un consenso sobre su uso [102].

37



38
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Justificacion y Obijetivos
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Justificacion

La caries dental es la enfermedad crénica més frecuente en todo el mundo.
Aunque su prevalencia ha disminuido en la dltima década, debido a significativos
avances tecnolégicos y numerosos esfuerzos preventivos, esta enfermedad contintia
siendo un importante problema en nuestra sociedad. En consecuencia, la caries dental
tiene un gran impacto en la carga clinica y economia mundial, por lo que resulta de
vital importancia mejorar el enfoque para su prevencion y abordaje clinico. El
tratamiento tradicional de las lesiones cariosas consiste en la remocién quirdrgica del
tejido infectado para su posterior restauracion mediante la aplicacion de un composite
o iondémero de vidrio. No obstante, existe el enfoque odontolégico de minima

invasividad el cual tiene como prioridad la conservacién de la estructura dental sana.

En los dltimos afios ha aumentado el uso del fluoruro diamino de plata (SDF)
como tratamiento para controlar las lesiones cariosas. Este material es un liquido
transparente, inoloro y de aplicaciéon toépica. El SDF presenta propiedades
cariostéticas, antibacterianas, remineralizadoras y desensibilizantes. Particularmente,
la capacidad de poder detener las lesiones de caries de forma no invasiva y su facil
modo de aplicaciéon hacen que este material sea tnico. Estas caracteristicas han
permitido emplear al SDF en poblaciones vulnerables, nifios aprensivos y en adultos
mayores, obteniendo tasas de éxito mayores al 85%. Actualmente, el SDF es utilizado
en numerosos paises de Asia, Africa y Latinoamérica por ser un material econémico y

eficaz para la detencién y control de la caries.

Estudios previos in vitro, asi como revisiones sistematicas y ensayos clinicos,
han probado y comprobado la efectividad del SDF sobre las lesiones cariosas. Sin
embargo, atn existen ciertas dudas sobre el mecanismo de accién del SDF, asi como
en sus protocolos de uso (por ejemplo: tiempo y frecuencia de aplicacion del SDF).
Particularmente, no existe un protocolo de restauraciéon establecido para el
tratamiento las cavidades tratadas con SDF. El éxito de una restauraciéon esta

estrechamente relacionado con la calidad de adhesion alcanzada entre los sustratos
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dentarios y los materiales restauradores. Los procedimientos adhesivos son muy
sensibles a la técnica de aplicacién, asi como a cualquier interferencia o alteracién del
sustrato dentario o de los propios compuestos del adhesivo. Por lo tanto, establecer
un protocolo de restauracion de estas cavidades tratadas con SDF resulta de gran
importancia clinica, teniendo en cuenta que el objetivo no es s6lo detener la progresion

de la caries, sino también rehabilitar el diente para devolverle su funcién.

Por otro lado, la cavidad oral estd normalmente expuesta a diversos acidos
(provenientes de bacterias, dieta, etc.) los cuales generan una continua variacién del
pH oral, estas alteraciones del pH pueden interferir con el rendimiento de los
materiales dentales. Por consiguiente, resulta importante determinar si las
propiedades antes mencionadas del SDF se mantienen a pesar de estas variaciones en
el ambiente oral. Particularmente, la evaluacion de la capacidad remineralizadora del
SDF sobre la dentina desmineralizada en condiciones de ciclaje de pH resulta de vital
importancia ya que los resultados permiten obtener informacién valiosa sobre de la

necesidad de reaplicaciones del SDF sobre las lesiones cariosas.

El SDF se caracteriza por detener la progresiéon de la caries mediante la
formacion de una capa dura, ennegrecida e impermeable en la superficie del diente.
Precisamente, la principal desventaja inherente al uso del SDF es la tincién negra de
la caries tras su aplicacién, causando la disconformidad estética por parte de los
pacientes. Para tratar estas tinciones muchos investigadores han propuesto el uso del
yoduro de potasio (KI), este compuesto reacciona con los iones de plata residual
evitando la indeseable coloracion negra en el diente. Sin embargo, esta comprobado
que la capacidad antimicrobiana del SDF se ve comprometida con la adicién de este
compuesto. Ademas, ha podido demostrarse que a largo el plazo el KI se elimina de

la superficie del diente quedando la tincién negra expuesta nuevamente.
Recientemente, se ha propuesto resolver el problema antiestético del SDF

mediante la nanotecnologia. Especificamente, el uso de fluoruro de nanoparticulas de

plata evita que la lesién de caries se torne de color negro. Ademas, estas NPs debido
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a su menor tamarno y superficie de contacto con la estructura dentinaria es capaz de
penetrar mas facilmente los tejidos, aumentando asi su capacidad antimicrobiana.
Normalmente las AgNPs son sintetizadas mediante métodos quimicos, no obstante,
estos procedimientos requieren de reactivos toxicos que pueden ser perjudiciales para
la salud humana y el medio ambiente. En este contexto, ha surgido un nuevo enfoque
denominado tecnologia verde que pretende evitar el uso de compuestos toxicos
sustituyéndolos por compuestos biolégicos y reducir el gasto energético durante el
procedimiento de sintesis de NPs. Particularmente, en el area de odontologia se han
logrado sintetizar diferentes NPs metalicas (i.e. cobre, oro, aluminio) mediante
tecnologia verde con el objetivo de evaluar sus propiedades antimicrobianas. No
obstante, estas NPs tienen propiedades quimicas, fisicas y biolégicas distintas. Por lo
tanto, son necesarios mas estudios in vitro y ensayos experimentales para explorar con
mayor profundidad los diferentes beneficios de estas AgNPs antes de poder

recomendar su uso clinico.
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2.2

Objetivos |

Objetivo Principal

Evaluar los efectos fisicoquimicos, morfol6gicos y mecanicos de compuestos de

plata en la dentina desmineralizada.
Objetivos Especificos

Investigar los efectos de los productos comerciales de SDF sobre la composicién
quimica y las propiedades microestructurales de la dentina desmineralizada,

asi como su relacion con la fuerza de adhesién de sistemas adhesivos.

Evaluar la capacidad remineralizadora del SDF sobre dentina desmineralizada

en condiciones de ciclaje de pH (desafio acido).

Sintetizar y caracterizar fisicoquimicamente nanoparticulas de plata obtenidas
mediante quimica verde, empleando extracto de té blanco (Camellia sinensis), y

funcionalizadas con chitosan/NaF.

Evaluar los efectos de la aplicacion de nanoparticulas de plata sintetizadas
mediante quimica verde y funcionalizadas con chitosan/NaF sobre las
propiedades composicionales, microestructurales y mecanicas en dentina

desmineralizada.
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Capitulo 3 |

Efectos Fisicoquimicos y Mecéanicos de Agentes
Comerciales de Fluoruro Diamino de Plata (SDF)
en Dentina Desmineralizada
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Resumen

Objetivo: Evaluar los efectos de cuatro agentes comerciales de fluoruro diamino de plata
(SDF) sobre la composicion quimica y las propiedades microestructurales de la dentina, y su

relacion con la fuerza de adhesion de dos sistemas adhesivos.

Materiales y Métodos: Noventa molares humanos se dividieron aleatoriamente en dos
grupos control: dentina sana (control negativo) y dentina desmineralizada (control positivo) y
cuatro grupos experimentales (n=15) segiin los tratamientos de SDF (Cariestop [Biodinamica
Quimica y Farmacéutica], RivaStar 1 [SDI], RivaStar 2 [SDI] y Saforide [Tokyo Seiyaku
Kasei]). Para la caracterizacion de las propiedades composicionales, cristalinas vy
microestructurales de las muestras se emplearon diferentes técnicas analiticas: ATR-FTIR,
Difraccion X y SEM. La prueba de resistencia a la adhesion por microtension evalud el

rendimiento de adhesion de los adhesivos en dentina desmineralizada tratada con agentes SDF.

Resultados: En cuanto a la composicion quimica, todos los grupos tratados con SDF
mostraron una relacion fosfato:matriz orgdnica significativamente mayor que el grupo de
dentina desmineralizada (p < 0,05). Los analisis DRX revelaron un aumento en el tamario del
cristalito para los cristales de hidroxiapatito en todas sus dreas (dentina profunda, media y
superficial) en todos los grupos experimentales en comparacion con la dentina desmineralizada
(v < 0,05). Las imdgenes de SEM mostraron diferencias en las superficies tratadas con los
diferentes agentes de SDF. Por otro lado, los valores de resistencia de adhesion se vieron

afectados negativamente con ambos sistemas adhesivos para los cuatro grupos experimentales

(p < 0,05).

Conclusiones: La aplicacion de agentes de SDF dio lugar a la formacion de diferentes fases
cristalinas de sales de plata y al aumento de la mineralizacion de la dentina desmineralizada
pretratada. Sin embargo, la aplicacion de SDF mostré un efecto negativo sobre la fuerza de

adhesion de los adhesivos de grabado-lavado y autograbantes.
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Los resultados de este estudio se encuentran publicados en la siguiente referencia:

Cifuentes-Jiménez, C., Alvarez-Lloret, P., Benavides-Reyes, C., Gonzélez-Lépez, S.,
Rodriguez-Navarro, A.B., & Bolafios-Carmona, M.V. (2021). Physicochemical and
Mechanical Effects of Commercial Silver Diamine Fluoride (SDF) Agents on
Demineralized Dentin. Journal of Adhesive Dentistry, 23(6)*.

* este trabajo fue destacado en portada (cover page) del Volumen de la revista.

3.1 Introduccion

La caries dental es la destruccién localizada de tejidos duros dentales por medio
de los subproductos acidos producto de la fermentaciéon bacteriana de los
carbohidratos de la dieta [80]. A pesar de las medidas preventivas disponibles, la
caries sigue siendo una de las enfermedades cronicas més prevalentes en todo el
mundo. El tratamiento tradicional de la caries consiste en la eliminacién mecénica del
tejido infectado para su posterior restauracion. Sin embargo, el desarrollo de nuevos
materiales dentales y la mayor comprension del proceso de la caries han llevado a la
préctica de la odontologia minimamente invasiva [19]. Desde esta perspectiva, los
principios que guian la eliminacién del tejido cariado incluyen retrasar y minimizar el
tratamiento quirdrgico de las lesiones, asi como reducir el dolor y las molestas para

los pacientes [18].

Morfolégicamente la dentina esta formada por tadbulos dentinarios dentro de
la matriz intertubular de la dentina. La densidad y didmetro de los tabulos
disminuyen desde la pulpa hasta el borde externo del cemento o esmalte, de tal
manera que las dreas de los tbulos dentinarios varian draméticamente entre sus areas
profundas, medias y externas [103]. Desde el punto de vista composicional, la dentina
consta de una fase mineral principal, compuesta por cristales de hidroxiapatito ricos
en carbonatos, y una fase organica, que contiene diferentes proteinas extracelulares,
como colageno de tipo I, proteoglicanos, fosfoproteinas y sioloproteinas [103]. La

lesién de caries provoca una serie de modificaciones en la dentina que incluyen: menor
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densidad mineral, menor relacion Ca:P, disminucién de las concentraciones de
elementos como magnesio y grupos carbonatos, y una disolucién parcial de los
cristales de apatito [104]. Por otro lado, los cambios en la matriz organica se asocian a
una alteracion de la estructura secundaria del colageno y su distribucién asociada al

tejido [103].

El fluoruro diamino de plata (SDF) es un agente tépico indicado para tratar y
prevenir la caries dental. El SDF es una solucién alcalina sin color que contiene plata
y fluoruro, los cuales forman un compuesto con el amoniaco [105]. Los tratamientos
con SDF se han utilizado para detener la caries en nifios desde principios de la década
de 1960 en Japon [106]. La principal desventaja de la aplicacion del SDF es la tinciéon
de la superficie debido a la oxidacion de los iones libres de plata. El uso de yoduro
potésico (KI) produce yoduro de plata, un compuesto de reaccién blanco que mejora
la mancha negra de la superficie de la dentina [67]. Multiples investigaciones han
demostrado los usos clinicos y las ventajas del SDF, incluida su accién preventiva y
cariostética en nifios [107] y ancianos [108,109], como agente desensibilizante [67] y su
efecto antimicrobiano como irrigante en endodoncia [106]. Adicionalmente, estudios
in vitro también han demostrado los efectos inhibidores sobre las metaloproteinasas

[57] las catepsinas [56] y la accién preventiva de la degradacion del colageno [64].

La adhesion en dentina sigue siendo un desafio, ya que no se consigue por
completo debido a la heterogeneidad de los sustratos dentales. La fuerza adhesiva en
la dentina afectada ha demostrado ser menor que en la dentina sana,
independientemente del tipo de adhesivo utilizado [103]. Sin embargo, estudios in
vitro muestran que los adhesivos grabado-lavado funcionan mejor que los adhesivos
de autograbado en la dentina afectada [110]. El uso de SDF ha aumentado en las
tltimas décadas debido su bajo costo, técnica sencilla y creciente nimero de agentes
disponibles comercialmente [47]. Sin embargo, el protocolo restaurativo para estas
superficies de dentina tratadas con SDF no est4 atn del todo claro. Estudios previos
sugieren que la dentina pretratada con SDF y KI (yoduro de potasio) no interfiere con

la fuerza adhesiva del cemento de ionémero de vidrio en la dentina [111,112]. Sin
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embargo, la fuerza adhesiva no parece ser tan satisfactoria cuando dichas cavidades
se restauran con composites. Estudios preliminares han proporcionado evidencia de
coémo dentina pretratada con SDF/KI afecta negativamente la fuerza adhesiva de las
restauraciones inmediatas con composite [67,113,114]. No obstante, otras
investigaciones sugieren que el pretratamiento con SDF no afecta la fuerza adhesiva
del composite a la dentina [115,116]. En general, no existe consenso sobre el efecto

inmediato del SDF con los sistemas adhesivos [117,118].

Cabe sefalar que los adhesivos son muy sensibles a la técnica; afectando
cualquier modificacién en la superficie de la dentina o variacién en los protocolos a la
calidad de la adhesién. En este sentido, este capitulo tiene como objetivo investigar
los efectos de diferentes marcas comerciales de SDF sobre la composicién quimica y
las propiedades microestructurales de la dentina desmineralizada, y su relacién con
la fuerza adhesiva de los sistemas adhesivos. Las siguientes hipotesis de investigacion
fueron evaluadas en este estudio: (1) la aplicacién de cuatro agentes comerciales de
SDF afecta a las propiedades quimicas y microestructurales de las superficies de
dentina desmineralizada; (2) la aplicaciéon de estos agentes de SDF sobre dentina

desmineralizada afecta a los sistemas adhesivos de grabado-lavado y autograbado.

3.2  Materiales y Métodos

Esta investigacion recibi6 la aprobacion del Comité de Etica en Investigacién
con Humanos y Animales (#1020-2019) de la Universidad de Granada. Para este
estudio se wutilizaron noventa molares permanentes humanos no cariados

almacenados en una solucién de timol al 0,1% a 4 “C.
3.2.1 Preparacién de las muestras
Las raices de los dientes se separaron de las coronas 2 mm por debajo de la

unién amelocementaria y el esmalte oclusal se eliminé utilizando un microtomo

Isomet 11/1180 (Buehler; Lake Bluff, IL, EE.UU.) con un disco de diamante XL 12205
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(Benetec; Londres, Reino Unido). La superficie de dentina expuesta se pulié con papel
de carburo de silicio (SiC) de grano 500 (Lunn Major, Struers; Ballerup, Dinamarca)
para crear una superficie plana y continua. Las camaras pulpares se limpiaron y
rellenaron con un composite de resina adhesiva (Coltene-Whaledent; Altstitten,
Suiza) como soporte. A continuacion, los dientes se enjuagaron con agua destilada

para eliminar los restos de la preparacion.

3.2.2 Induccién de la caries artificial (ciclaje de pH)

Las lesiones de dentina afectada por caries se crearon mediante un
procedimiento de ciclaje de pH modificado del propuesto por Marquezan et. al. [21].
Las muestras se sumergieron en 10 ml de una solucién desmineralizante que contenia
2 mM CaClp, 2,2 mM NaH2PO4 y 50 mM de acido acético (CH3;-COOH), ajustado a un
pH de 4,8 durante 8 h. Posteriormente, las muestras se sumergieron en 10 ml de una
solucion remineralizante que contenia 1,5 mM CaClz, 0,9 mM NaH.POsy 0,15 M
NaHPOy4, ajustada a un pH de 7,0 durante 16 h. Cada espécimen se someti6 a ciclos
durante 14 dias reemplazdndose las anteriores soluciones diariamente. La
determinacién del pH de las soluciones durante la experimentaciéon se realizé a
temperatura ambiente sin agitacion. Todos los grupos experimentales fueron
sometidos al mismo procedimiento; excepto las muestras correspondientes al grupo

de dentina sana.

3.2.3 Disefio Experimental

Las muestras se dividieron aleatoriamente en dentina sana (n = 15, control
negativo), dentina desmineralizada (n = 15, control positivo) y cuatro grupos
experimentales (n =15 por grupo) segiin los distintos compuestos de fluoruro diamino
de plata (SDF) aplicados: Cariestop (Biodindmica Quimica y Farmacéutica; Ibipora,
Brasil); RivaStar 1 (capsula 1) y RivaStar 2 (capsula 1+2) (ambas de SDI; Bayswater,
Victoria, Australia); y Saforide (Tokyo Seiyaku Kasei; Osaka, Jap6n). De esta manera,

las superficies dentinarias se trataron con los diferentes productos comerciales de SDF
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que se muestran en la Tabla 1, incluyendo el nombre comercial, el fabricante, la
composiciéon quimica y los diferentes procedimientos de aplicacion. Para los analisis
quimicos, microestructurales y morfolégicos se utilizaron 5 muestras de cada grupo,

y las 10 muestras restantes se emplearon para las pruebas mecénicas.

Tabla. 1 Material y nombre del fabricante, composicion quimica y procedimientos de aplicacién para
los diferentes productos de SDF y adhesivos.

Material

Composicién

Aplicacién

Cariestop 30% (Biodindmica
Quimica y Farmacéutica Ltda.
Brasil)

Hidréxido de amonio, nitrato
de plata, 4cido fluorhidrico y
agua desionizada

Aplicar durante 2-3 min.
Lavar.

Riva Star
(SDIL td., Victoria, Australia)

Cépsulal: Fluoruro de plata y
solucién de amoniaco

Cépsula2: Yoduro de potasio.

Cépsulal: Aplicar la
solucién tnicamente en la
zona de tratamiento.
Céapsula2:  Aplicar una
cantidad generosa de la
solucion hasta que se vuelva
transparente.

Saforide
(Tokyo Seiyaku Kasei Co.Ltd.,
Osaka, Japon)

Hidréxido de amonio, nitrato
de plata, 4cido fluorhidrico y
agua

Aplicar durante 3 min.
Lavar.

Clearfil™ SE Bond 2 (Kuraray
Noritake Dental Inc. Tokyo,

Japon)

Primer: MDP, HEMA,
dimetacrilato hidréfilo, dl-
canforquinona, aceleradores, y
agua.

Bond: MDP, bis GMA, HEMA,
dl-canforquinona, aceleradores
y silice coloidal silanada.

Primer: Aplicar por 20 s.
Secar 5 s.

Bond: Aplicar y
fotopolimerizar 10 s.

Gel grabador (Kerr.Corp.)

Optibond™ FL (Kerr Corp.,
Orange, CA, EE.UU))

37,5% acido fosférico

Primer: HEMA, GPDM,
PAMM, etanol, agua,
fotoiniciador.

Bond: TEGDMA, UDMA,
GPDM, HEMA, bis-GMA,
relleno, fotoiniciador.

Aplicar por 15 s. Lavar por
25 s. Secar.

Primer: Aplicar por 15 s.
Secar por 5 s.

Bond: Aplicar por 15 s.
Secar por 3 s.
Fotopolimerizar 20 s.

MDP: 10-metracriloxilodecilo de dihidrogenofosfato; Bis-GMA: diglicidilmetacrilato de
bisfenol A; GDMA: dimetacrilato de glicerol; HEMA: metacrilato de 2-hidroxietilo; UDMA:
dimetacrilato de uretano; PAMM: monometacrilato de acido ftlalico, TEGDMA: dimetacrilato

de trietilenglicol.
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3.2.4 Analisis mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier-

Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)

Para evaluar los posibles cambios en la composiciéon quimica de la dentina tras
el tratamiento con SDF se estudiaron tres dientes por grupo mediante ATR-FTIR. Las
muestras se analizaron utilizando un espectrémetro FTIR JASCO 6200 equipado con
un accesorio ATR con punta de diamante (ATR Pro ONE, Jasco; Easton, MD, EE.UU.).
Este equipo se encuentra en los laboratorios del Departamento de Mineralogia y
Petrologia de la Universidad de Granada (Fig. 6). Los espectros se registraron en modo
de absorbancia con una resolucién de 2 cm? en 32 acumulaciones de barrido
empleando un rango espectral de 600-4000 cm-1. El solapamiento de picos se resolvié
mediante software de ajuste de curvas (Peakfit v4.12, Systat Software; San Jose, CA,
EE.UU.) obteniéndose el calculo de las areas integradas de cada pico. La resolucién
del calculo del area de los picos dentro de la regiéon de cada espectro se obtuvo
mediante el método de la segunda derivada. El grado de suavizado se ajust6 al 10%
(algoritmo Savitzky-Golay) utilizdndose una funcién mixta Gaussiana-Lorentziana
para adaptar los contornos de los picos dentro de cada region. El ajuste de la curva se
acepté cuando r? alcanz6 valores superiores a 0,95. Las cantidades relativas
relacionadas con los grupos moleculares amidas (principalmente correspondientes a
colageno, amida tipo I), fosfato y carbonato mineral en las muestras de dentina se
determinaron a partir del area del pico de las bandas de absorcion asociadas con cada
componente [119-121]. Los siguientes parametros se calcularon para describir las

propiedades de composicion de la dentina [23,120,122]:
1. Cantidad relativa de matriz mineral respecto a la matriz organica (POs/ Amida I):

relacion entre el fosfato principal (v1, vs PO43; 900-1200 cm?) y el drea Amida I

(colageno tipo I; 1690 cm™) .
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2. Contenido de carbonato sustituido respecto al contenido mineral (CO3/POs):
relacién entre el carbonato sustituido (v CO3; 1390-1440 cm!, sustituciéon de tipo

B) respecto al area de la banda principal de fosfato (900-1200 cm1).

3. Indice de cristalinidad (IC): relacién entre las 4reas correspondientes a las sub-
bandas de fosfato a 1030 cm-! (fosfatos asociados a apatito altamente cristalinos) y

1020 cm! (fosfatos asociados a apatito pobremente cristalinos).

Fig. 7 Espectrometro FTIR Jasco 6600 con accesorio ATR empleado para el analisis
de las muestras

3.2.5 Analisis mediante difraccién de Rayos X bidimensional

Las caracteristicas cristalinas de las fases formadas durante los tratamientos se
estudiaron empleando una muestra por grupo. Los patrones de difraccion
bidimensional de rayos X (2D-XRD) se obtuvieron utilizando un difractémetro de
rayos X (Bruker D8 Discover, Bruker; Billerica, MA, EE.UU.) equipado con un detector
2D (Dectris Pilatus 3 100K-A; Baden-Dittwil, Suiza). Este equipo analitico se
encuentra disponible en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de
Granada (Fig. 8). Las condiciones de trabajo para los experimentos de difracciéon de
rayos X, fueron: Cu Ka (A= 1,5418 A), 50 kV y 30 mA, haz de emision con sistema de
colimaciéon de 0,5 mm de didmetro. Los puntos analizados (es decir, las localizaciones

en la superficie de la muestra) se determinaron empleando un microscopio 6ptico
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equipado con un laser de referencia. Mediante este procedimiento se obtuvieron
patrones de difraccion de tres lugares diferentes de la superficie de la dentina segtin
su profundidad: superficial, media y profunda. Los patrones 2D-XRD se registraron
en un rango de dngulo de barrido de 20° a 60° grados, considerando 19 pasos y 40
s/ paso. Las intensidades de difraccién concentradas dentro de los arcos de los anillos
de Debye (correspondientes a lineas de difraccién especificas) se integraron para
obtener un barrido unidimensional 26. Los patrones de DRX se identificaron
comparandolos con las tarjetas de datos JCPDS mediante el software XPowder

(www.xpowder.com, Espafia) [123].

El tamano de cristalito para el hidroxiapatito presente en la componente
mineral de la dentina y otras fases cristalinas (es decir, compuestos de reacciéon SDF)
se determiné midiendo la anchura a media altura (en inglés, FWHM) de los picos de
difracciéon mostrados en el patrén 20. Para para estimar el tamafo de los cristalitos se

utilizoé la ecuacién de Debye-Scherrer [124]:

d=KA/ Pcos 6

donde d es el tamafio medio de los cristalitos (expresado en nm), A es la longitud de
onda de la fuente de rayos X, K es la constante de Scherrer (asumida como factor K =
0,89), y B es el FWHM del ensanchamiento de la linea para reflexiones de difracciéon
especificas. Debe tenerse en cuenta que la determinacion del tamafio del cristal
mediante técnicas de DRX corresponde a la medicién promediada en volumen de los

dominios cristalinos.
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Fig. 8 Difractometro de Rayos X Bruker D8 DISCOVER con detector 2 D (Dectris Pilatus 3 100K-
A)

3.2.6 Analisis mediante microscopia electronica de barrido / energia dispersiva de

Rayos X (SEM/EDX)

Esta técnica se utiliz6 para estudiar los cambios morfolégicos en la superficie
dentinaria y la oclusién tubular para cada uno de los tratamientos SDF, empledndose
para ello una muestra por grupo. Cada muestra se seccion6 en tres especimenes: la
superficie dentinaria, el tratamiento de SDF con acido fosférico al 37,5% y el
tratamiento de SDF con Clearfil SE Bond 2 (Kuraray Noritake; Tokio, Jap6n). Todas
las muestras se fijaron en glutaraldehido al 2.5% y se enjuagaron con PBS.
Posteriormente, se deshidrataron en grados ascendentes de etanol (50%, 70%, 90%,
96%). Por udltimo, las muestras se recubrieron con oro por pulverizaciéon catédica
utilizando un Nanotech Polaron-Semprep2 (Polaron Equipment; Watford, Reino
Unido) y se observaron a 15.000x bajo un SEM con un voltaje de 20kV (5-510, Hitachi;
Tokio, Japén) y adicionalmente equipado con un detector EDX. Este equipo se

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

(Fig. 9).
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Fig. 9 Microscopio Electronico de Barrido S-510, Hitachi.

3.2.7 Ensayos mecanicos mediante Microtension

Las muestras de los grupos experimentales y control (n=10) se subdividieron
segln el tipo de tratamiento adhesivo: adhesivo de grabado-lavado (OptiBond FL,
Kerr; Orange, CA, EE.UU.) y adhesivo de autograbado de 2 pasos (Clearfil SE Bond 2,
Kuraray Noritake). Ambos adhesivos se aplicaron (n=5, respectivamente) de acuerdo
con la informacion del fabricante. Finalmente, se construy6 un bloque de composite
hasta una altura de 8 mm aplicando sucesivamente capas de 2 mm de composite de
resina Synergy D6 (Coltene-Whale- dent). Cada una de estas capas se fotopolimeriz6
durante 20 s con un LED (Blue-phase, Ivoclar Vivadent; Schaan, Liechtenstein). Las
muestras se conservaron en agua destilada durante 24 h.

Posteriormente, las muestras se seccionaron en serie en direcciones "x" e "y"
para obtener barritas de 1 x 1 mm. Seguidamente, se inspeccionaron para confirmar la
ausencia de posibles microfisuras y se midieron sus dimensiones. Durante la
preparacion de las muestras se registré el nimero de fallos prematuros (FPT) por
diente. Las barritas se fijaron a un soporte de pruebas Bencor Multi-T modificado
utilizando cianoacrilato (Super Glue 3, Loctite Ibérica; Barcelona, Espana). Los analisis
de microtraccion se realizaron con una maquina Instron 3345 (Instron; Norwood, MA,

EE.UU.) con una célula de carga de 500 N a una velocidad de cruceta de 0,1 mm/min.
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El modo de fallo se examiné con un microscopio 6ptico (Olympus; aumento 50x),
clasificindose como: cohesivo (desprendimiento dentro de la dentina), adhesivo
(desprendimiento entre la dentina y la capa adhesiva) y mixto (combinacién de lineas
de fractura). Este equipo para la realizacién de ensayos mecénicos se encuentra en el
Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad de

Granada (Fig. 10).

Fig. 11 Maquina Instron 3345 y pasos del protocolo de preparacion de las muestras para la
realizacion de los ensayos mecdnicos.

3.2.8 Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el programa informatico SPSS 24.0
(IBM; Chicago, EE.UU.). La distribucién normal de las variables se comprobd
mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Dado que los datos no seguian una distribuciéon
normal, se emplearon pruebas estadisticas no paramétricas. Para las variables
composicionales analizadas en ATR-FTIR y los valores de microtensén, se utiliz6 la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguida de un andlisis intergrupo mediante
la prueba U de Mann-Whitney. La prueba estadistica de chi-cuadrado se utiliz6 para

comparar los modos de fallo. El nivel de significancia se establecié en p < 0,05.
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3.3 Resultados

3.3.1 Analisis mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier-

Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)

La tabla 2 muestra las medias y desviacion estdndar de los parametros
determinados mediante ATR-FTIR. Tras el procedimiento de ciclaje de pH, la relacion
fosfato/matriz organica disminuyé significativamente en comparacién con el grupo
de dentina sana (p<0.05). En los grupos tratados con los diferentes productos de SDF,
la relacién fosfato/matriz organica fue significativamente mayor que en el grupo de
dentina desmineralizada (p<0.05). Por otra parte, la relacién carbonato/fosfato
disminuy6 significativamente en tres grupos de SDF (RivaStar2, RivaStar1 y Saforide)
en comparacién con los grupos de dentina sana y desmineraliza. El indice de
cristalinidad (IC) fue significativamente mayor en la dentina desmineralizada y en el
grupo Cariestop en relacion con todos los grupos experimentales (p<0.05). Sin
embargo, RivaStar1 y Saforide mostraron valores de IC similares a los de dentina sana,

mientras que RivaStar2 present6 los valores menores.

Tabla. 2 Media (Desviacion estandar) de los pardmetros de composicién analizados

mediante ATR-FTIR

Grupo Relacion Relaciéon Indice de
Fosfato/Matriz =~ Carbonato/Fosfato  Cristalinidad (IC)

Dentina Sana 3,085(0,889) a 0,164 (0,037) a 1,262(0,207) 2
Dentina

Desmineralizada 0,809(0,247) v 0,171(0,027) a 1,641(0,202) b
Cariestop 1,102(0,338) © 0,137(0,041) » 1,654(0,255) b
RivaStar2 2,508(1,561) a4 0,109(0,072) ad 0,918(0,296) ¢
RivaStarl 1,470(0,426) 4 0,107(0,032) «d 1,387(0,193) d
Saforide 1,863(0,924) «¢  0,120(0,051) ¢ 1,294(0,232) ad

Letras distintas indican diferencias significativas en las columnas.
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3.3.2 Analisis mediante difraccién de Rayos X bidimensionales 2D-XRD)

Las propiedades relacionadas con la cristalinidad del mineral dentinario y los
compuestos de SDF se estudiaron mediante 2D-XRD. La Fig. 10 muestra los patrones
2D-XRD vy el barrido integrado 2theta (patrén unidimensional) de la dentina sana y
desmineralizada (Fig.10 a y b). Los picos de XRD observados en la dentina sana,
asociados al patrén de difraccion de cristales de hidroxiapatito (lineas verticales de
referencia), eran mas agudos que los sometidos al ciclaje de pH (dentina
desmineralizada). La Fig.10 también muestra los patrones 2D-XRD vy los integrados
2theta de los diferentes tratamientos de SDF (Fig.10 c a f). Estos patrones de difracciéon
muestran fases altamente cristalinas, con picos de difraccién mas intensos y definidos,
formados como resultado de los diferentes tratamientos en la superficie de dentina
desmineralizada. Mediante la identificacion de las lineas de difraccién, las fases
cristalinas formadas por los tratamientos de SDF, corresponden a cloruro de plata
(clorargirita, AgCl; estructura ctibica a=5.554 A) para los agentes RivaStarl, Cariestop
y Saforide, y yoduro de plata (yodoargirita, Agl; estructura hexagonal, a=4,580 A,
¢=7.510 A) para RivaStar2. Estos patrones de difraccién también muestran picos de
intensidad menores y de mayor amplitud correspondientes a las lineas de difraccion
del hidroxiapatito (por ejemplo, el pico de difracciéon 002 en la posicion 2Theta de
25,92°) relacionados con el mineral de la dentina.

Las medidas del tamafio de los cristalitos (estimacién del tamafio de los
dominios de dispersién coherente de los cristales) para la dentina mineral y los
tratamientos de SDF se indican en la Tabla 3. El tamafo de los cristalitos del mineral
de la dentina se determindé midiendo la anchura a media altura de la linea de
difracciéon 002 (es decir, la correspondiente al eje-c del cristal de hidroxiapatito). El
tamafio de cristalito (d) se determiné en tres dreas distintas distinguibles por su
morfologia, como dentina superficial, media y profunda. Los resultados indicaron
como el tamafno de los cristalitos de hidroxiapatito en la dentina desmineralizada
disminuy6 en comparacién con la dentina sana en las tres zonas consideradas. Los
valores d de las fases cristalinas sintéticas de los tratamientos de SDF correspondientes

al cloruro de plata (ClAg; RivaStarl, Cariestop y Saforide) y al yoduro de plata (IAg;
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RivaStar 2) se determinaron a partir de los picos de difraccion 111 y 100,
respectivamente. Tras la aplicaciéon de los agentes de SDF, el tamafo del cristalito de
hidroxiapatito aumenté en todos los grupos experimentales y areas estudiadas
(excepto para RivaStar2, no detectado), en comparacion con la dentina
desmineralizada. El drea correspondiente a la dentina profunda mostré el mayor
aumento en el tamario de cristalito tanto para los cristales de hidroxiapatito como para

las fases cristalinas sintéticas de ClAg e IAg de los grupos tratados con SDF.
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DEMINERALIZED DENTIN
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RIVASTAR 2

RIVASTAR 1

SAFORIDE

Fig. 10 Patrones 2D-XRD mostrando los anillos de Debye-Scherrer (columna izquierda) y el barrido
2Theta integrado (columna derecha) para (a) dentina sana; (b) dentina desmineralizada y
tratamientos de SDF; (c) Cariestop; (d) RivaStar2; (e) RivaStar1; (f) Saforide. Las lineas verticales
representan las posiciones de los picos de referencia para los patrones de difraccion de hidroxiapatito

(a,b), AgCl (cef) y Agl (d)
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Tabla. 3 Valores de anchura a media altura (en inglés, FWHM) y el tamafio de cristalito (d)
del hidroxiapatito (HAp) en dentina sana y desmineralizada (incluyendo los tratamientos de
SDF, excepto RivaStar2), cloruro de plata (ClAg) y yoduro de plata (IAg) en los tratamientos
de SDF. N.d. = no detectado

FWHM  d (nm) FWHM  d (nm)

HAp -(002) ClAg - (111)
Dentina Sana Profunda 0,387 20,85
Media 0,415 19,44
Superficial 0,401 20,12
Dentina Profunda 0,585 13,79
Desmineralizada
Media 0,663 12,17
Superficial  0.633 12,74
Cariestop Profunda 0,345 23,38 0,223 36,32
Media 0,522 15,46 0,289 28,02
Superficial 0,483 16,70 0,302 26,82
IAg - (100)
RivaStar2 Profunda N.d. N.d. 0,23 34,85
Media N.d. N.d. 0,281 28,52
Superficial N.d. N.d. 0,328 24 44
RivaStarl Profunda 0,391 20,63 0,264 30,68
Media 0,525 15,37 0,329 24,62
Superficial 0,428 18,85 0,314 25,79
Saforide Profunda 0,413 19,53 0,243 33,33
Media 0,55 14,67 0,332 24,39
Superficial 0,549 14,69 0,375 21,60
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3.3.3 Analisis mediante microscopia electronica de barrido / energia dispersiva

de Rayos X (MEB/EDX)

La Fig. 11 a muestra una superficie tipica de dentina sana, mientras que la
Fig.11-b presenta una superficie de dentina desmineralizada. Todos los tratamientos
de SDF/KI produjeron un precipitado en las superficies dentinarias (Figs.11 C a F).
Tras la aplicaciéon de acido fosférico al 37,5%, se observé que la capa de barrillo
dentinario se habia eliminado, dejando al descubierto los tbulos dentinarios de la
superficie de la dentina desmineralizada (Fig.11 H). Por otra parte, en los grupos
tratados con SDF /K], el precipitado parece haberse reubicado parcialmente (Fig.11 I
a L). Tras la aplicacion de la solucién del primer Clearfil SE Bond 2 en los grupos
tratados con SDF/KI se revel6 una pelicula superficial y particulas dentro de los
tubulos dentinarios (Fig. 11 O a R). Las particulas de las superficies tratadas con
SDF/KI se analizaron mediante espectroscopia EDX. El andlisis de EDX de estos
pequenos cristales indicé la presencia de Ca, P, Mg, Ag, y Cl en todas las superficies

tratadas, detectandose la presencia de I tnicamente en el grupo RivaStar2.
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Superficie Superficie + 37.5% HsPO. | Superficie + Clearfil Primer

Dentina Sana

Dentina
Desmineralizada

Cariestop

RivaStar2

RivaStarl

Saforide

Fig.11 Imidgenes de SEM de la superficie de la dentina tratada con los diferentes agentes de SDF (C-
F), agentes de SDF y dcido fosforico al 37.5% (I-F), agentes SDF y Primer Clearfil SE Bond (O-R)

3.2.9 Ensayos mecanicos mediante Microtensién

Los resultados de los ensayos de microtension realizados para los diferentes grupos
se resumen en la tabla . Los fallos prematuros (FPT) se sustituyeron por un valor
aleatorio determinado por ordenador entre 0 MPa y el valor mds bajo medido dentro
del grupo experimental. De esta manera, todos los especimenes de los grupos
RivaStarl y RivaStar2 tratados con Clearfil SE Bond 2 registraron un valor medio de 0
MPa debido a los FPT. Los valores mas altos se observaron en el grupo
correspondiente a dentina sana con ambos sistemas adhesivos. Tras la aplicacién de

los diferentes agentes de SDF, se observé un descenso significativo (p<0.05) en la
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fuerza adhesiva respecto a los grupos de dentina sana y dentina desmineralizada.
Ademas, se observaron fuerzas de adhesion significativamente inferiores (p<0.05) en
todos los grupos que utilizaron el adhesivo de autograbado Clearfil SE Bond 2 en
comparacion con los grupos que utilizaron el adhesivo OptiBond FL. Con respecto a
los grupos con el tratamiento con SDF, Saforide mostré la mayor fuerza adhesiva y la
menor con OptiBond FL (23,2 MPa) y Clearfil SE Bond (8,1 MPa), respectivamente.
Los grupos RivaStarl y RivaStar2 mostraron las menores fuerzas adhesivas con
OptiBond FL (10.1 y 7.5 MPa, respectivamente). En la Fig. se resumen los modos de
fallo: adhesivo y mixto. En todos los grupos tratados con SDF los fallos fueron
adhesivos. Se identificaron fallos mixtos en los grupos de dentina sana,
desmineralizada y Cariestop con el adhesivo OptiBond. No se observaron fallos
cohesivos en ningtn grupo. Por otra parte, los cuatro grupos de tratamiento de SDF
mostraron una alta incidencia de FPT. Todas las muestras de los grupos RivaStar] y
RivaStar2 con el adhesivo de autograbado Clearfil SE Bond 2 fracasaron

prematuramente y fueron excluidas del analisis estadistico.

Tabla. 4 Resultados de la prueba de ensayo mecénicos mediante Microtensién

Grupo N Optibond™ FL Clearfil™ SE Bond 2
Dentina Sana 49 37,64(10,37) & 29,88(10,38) &
Dentina Desmineralizada 48 31,42(6,63) ¥ 20,67(11,09) v
Cariestop 66 15,05(9,24) & 9,58(6,85) <
RivaStar2 62 7,51(4,40) ¢ PTF
RivaRival 65 10,07(5,54) ¢ PTF
Saforide 52 23,15(8,22) « 8,03 (4,30) «

Mediana(desviacion estandar). N; niimero de muestras. FPT; fallo previo al ensayo. Valores expresados
en MegaPascal (MPa). Distintas letras indican diferencias significativas en las filas. Los asteriscos
indican diferencias significativas en las columnas
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Fig.12 Distribucion de los modos de fallo segiin el tratamiento de SDF y los tipos de adhesivos
(Clearfil SE Bond 2, abreviado como Clearfil SE)

3.4 Discusion

Los resultados del presente estudio mostraron como el tratamiento con SDF
genera diferentes alteraciones fisicoquimicas en la superficie de la dentina
desmineralizada y comprometen la fuerza adhesiva inmediata. Con respecto a la
primera hipétesis, el ciclaje de pH y la posterior aplicacién de los diferentes agentes
comerciales de SDF alteraron la composicién mineral y las caracteristicas cristalinas
de la dentina. Por otro lado, en relaciéon a la segunda hipétesis, la aplicacion de los
tratamientos de SDF en la superficie de dentina desmineralizada con adhesivos de
grabado-lavado y autograbantes tuvo un efecto negativo sobre las fuerzas de
adhesion. Considerando estos resultados suponemos que la restauraciéon inmediata
de estas superficies con los agentes comerciales probados de SDF puede conducir al
fracaso de la restauraciéon debido a la falta de adhesién, lo que puede dar lugar a

nuevas lesiones cariosas.
La composicion quimica de la dentina tratada con SDF se evalué mediante

espectroscopia ATR-FTIR. Las muestras de dentina se desmineralizaron inicialmente

mediante ciclaje de pH para simular la lesién de caries, lo que provocé una
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disminucién de la relacion fosfato:matriz organica (relacionada con el grado de
mineralizaciéon de la dentina) y un aumento del indice de cristalinidad. El ciclaje de
pH disolvié los componentes minerales de la dentina eliminando los grupos de fosfato
de menor cristalinidad (asociados a una mayor solubilidad), mientras que el
componente orgénico (principalmente coldgeno tipo I) permanecié intacto [23]. Tras
el tratamiento con los diferentes SDF, los componentes minerales se recuperaron,
aunque no lograron alcanzar los valores de dentina sana. Ademads, se demostro
previamente que la degradacion del coldgeno en la dentina era parcialmente inhibida
por las soluciones de los productos SDF [105]. El mantenimiento y la estabilidad del
coldgeno de la dentina durante la remineralizacion es esencial, ya que acttia como un
andamio para la precipitaciéon mineral [125]. Las soluciones de SDF proporcionan un
entorno alcalino que promueve las interacciones fisicoquimicas entre los grupos
fosfato y el colageno de la dentina [56]. De esta manera, una vez que los grupos fosfato
se unen al coladgeno, contribuyen a la formacién de sitios de unién de iones de Ca,
facilitando asi la nucleaciéon de apatito [126]. Este mecanismo también puede
combinarse con la reaccién de los iones PO43 de la dentina desmineralizada y los iones
de Ag?* presentes en los agentes de SDF, formando una fase de fosfato de plata
(AgsPOs). Sin embargo, esta fase cristalina AgsPOs es inestable y se reduce
rapidamente para formar otros compuestos metélicos,[61] que pueden identificarse
por sus estructuras cristalinas (que se analizan mds adelante). En definitiva, los
tratamientos estudiados de SDF promovieron la remineralizacién del contenido
inorgénico (principalmente grupos fosfatos), aumentando la deposicién mineral en la

dentina [57].

En la remineralizaciéon por SDF intervienen varios factores que promueven la
cristalizacion del apatito. Durante este proceso, el residuo mineral tras el ciclaje de pH
puede favorecer la nucleacion heterogénea de fases posteriores, y también actuar
como reservorio de iones de calcio y fésforo disponibles, que a su vez promueven la
precipitacion de otras fases cristalinas en la superficie de la dentina [105,127]. Por otro
lado, como se ha mencionado anteriormente, la estructura del colageno sirve como

andamio para la deposicién mineral en la dentina. La reaccién de los compuestos de
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SDF con la parte mineral de la dentina conduce a la formacién de fases de fosfato de
plata (AgsPOs) y fluoruro de calcio (CaF) [105]. El fluoruro de calcio es muy soluble y
se elimina facilmente de la superficie de la dentina durante el lavado [61]. Ademas,
los 6xidos de plata pueden reaccionar con soluciones de cloruros alcalinos para formar
cristales de cloruro de plata (AgCl) [64], como se detecté mediante DRX en este

estudio.

Adicionalmente, uno de los agentes SDF utilizados (RivaSta2) contiene yoduro
potasico (KI), cuya presencia favorece la precipitacion cristalina de yoduro de plata
(Agl). La formacion de esta fase cristalina de yoduro de plata (visible como un sélido
amarillo brillante) reduce el exceso de iones de plata que da lugar a la tipica tincién
negra de los agentes de SDF [128]. Estas particulas de plata presentan una elevada
toxicidad y propiedades antimicrobianas, proporcionando una proteccion duradera
frente a la formacién de nuevas lesiones de caries [129]. Ademas, las fases cristalinas
de plata (AgCl, Agl) distribuidas en las superficies de la dentina mostraron tamafos
de cristalito que oscilaban entre 21-36 nm. Por otra parte, los cristales de apatito
redujeron su tamafio en la dentina desmineralizada en comparacién con la dentina
sana. Posteriormente, la remineralizacién por los diferentes agentes de SDF dio lugar
a la formacion de cristales de HAp con tamafios de cristalito cercanos a la dentina
sana. Ademads, se observé una correlaciéon entre el tamafio del cristalito y la
profundidad de la dentina tanto para la fase de apatito como para las fases
relacionadas con sales de plata, mostrando valores mas altos en la dentina profunda
que en las zonas de dentina superficial y media. Esta relacion podria atribuirse al
aumento del didmetro de los tabulos dentinarios y a la menor mineralizacion de la
zona profunda de la dentina [103], alterando los procesos de disolucién y
precipitacion de las fases cristalinas. En consecuencia, se puede afirmar que la
absorcion del SDF en la dentina desmineralizada no se produce de forma homogénea.
Estos factores composicionales y microestructurales que controlan los mecanismos de
reaccion de los agentes de SDF en las superficies dentinarias son clave para la calidad
de la adhesion, afectando directamente a las propiedades mecédnicas durante la

restauracion.
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En el presente estudio, las imagenes de SEM confirmaron la presencia de
depositos de plata tras la aplicaciéon de los distintos agentes de SDF. Otros estudios
mostraron hallazgos similares, observandose depdsitos de plata dentro de los ttabulos
dentinarios [67,130]. Sin embargo, el comportamiento de los agentes utilizados difiere
para cada superficie tratada. Este fendmeno puede observarse en los grupos RivaStarl
y RivaStar2, mostrando mayor cantidad de depésitos de SDF en sus superficies con
relacién a los otros grupos tratados. Posteriormente, las muestras de dentina se
grabaron con 4cido, infiltrdndose en los tabulos dentinarios y eliminando
parcialmente los depdsitos de SDF. Por otro lado, tras la aplicaciéon del Primer de
Clearfil SE Bond, se observé una superficie irregular, mostrando una oclusién de los
tabulos dentinarios especialmente en los grupos Cariestop y RivaStarl. Estos
resultados apoyan la idea de que el tratamiento con SDF interfiere con las propiedades
microestructurales de la dentina desmineralizada y en el rendimiento de los
adhesivos. El analisis elemental (EDX) indic6 la presencia de Ca, P, C, y Cl en todas
las muestras. Sin embargo, el contenido de Ag sélo se detect6 en los grupos tratados
con SDF y el contenido de I (yodo) sélo se observo en el grupo RivaStar2. La presencia
de Cl estda relacionada con las sales de alta solubilidad de las soluciones

desmineralizantes y remineralizantes utilizadas para crear la lesion de caries artificial.

Las propiedades mecanicas de la dentina se ven influidas por sus caracteristicas
quimicas y microestructurales [131]. La aplicaciéon del SDF provocé una disminucién
de la fuerza adhesiva en ambos adhesivos, lo que concuerda con los resultados de
Soeno et.al.[114] y Kucukyilmaz et. al. [130], quienes descubrieron que la reaccion del
SDF con el hidroxiapatito y las proteinas de la superficie de la dentina
desmineralizada impide la infiltracién de monémeros adhesivos. Por otra parte, la
aplicaciéon de SDF/KI sobre la dentina sana no afecté negativamente a la fuerza
adhesiva de las restauraciones del composite [115,116]. Esta diferencia en el
comportamiento de adhesion puede explicarse por las diferencias morfolégicas entre
los sustratos de dentina desmineralizada y sana. Los resultados obtenidos en nuestro

estudio se debieron probablemente a la mayor penetracion de iones libres de plata
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procedentes de los tratamientos de SDF en dentina desmineralizada [48]. En ese
sentido, se han observado que los iones libres de plata interfieren con la adhesion al
impedir la penetracion del composite en los tabulos dentinarios desmineralizados
[113,130]. Entre los agentes de SDF empleados en el presente estudio, RivaStarl y
RivaStar2 mostraron las fuerzas adhesivas menores, con un alto porcentaje de FPT.
Esta alteracion puede atribuirse al protocolo de aplicacién, que no incluye el paso de
lavado antes de los procedimientos de adhesion, tal y como describe el fabricante. Esta
suposicion puede estar en concordancia con un estudio de Lutgen et.al. [113] , en el
que se demostré una correlacion entre el efecto negativo de la adhesién y el protocolo
de aplicacion del SDF; el lavado tras la aplicaciéon del SDF mejor6 la fuerza adhesiva
en comparacion con los grupos sin lavado. Ademas, Koizumi et .al. [67], mostraron
como las superficies de dentina desmineralizada tratadas con SDF/KI vy
posteriormente restauradas mostraban una disminucién significativa de la fuerza
adhesiva, siendo mas significativa con los adhesivos de autograbado que con los de

grabado-lavado.

Por otra parte, el grupo de dentina desmineralizada mostr6 una fuerza
adhesiva significativamente menor, especialmente al utilizar un adhesivo
autograbante (Clearfil SE Bond 2). Estos resultados concuerdan con Ceballos et. al.
[110], en los que observaron una mayor fuerza adhesiva con adhesivos de grabado -
lavado que con adhesivos de autograbado en dentina sana y desmineralizada.
Nuestros resultados mostraron que Optibond FL tenia mayor fuerza de adhesién en
comparacioén con Clearfil SE Bond 2 en los cuatro grupos de tratamiento de SDF. El
pH altamente alcalino [132] y temporalmente estable de los agentes de SDF puede
crear un problema de estabilizacion con los adhesivos autograbantes, ya que los
monoémeros acidos del adhesivo pueden no ser lo suficientemente &acidos para
infiltrarse en la superficie de la dentina. Como se ha descrito anteriormente, la ligera
diferencia en el tamafio de los critalitos de HAp observada en todos los grupos
experimentales influye de forma critica en las propiedades fisicoquimicas (indices de
solubilidad) del mineral en la superficie de la dentina. La modificaciéon de estas

caracteristicas cristalinas de HAp puede comprometer la interaccion del adhesivo en
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la dentina al alterar la formacién de la capa hibrida. Por lo tanto, las diferentes
respuestas mecénicas, en relacién a la fuerza adhesiva, pueden estar relacionadas con
la alteracion de las caracteristicas estructurales de la superficie dentinaria provocada
por el tratamiento del SDF y adhesivos. En este sentido, las imagenes de SEM
corroboraron la ausencia de impregnacion de los tibulos dentinarios y mayores
cantidades depositadas de SDF al utilizar adhesivos autograbantes. La marcada
reduccion en la capacidad de adhesion del adhesivo autograbante ClearFil SE Bond 2
podria atribuirse al hecho de contener en su composiciéon el monémero 10-MDP,
considerado como uno de los monémeros funcionales para la adhesiéon dentinaria
[133]. Este monémero reacciona con los iones Ca para formar sales de calcio, cruciales
para el correcto funcionamiento de este adhesivo [134]. En consecuencia, se puede
suponer que los iones de plata de los agentes de SDF interfieren con el calcio
disponible de la dentina desmineralizada, afectando a los mecanismos de unién de los
adhesivos autograbantes y generando una capa hibrida débil. El mayor rendimiento
del adhesivo Optibond FL puede estar relacionado con la aplicacion del acido
fosférico, eliminandose parcialmente parte de la capa de SDF/KI precipitando sobre

la superficie de la dentina, como se aprecia en la imagenes de SEM.

A pesar de existir algunas limitaciones en las pruebas mecénicas, este estudio
in vitro muestra que la aplicacion de agentes de SDF aumenta el grado de
mineralizacion y las propiedades cristalinas de la dentina previamente
desmineralizada. Por otro lado, el uso de estos agentes conduce a una reduccién de la
fuerza de adhesion, especialmente si se utiliza un adhesivo autograbado. Las
implicaciones clinicas son relevantes, ya que la restauracién inmediata de estas
cavidades podria provocar el fracaso prematuro de la restauraciéon. De esta manera,
resulta necesario seguir investigando sobre la aplicacién de SDF a fin de determinar
el protocolo mas adecuado para combinar la aplicaciéon del SDF con restauraciones

adhesivas, de forma que se mantengan las ventajas de cada uno de los materiales.
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3.5 Conclusiones

La presente investigacion mostré diferencias entre las propiedades quimicas,
microestructurales y mecanicas de la dentina desmineralizada tratada con los
diferentes agentes de SDF. La aplicaciéon del SDF dio lugar a la formacién de diferentes
fases cristalinas de sales de plata, un aumento de la relacién mineral:matriz organica
y mayores tamafios de cristalito de la dentina desmineralizada. Sin embargo, el uso
de SDF demostré6 un efecto negativo sobre la fuerza adhesiva de los sistemas
adhesivos de grabado-lavado y de autograbado. La restauracion inmediata de

cavidades tratadas con agentes de SDF no se recomienda.
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Capitulo 4 |

Evaluacion de la Capacidad Remineralizadora

del Fluoruro Diamino de Plata sobre Dentina
Desmineralizada en Condiciones de Ciclaje de pH
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Resumen

Objetivos: (1) determinar los efectos del fluoruro diamino de plata (SDF) y el fluoruro de
sodio (NaF) en la dentina desmineralizada expuesta a un desafio dcido mediante ciclaje de pH,
(2) evaluar la capacidad remineralizadora de los productos de SDF/NaF en funcion de las

propiedades fisicoquimicas y mecdnicas de las superficies dentinarias tratadas.

Metodologia: Se evaluaron 57 molares humanos en diferentes periodos experimentales:
dentina sana - control negativo (Periodo 1), dentina desmineralizada - control positivo (Periodo
2), y dentina tratada con productos de SDF/ NaF + c-pH (Periodo 3). La composicion mineral
y las caracteristicas cristalinas y morfoldogicas de las muestras de dentina de cada periodo
experimental se evaluaron mediante diferentes técnicas analiticas: espectroscopia infrarroja
(ATR-FTIR), difraccion de rayos X y microscopia electronica (SEM-EDX). Ademds, se evaluo
la respuesta mecinica de las muestras mediante el ensayo de flexion en tres puntos. Las
diferencias estadisticas se estimaron para las variables ATR-FTIR mediante la prueba de
Wilcoxon, mientras que los andlisis de los datos mecdnicos se realizaron mediante las pruebas

de Kruskal-Wallis y U de Mann Whitney.

Resultados: En cuanto a la composicion quimica, observamos un mayor contenido
mineral/orgdnico en los grupos de dentina tratada con SDF/NaF + c-pH (Periodo 3) con
respecto al control positivo. Los resultados obtenidos mediante DRX mostraron que el tamario
de cristalito del hidroxiapatito aumento en los grupos de dentina tratada con SDF/NaF + c-pH
(alcanzando incrementos entre +63% en RivaStar y +108% en Saforide), con respecto al
control positivo. Las imdgenes SEM mostraron como la aplicacion de los productos de
SDEF/NaF formo un precipitado cristalino en la superficie de la dentina rellenando parcialmente
los tubulos dentinarios. Los valores de resistencia a la flexion (MPa) fueron superiores en la

dentina tratada con SDF/NaF + c-pH (Periodo 3) en comparacion con el grupo control positivo.
Conclusiones: La aplicacion de SDE/NaF afecto a las propiedades fisicoquimicas y mecinicas

de la dentina desmineralizada. De acuerdo con los resultados, el uso de SDF/NaF tuvo un efecto

remineralizante en la superficie de la dentina incluso bajo desafio dcido (c-pH).
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Los resultados de este estudio se encuentran publicados en la siguiente referencia:

Cifuentes-Jiménez, C.C., Bolanos-Carmona, M.V., Enrich-Essvein, T., Gonzalez-
Lépez, S., & Alvarez-Lloret, P. (2023). Evaluation of the remineralizing capacity of
silver diamine fluoride on demineralized dentin under pH-cycling conditions. Journal

of Applied Oral Science, 31, €20220306.

41 Introduccién

La caries dental es un importante problema de salud en la mayoria de los
paises, llegando a afectar entre el 60% al 90% de los nifios y a la mayoria de la
poblacién adulta [135]. Aunque la prevalencia de la caries dental ha disminuido en la
tltima década, actualmente sigue siendo una de las enfermedades més comunes en
todo el mundo [136]. De hecho, esta enfermedad tiene un gran impacto en la carga
clinica y econémica mundial, por lo que resulta esencial mejorar el enfoque de su
prevencion y tratamiento [137]. La caries dental es una enfermedad multifactorial,
dindmica y cronica que se caracteriza por la desmineralizacion y la cavitacion de los
tejidos duros dentales [13]. El proceso que interviene en el desarrollo de la caries est4
mediado por una biopelicula e impulsado por el contenido en azicar de la dieta, lo
que da lugar a la desmineralizacion y remineralizacion fasica de las estructuras
dentales [19]. A nivel inorganico, el proceso de desmineralizacién durante la caries
dental comienza con la disoluciéon &cida de los cristales de hidroxiapatito,

conduciendo a la formacion de cavidades.

La lesién de la caries dental en esmalte y dentina puede remineralizarse y
detenerse en una fase temprana de la enfermedad mediante el uso de productos
quimicos. El enfoque minimamente invasivo del tratamiento de la caries consiste en
respetar los tejidos dentales, evitando la accién quirtrgica y, centrandose en la
conservacion de la estructura dental [19,138]. Los tratamientos preventivos no
restaurativos, como los agentes fluorados, se emplean ampliamente en el tratamiento

de la caries dental [139,140].
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La aplicacion de estos fluoruros tiene protocolos bien establecidos, en los que
cada fluoruro tiene su propia concentracién recomendada, frecuencia de uso y
esquema de dosificacion [140]. Ademas, el uso de productos fluorados, en dentifricos
y colutorios, se estd convirtiendo en un complemento comtn del cuidado bucal.
Actualmente, el uso de enjuagues bucales conteniendo un 0,2% de NaF en su
composicion ha demostrado ser capaz de prevenir la caries [141,142]. Por otro lado, el
fluoruro diamino de plata (SDF) es un material tépico, incoloro y alcalino [139]. En el
mercado se encuentran disponibles diferentes concentraciones (SDF: 12%, 30% y 38)
de este producto [140]. Sin embargo, la concentraciéon de SDF mas comun es al 38%,
conteniendo una alta concentraciéon de fluoruro (equivalente a una concentraciéon
relativa del 5%; 44.800 ppm), iones de plata (25%; 253.900 ppm), 8% de amoniaco y
62% de agua [32,33]. Este producto se utiliza para la hipersensibilidad dentinaria, la
prevencion de caries en fosas y fisuras de nifios y adultos, y para la detencién de la
caries radicular [47]. Ademas, estudios previos han demostrado que el SDF puede
prevenir y detener nuevas lesiones de caries en nifios, asi como en adultos mayores
[143,144]. Diferentes revisiones sistematicas concluyeron que el tratamiento con SDF
puede llegar a alcanzar una tasa de éxito del 70% al 85% [107]. El protocolo de
aplicacién del SDF tiene un riesgo minimo y es indoloro, lo que permite tratar a nifios

pequefios aprensivos, poblaciones desfavorecidas y ancianos [139].

El mecanismo mediante el cual el SDF previene y remineraliza las lesiones de
caries solo se conoce parcialmente [57]. La hip6tesis mas aceptada es que los iones de
flaor contenidos en el SDF ayudan a remineralizar la dentina cariada, mientras que
los iones de plata proporcionan propiedades antimicrobianas y reducen la
degradaciéon del colageno al inhibir las colagenasas dentinarias [52]. Ademas, la
elevada concentracién de iones de fltor reacciona con la dentina para formar fluoruro
calcico, al igual que la plata reacciona con los compuestos de cloro o fosfatos de la
dentina, dando lugar a la formacion de sales de plata [145]. Esta reaccion se describi6
previamente en el estudio sobre los efectos inmediatos del SDF sobre la dentina

desmineralizada, dando lugar a la precipitaciéon de diferentes fases cristalinas y al
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aumento de la mineralizaciéon de la superficie de la dentina tras la aplicacion de dichos
productos [146]. Ademas, el uso del SDF inhibe la actividad proteolitica de las
metaloproteinasas (MMP) y previene la degradacién del coldgeno dentinario por la
accion de la colagenasa bacteriana [47,56,147]. Aunque estudios previos in vitro
demostraron algunas propiedades de los compuestos de SDF en el tratamiento de las
lesiones de caries, los efectos de estos productos fluorados sobre la dentina
desmineralizada bajo desafio 4cido (es decir, mediante un proceso de ciclaje de pH)

han sido escasamente analizados [148,149].

El ciclaje de pH (c-pH) estandarizado por Marquezan et al.[21], constituye uno
de los mejores métodos para simular la capa de dentina afectada. Este procedimiento
es eficiente y facil de reproducir, mostrando un alto control experimental y
sensibilidad al comportamiento variable del tratamiento [22,23]. De esta manera, el c-
pH se considera apropiado para evaluar los efectos de desmineralizaciéon en la
simulacién de lesiones de caries in vitro y la respuesta de los materiales dentales (por
ejemplo, productos SDF). Por lo tanto, el presente estudio tuvo como objetivos: (1)
determinar los efectos del SDF/NaF en la dentina desmineralizada expuesta a un
desafio acido mediante el c-pH y, (2) evaluar la capacidad remineralizadora de estos
productos basandose en las propiedades fisicoquimicas y mecanicas de las superficies
de dentina tratadas. Para ello, empleamos varias técnicas analiticas con el fin de
caracterizar las propiedades composicionales, cristalinas y morfolégicas de las
superficies de la dentina en los diferentes periodos experimentales. Ademas, la
resistencia mecanica de la dentina tratada fue igualmente evaluada para determinar
su posible rendimiento clinico. Las hipoétesis consideradas fueron: (1) el uso del
SDF/NaF no afectara a las propiedades fisicoquimicas de la dentina desmineralizada
después del c-pH y (2) el uso del SDF/NaF no afectaré a la estructura morfolégica de

la dentina desmineralizada después del c-pH.

4.2  Materiales y Métodos

4.2.1 Preparacion de muestras y disefio experimental
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El presente estudio fue aprobado por el Comité local de Etica en investigacion
Humana y Animal (ntmero de referencia #1020-2019) de la Universidad de Granada.
Para esta investigacion se utilizaron un total de 57 molares permanentes (no cariados

y sin defectos morfolégicos) almacenados en una solucién de timol al 0.1%.

Las raices de los dientes se separaron de las coronas 2 mm por debajo de la
unién cemento-esmalte utilizando una sierra de baja velocidad Isomet 11/1180
(Buehler, Lake Bluff, IL, EE.UU.) con un disco de diamante 456CA (Struers,
Copenhague, Dinamarca). A continuacion, se realizacion secciones transversales de la
parte media de la corona para obtener discos dentales (9 mm de didametro x 1 mm de
espesor). Posteriormente, se obtuvieron 4 barritas de dentina (6x1x1 mm3) de cada uno
de los discos, resultando en 228 especimenes. Todos estos especimenes fueron
enjugados y limpiados mediante ultrasonido durante 30 min con objeto de eliminar
posibles restos. Las muestras se examinaron minuciosamente al microscopio éptico
para confirmar la ausencia de microfisuras e imperfecciones dentales. Finalmente, las
muestras correspondientes al control negativo (Etapa 1) se almacenaron a temperatura

ambiente y 90% de humedad relativa.

Las lesiones de dentina afectada se crearon mediante un ciclaje de pH
modificado del propuesto por Marquezan et. al. [21]. Todos los especimenes se
sumergieron durante 8 horas, en 1 ml de solucién desmineralizante con composiciéon
2,2 mM CaClp, 2,2 mM NaH>POy, y 50 mM de &cido acético ajustado a un pH=4,8.
Posteriormente, las muestras se introdujeron, durante 16 horas, en 1 ml de una
soluciéon remineralizante con composiciéon 1,5 mM CaClz, 0,9 mM NaH2PO4 y 0,15 M
KCl ajustada a un pH=7,0. Los reactivos quimicos para la preparacién de la solucion
fueron suministrados por Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EE.UU. (pureza >99,0%).
Cada espécimen fue sometido a ciclaje durante 14 dias renovandose las soluciones
diariamente. Todo el procedimiento de c-pH se realizé a temperatura ambiente sin

agitacion en las soluciones.
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Finalmente, las muestras de dentina desmineralizada se dividieron
aleatoriamente en cuatro grupos experimentales, segin los productos de
remineralizacién aplicados: Saforide, Cariestop, RivaStar y NaF. La tabla muestra la
composicién quimica de los productos y los procedimientos de aplicacién realizados
para cada uno de estos grupos experimentales. Tras el tratamiento con los diferentes
productos, las muestras se volvieron a someter a un c-pH durante 14 dias para evaluar
la capacidad remineralizadora de los productos bajo un desafio 4cido (es decir,
simulaciéon de proceso de caries in vitro). En este estudio, las muestras se analizaron
durante diferentes etapas experimentales: dentina sana-control negativo (Etapa 1),
dentina desmineralizada-control positivo (Etapa 2) y dentina tratada con SDF/NaF
+c-pH (Etapa 3). La Fig. 13 resume el disefio y metodologia realizada en cada etapa
experimental, mostrando las técnicas empleadas para la caracterizacion

composicional, microestructural, morfolégica y mecanica.

Tabla 5. Material y fabricante, composicién quimica y procedimientos de aplicacion para los
diferentes productos de fluoruro diamino de plata (SDF) y fluoruro de sodio (NaF)

Material Composicién Aplicacién
Saforide Hidr6éxido de amonio, nitrato de Aplicar durante 3 min. Lavar.
(Tokyo Seiyaku Kasei;  plata, acido fluorhidrico y agua
Osaka, Japon)
Cariestop 30% Hidr6xido de amonio, nitrato de Aplicar durante 2-3 min. Lavar.
(Biodinamica plata, acido fluorhidrico y agua
Quimica y desionizada
Farmacéutica;
Ibipora,
Brazil)
) Céapsulal: Aplicar la soluciéon
Riva Star Cépsulal: Fluoruro de plata y Gnicamente en la zona de
(SDI; Bayswater, solucién de amoniaco tratamiento.
Victoria, . Capsula2: Aplicar una cantidad
Australia) Céapsula2: Yoduro de potasio generosa de la solucién hasta que

se vuelva transparente.
Fluoruro de Sodio

0.2% (Farmacia Fluoruro de sodio y agua Aplicar durante 3 min. Lavar.
Santamaria, Granada, desionizada
Espana)
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Fig. 13 Diagrama del disefio experimental

4.2.2 Analisis mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier-

Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)

Para la caracterizaciéon quimica de la dentina durante las diferentes etapas
experimentales se emplearon un total de 96 muestras (n=24 espectros por grupo). Las
muestras de dentina se analizaron con un espectrometro FTIR JASCO 6200 (Jasco,
Easton, MD, EE.UU.) equipado con un accesorio ATR Pro ONE con punta de
diamante. Los espectros se registraron en modo absorbancia con una resolucién de 2
cm! en 124 acumulaciones de barrido con un rango espectral de 600 a 4000 cm-1. Las
bandas de absorcion del ATR-FTIR se asociaron a los diferentes grupos moleculares
relacionados con la composicién quimica del mineral de la dentina (v1, vs POs#: banda
de fosfato) y componentes organicos de la matriz (amidas I, II, III ). La superposiciéon
de los picos se resolvié mediante un software de ajuste de curvas (Peakfit v4.12, Systat
Software, San José, CA, EE.UU.). Para determinacién de la posiciéon de cada pico
dentro de cada regién del espectro se utilizé el método de la segunda derivada. El
grado de suavizado se ajust6 al 10% (algoritmo Savitzky- Golay) empleandose una
funcién mixta Gaussiana-Lorentziana para adaptar el perfil de los picos. Finalmente,
se calcularon los siguientes parametros para describir las propiedades de la
composiciéon de la dentina: (1) cantidad relativa de mineral respecto a la matriz

organica (POs/amida I):ratio entre el fosfato principal (PO4: 1030 cm?) y el drea de la
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amida I (coldgeno tipo I: 1640 cm); (2) indice de cristalinidad (IC): relacion entre las
areas de las subbandas de fosfato 1030 cm-! (fosfatos de apatito muy cristalinos) y 1020

cm’! (fosfatos de apatito poco cristalinos) [120].
4.2.3 Analisis mediante difraccion de rayos X (DRX)

Para el estudio de las propiedades cristalinas se seleccionaron tres barritas al
azar de cada grupo y se obtuvieron patrones bidimensionales de difraccién de rayos
X (2D-DRX) mediante un difractémetro de rayos X (Bruker D8 DISCOVER, Billerica,
MA, EE.UU.), equipado con un detector de area (DECTRIS PILATUS 3 100K-A). Las
condiciones experimentales para los andlisis de DRX fueron: radiacién de la fuente
Cu Ka (\=1,5418 A) a 50 kV y 30 mA, con un haz de emisién con sistema de colimacion
de 0,5 mm de didmetro. Los puntos analizados en las superficies de la dentina se
determinaron mediante un microscopio 6ptico equipado con un laser. De esta manera,
se obtuvieron patrones de difracciéon de tres puntos diferentes de la superficie de la
dentina en cada barrita. Los patrones 2D-XRD se registraron en un rango angular de
barrido 2Theta entre 20° a 60°, considerando 19 pasos y 40 s/paso. Las intensidades
concentradas en cada uno de los arcos dentro los anillos de difracciéon de Debye
(correspondientes a lineas de difracciéon/espacios d especificos) se integraron para

obtener un barrido unidimensional (es decir, un patrén 2Theta).

El tamafio del cristalito de los cristales de hidroxiapatito de la dentina se
determiné midiendo la anchura a media altura (en inglés, FWHM) de los picos de
difraccion (reflexiéon 002) que aparecen en el patrén 2Theta. Para ello, se utiliz6 la
ecuacion de Debye-Scherrer: d=KA/pco 0; donde d es el tamafio medio de los
cristalitos (expresado en nm), A es la longitud de onda de la fuente de rayos X, K es la
constante de Scherrer (K=0,89), y p es la FWHM del ensanchamiento de la linea para
reflexiones de difraccion especificas. La determinaciéon del tamafio de los cristalitos
mediante esta técnica corresponde a la medida media del volumen de los dominios

cristalinos en la direccién especifica de los ejes c.
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4.24 Analisis mediante microscopia electrénica de barrido (MEB)

Para analizar la morfologia y la estructura de la dentina en los distintos
periodos experimentales, se seleccionaron al azar de tres barritas de dentina por
grupo. Todos los especimenes se fijaron en una solucién de glutaraldehido después
de enjuagarlas con PBS. A continuacién, las muestras se deshidrataron en series
ascendentes de etanol (50%, 70%, 90% y 96%). Por tltimo, las muestras se montaron
en soportes de aluminio y se recubrieron con una capa de aproximadamente 20 nm de
grosor de oro utilizando un equipo de pulverizacién iénica. Las superficies de las
muestras se observaron utilizando un microscopio electrénico de barrido (JSM-
6610LV, JEOL, Japon) con una aceleraciéon de 20 kV y 10 mA, se utiliz6 un aumento de
10.000x-30.000x. Igualmente, para cada muestra se realiz6 un andlisis (tres mediciones
por muestra) mediante espectroscopia de rayos X por dispersion de energia, (EDX:
Quanta 400, FEI, Hillsboro, OR, EE.UU.) con objeto de determinar la composiciéon
elemental (Ca, P, Ag, I, C, O y Na) en la superficie de la dentina.

4.2.5. Ensayos mecdnicos - Resistencia a la flexion

Las propiedades de flexion de 120 barritas (n=20 por grupo) se midieron
utilizando una maquina-universal (modelo 3345, Instron, Canton, MA, EE.UU.)
mediante un ensayo de flexiéon de tres puntos sobre un soporte de dos puntos con una
distancia de separaciéon de 4,0 mm de longitud entre puntos. El ensayo se realiz6é a una

velocidad de carga de 0,5 mm/min hasta la fractura de las muestras de dentina.

4.2.6 Analisis Estadistico

Para el analisis de las diferenciadas observadas en los datos de ATR-FTIR y la
prueba de resistencia a la flexiéon (pruebas mecanicas) se calcularon las estadisticas
descriptivas. La distribucién normal de las variables se verific6 mediante las pruebas
de Kolmogorov-Smirnov o Shapiro-Wilk, segtn el tamafio de la muestra. Dado que

los datos no seguian una distribucion normal, las pruebas no paramétricas

87



permitieron realizar las comparaciones entre los grupos. Las comparaciones entre los
grupos de datos ATR-FTIR de los distintos periodos experimentales se realizaron
mediante la prueba de Wilcoxon, mientras que el andlisis estadistico de los resultados
de los ensayos mecénicos se llev a cabo mediante las pruebas de Kruskal-Wallis y U
de Mann Whitney. El nivel de significancia se estableci6 en p<0,05. Los resultados se
procesaron con el programa estadistico SPSS (version 22, IBMO, Chicago, EE.UU.). La
estimacién del tamafio de la muestra y el anélisis de potencia se realizaron con el
programa informético G*Power (ver. 3.1.9.7; Heinrich-Heine-Universitadt Diisseldorf,
Diisseldorf, Alemania). Los parametros de partida considerados para estos calculos
fueron: prueba estadistica de una cola, tamafio del efecto d de 0,5 (medio), nivel de
error a de 0,05 y potencia de 0,6 (error 1-p). Estos resultados sugirieron un tamafio

minimo de muestra de 17 especimenes.

4.3 Resultados

4.3.1 Analisis mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier-

Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)

La Fig. 14 muestra una comparacion entre los espectros de ATR-FTIR de los
controles negativo y positivo, y de los grupos tratados con los agentes
remineralizadores de SDF/NaF. En todos los grupos se observa una pérdida del
componente mineral (v, vs PO3s4; banda de fosfato) tras el proceso de c-pH (grupos
de control positivo y dentina tratada con SDF/NaF). Por otra parte, los grupos control
positivo y tratados con SDF (es decir, Saforide, Cariestop y RivaStar) mostraron una
mayor intensidad relativa en los picos de absorciéon correspondientes a los
componentes organicos. Asimismo, se identificé una disminucién de la intensidad de
la amidaI (1640 cm™) y de la amida II (1550 cm), asi como un mayor ensanchamiento
y la disminucién de la intensidad a 1400 cm! de la amida III (1240 cm™), en los grupos
tratados con SDF en comparacién al control negativo. Las muestras tratadas con el

producto de NaF mostraron espectros similares a los del control positivo.
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Fig. 14 Espectros representativos de ATR-FTIR para el control negativo (Periodo 1), control positivo
(Periodo 2) y productos remineralizantes (Periodo 3): (A) Saforide, (B) Cariestop, (C) RivaStar, y (D)
NaF.

La tabla 6 muestra los parametros composicionales relacionados con los
principales componentes inorganicos/organicos, asociados al &rea de absorcion
1030/1640 (es decir, relacion POs/ Amida I) e IC. Para estos parametros se observé una
disminucion significativa de la relacion POs/ Amida I en el control positivo (Periodo
2). Por otra parte, tras la aplicaciéon de los productos de remineralizaciéon + c-pH
(Periodo 3), se identifica un aumento significativo de la relaciéon PO4/ Amida I, siendo
relativamente menor en el grupo RivaStar. Ademas, el IC aument6 en todos los grupos
tratados con los agentes remineralizadores (Periodo 3), respecto al grupo control
negativo. Por otra parte, Saforide y Cariestop aumentaron significativamente sus
valores del pardmetro IC en relacién al grupo control positivo (Periodo 2), mientras
que los demds productos (RivaStar y NaF) mostraron valores similares a los de la

Etapa 2.
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Tabla 6. Media (DE) de las relaciones de composicion inorganica/organica obtenidos
mediante analisis ATR-FTIR para cada periodo experimental.

Grupos
Experimentales Periodo 1 Periodo 2 Periodo 3
1030/1640 1030/1640 1030/1640
Saforide 0,69(0,19) 0,41(0,14)> 1,43(0,48)<1
Cariestop 0,68(0,23)a 0,45(0,17)> 1,74(0,63)<
RivaStar 0,63(0,24)" 0,36(0,16)b 1,18(0,46)<2
NaF 0,58(0,17)" 0,39(0,15)° 1,64(0,44)<1
CI CI C1
Saforide 0,95 (0,21)q12 1,17(0,20) 1,66(0,76)<1
Cariestop 1,06(0,15) 1,17(0,15) 1,42(0,16)v!
RivaStar 0,94(0,26) 1,64(1,02) 1,48(0,25)b1.2
NaF 1,12(0,17) 1,26(0,13)b 1,40(0,37)b2

Letras distintas indican diferencias significativas en las filas de cada pardmetro.
Los niimeros distintos indican diferencias significativas en las columnas de cada pardmetro.

4.3.2. Analisis mediante difraccién de rayos X (DRX)

Las fases cristalinas precipitadas durante los tratamientos remineralizadores y
las propiedades de cristalinidad del mineral dentario se identificaron a través del
andlisis DRX. La Fig. 15 muestra los patrones 2Theta integrados (barrido
unidimensional) para cada uno de los tratamientos y grupos control. Los patrones de
difraccion muestran fases altamente cristalinas formadas como resultado de los
tratamientos remineralizadores aplicados en las superficies dentinarias,
correspondiendo a cloruro de plata (clorargirita, AgCl) en los productos Cariestop,

Saforide, yoduro de plata (yodoargirita) para la fase cristalina de RivaStar.
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Fig. 15 Patrones de difraccion de rayos X (barrido 2Theta) para los controles negativo y positivo y los
grupos experimentales SDF/NaF. El tamario de los cristalitos de HAp se determind midiendo los
valores de FWHM para la reflexion (002) (es decir, correspondiente a los ejes c).

Por otra parte, se determiné el tamafio de los cristalitos del mineral de la
dentina midiendo la anchura a media altura (FWHM) para la linea de difraccion 002
(es decir, correspondiente al eje c) para los cristales de hidroxiapatito (HAp) (Tabla 7).
Los resultados indican una disminucién en el tamafio del cristalito (asociado a un
mayor ensanchamiento del pico) de los cristales de HAp en el control negativo
(Periodo 1) en comparacion con el control positivo (Periodo 2). Tras la aplicacién de
los productos de remineralizaciéon (Periodo 3), se observa un aumento del tamafio de
cristalito de los cristales de HAp hasta valores similares correspondientes al control
negativo en todos los grupos experimentales, siendo este incremento mayor para el

producto Saforide.
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Tabla 7. Valores de Anchura a media altura (FWHM) y tamafio del cristalito (d) para los
cristales de hidroxiapatito (HAp) considerando la reflexién 002 (direccién del eje c) para los

controles negativo y positivo, y los tratamientos con los productos remineralizadores
SDF/NaF.

Grupos Experimentales FWHM d (nm)
HAp-002
Control Negativo -Periodo 1- 0,44 21
Control Positivo -Periodo 2- 0,71 12,6
Productos SDF/NaF -Periodo 3-
Saforide 0,36 26,33
Cariestop 041 23,32
Rivastar 0,59 20,61
NaF 0,45 20,64

4.3.3 Analisis mediante microscopia electrénica de barrido (MEB)

La Fig. 16 muestra imagenes SEM representativas a diferentes aumentos
(10.000x-30.000x) de cada periodo experimental. Las imdgenes correspondientes al
control negativo (Periodo 1) (Fig. 16 A-B) muestran el aspecto morfolégico
caracteristico de los tabulos dentinarios, con una superficie rugosa y regular. Por otro
lado, el control positivo (Periodo 2) (Fig. 16 C-D) muestra una superficie més lisa con
una importante apertura de algunos tabulos dentinarios. La superficie de dentina
tratada con los diferentes agentes remineralizadores SDF/NaF (Periodo 3) (Fig. 16 E-
N) muestra precipitados cristalinos (descritos previamente en el analisis de DRX) que
cubren la superficie y rellenan parcialmente los tabulos dentinarios. Entre ellos, el
grupo experimental RivaStar (Fig. 16 I- ]J) present6 una mayor formacién de
precipitados en la dentina intertubular y peritubular en comparacién con los otros
grupos experimentales de SDF. La superficie de dentina tratada con NaF no mostré

precipitacion aparente en la superficie (Fig. 16 M-N).
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Fig. 16 Imigenes representativas de SEM de dentina sana; control negativo (A-B) y dentina
desmineralizada; control positivo (C- D). Grupos experimentales tras la aplicacion de productos
remineralizantes Periodo 3: Saforide (E-F), Cariestop (G-H), RivaStar (I-]) y NaF (M-N).
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La Fig.17 muestra los andlisis quimicos obtenidos a través de EDX para cada
uno de los grupos considerados en este estudio. Estos datos analiticos
semicuantitativos mostraron una pérdida relativa de los elementos asociados al
componente mineral de la HAp (es decir, porcentajes de Ca y P) en el control positivo
(Periodo 2), aunque la relaciéon Ca/P fue similar a la observada en el control negativo
(Periodo 1) (aprox.~2,57). Las concentraciones relativas de estos elementos
aumentaron en los grupos tratados con los productos remineralizadores (Periodo 3)
(es decir, Ca>23,50% y P>8,67%, respectivamente), mostrando relaciones Ca/P maés
elevadas en los grupos de tratamiento con SDF (por encima de 2,63). Ademads, todos
los grupos tratados con productos SDF presentaban plata (Ag), aunque la distribuciéon
de los productos era heterogénea en las superficies dentinarias. Por altimo, los andlisis
mediante EDX detectaron yodo (I) en RivaStar, asi como Na en el grupo de tratamiento

con NaF.
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Fig.17 Distribucion elemental de P, Ca, C, O, Ag, I y Na en la superficie de la dentina mediante
andlisis semicuantitativo de EDX para controles negativos y positivos, y tratamientos con los
productos remineralizantes de SDF/NaF

4.3.4 Resistencia a la flexién - Ensayo Mecanico

La Tabla 8 muestra los valores medios de resistencia a la flexiéon para cada

periodo experimental. Las barritas tratadas con los diferentes productos de SDF/NaF
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(Periodo 3) aumentaron la resistencia a la flexién en comparacién con los grupos
control (Periodo 1y Periodo 2). En cuanto a la respuesta mecanica entre los productos
remineralizadores, Saforide present6 los mayores valores, aunque no
significativamente diferentes de Cariestop y NaF. Por otro lado, RivaStar presenté los

valores menores, aunque tampoco significativamente diferentes a Cariestop y NaF.

Tabla 8.Valores de resistencia a la flexiéon (media + DS) determinados por la prueba de flexion
en tres puntos para los controles negativos y positivos y los tratamientos con los productos
remineralizantes de SDF/NaF.

Grupos Experimentales MPa
Control Negativo -Periodo 1- 50,71(3,40)a
Control Positivo -Periodo 2- 47,30(3,53)a
Productos SDF/NaF -Periodo 3-

Saforide 63,17(4,36)bed
Cariestop 55,86(3,32)ac
Rivastar 49,18(2,87)a
NaF 55,26(3,90)ad

Letras distintas indican diferencias significativas entre los grupos

4.4Discusion

El presente estudio investigé la capacidad remineralizadora de los productos
comerciales de SDF/NaF en dentina desmineralizada sometida a un desafio acido.
Nuestros resultados muestran como la aplicacién de estos productos aument6 el
contenido mineral/orgénico y el tamafio de cristalito de los cristales de hidroxiapatito
en la superficie de dentina. Estas alteraciones composicionales y microestructurales,
asi como la formacién de diferentes fases cristalinas en las superficies de la dentina,
estuvieron asociadas con una mejora parcial de las propiedades mecanicas de la
dentina remineralizada. En consecuencia, estos productos evitan la desmineralizacion
de la estructura dentaria. Por otra parte, estos productos promueven diversos efectos
en las propiedades de la dentina ante un desafio acido (ciclaje de pH) preservando su
capacidad remineralizadora y previniendo la desmineralizaciéon de la estructura

dentinaria. En este sentido, las dos hipoétesis propuestas fueron rechazadas, ya que los
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resultados mostraron diferencias entre los grupos control (dentina sana y
desmineralizada) y de tratamiento con SDF/NaF teniendo en cuenta los distintos

periodos considerados en el presente estudio.

Una de las principales desventajas de la aplicacion de modelos in vitro en
Cariologia es su limitada capacidad para reproducir algunos factores del entorno
intraoral (por ejemplo, el pH de la placa bacteriana, la saliva y la composicion
microbiana). Sin embargo, estos modelos presentan ventajas importantes en cuanto al
alto nivel de control experimental y, por consiguiente, la menor variabilidad intrinseca
y, por lo tanto, el menor tamafio de muestra requerido. La simulacién in vitro de la
caries dental mediante un modelo estandarizado, como el c-pH, es un método
aceptado en investigacion odontolégica debido a su facilidad técnica y
reproducibilidad [23,52,150]. Este método se utiliza habitualmente en muchos
estudios sobre caries dentinaria, con ligeras modificaciones en funcién de los objetivos
de la investigacion [22,23]. Por ejemplo, modelos de ciclaje de pH se emplearon para
detectar las respuestas a la dosis y al pH de los dentifricos fluorados y su asociacién
con otros tratamientos anticaries [20]. Estudios anteriores también han descrito como
los modelos de ciclaje de pH pueden simular alteraciones minerales a nivel
composicional, microestructural y morfolégico, asemejandose a las caracteristicas de
la lesion de caries natural [151]. En nuestro trabajo, las muestras fueron tratadas con
diferentes productos remineralizadores en dentina previamente desmineralizada y
sometidas a un posterior proceso de ciclaje de pH para evaluar su potencial de
remineralizacién en condiciones &cidas. No obstante, este estudio experimental no
tuvo en cuenta todos los posibles factores orales; concretamente, no se simul6 la
interfase diente-placa-saliva [152,153], lo que puede presentar algunas limitaciones

para su extrapolacion a diversas situaciones clinicas.

Asimismo, comprender las caracteristicas de las estructuras mineralizadas de
los tejidos dentales es esencial para evaluar los posibles tratamientos clinicos y su
posible respuesta in vivo. La microrradiografia transversal (TMR) es la técnica de

referencia para evaluar la profundidad de desmineralizacién de muestras de dentina
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y esmalte [152,153]. Sin embargo, el procedimiento metodolégico para la preparacion
de las muestras (p. ej., corte/pulido) resulta dificil en técnicas de disefios
experimentales que requieren un andlisis secuencial de las mismas muestras, como en
nuestro estudio. Ademds, en esta investigacion debido a la radiodensidad/
radiopacidad asociadas a la presencia de las fases cristalinas de los tratamientos de
SDF (como la clorargirita y la yodargirita) [154], pueden aparecer artefactos que
induzcan ala incorrecta interpretacion de los efectos de remineralizacion asociados a
la precipitacion de la fase HAp en la dentina. El presente estudio propone utilizar
técnicas no destructivas complementarias, como ATR-FTIR y DRX, con el fin de

analizar las propiedades fisicoquimicas de las superficies de dentina remineralizada.

La remineralizacion de la dentina desmineralizada puede verse favorecida por
varias condiciones a: (1) presencia de precipitados minerales residuales que acttien
como centros de crecimiento de cristales, (2) fuentes que contengan calcio y fésforo
para la promocién de precipitacion mineral, y (3) conservacion de la estructura de
coldgeno como andamio para el crecimiento de cristales [150]. Los resultados ATR-
FTIR demostraron cémo los tratamientos de remineralizacion basados en productos
de SDF/NaF afectaron a las caracteristicas quimicas de la dentina desmineralizada.
Los espectros infrarrojos obtenidos para cada uno de estos tratamientos mostraron
variaciones en la absorciéon de grupos moleculares asociados a bandas relacionadas
con diversos componentes orgdnicos e inorgdnicos de la dentina (Fig. 14).
Particularmente, el analisis detallado de los espectros de ATR-FTIR de las zonas
comprendidas entre 900 cm? y 1200 cm™? (v1,vs POs#; grupo fosfato) mostré una
disminucién de la absorcion relativa y una variacién del perfil de bandas desplazadas
a nameros de onda superiores, asociados a diferentes entornos cristalinos del mineral
dentinario como respuesta a los procesos de desmineralizacién y remineralizacion
[34]. Por otra parte, el efecto de las soluciones de amoniaco de los productos de SDF
disminuy® la intensidad relativa relacionada con ~1633 cm-! (banda amida I, proteina
de colageno mas abundante), posiblemente debido a un aumento de los enlaces
covalentes dentro de la estructura del colageno [112]. Sin embargo, este fenémeno estéd

ausente en el grupo RivaStar, probablemente por la adicién de KI en su composicion
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y a la ausencia de amoniaco en el producto NaF. Adicionalmente, se observaron
efectos similares para 1544 cm-! (amida II - vibraciones de estiramiento C-N y flexién
NH del péptido) y 1235 cm! (bandas de amida III - vibraciones de estiramiento CN y
flexion NH, estiramiento CC y flexion CH) [155,156]. Estos cambios en los grupos
amidas observados en los productos de SDF sugieren una posible alteracion en la
organizacion de la red del colageno (es decir, la posible deshidratacion de las fibras de
coldgeno) [157,158]. Por tanto, el tratamiento de SDF genera un efecto de
entrecruzamiento (cross-linking) del coldgeno que influye en los mecanismos de
precipitaciéon mineral de estos productos y, en dltima instancia, afecta a las
propiedades mecanicas de la estructura de la dentina. Por otra parte, los componentes
inorgénicos/organicos (expresados como relacion 1030/1640) indicaron que tras la
aplicacién de los productos de SDF/NaF (Etapa 3) el contenido de fosfato aument6
relativamente incluso bajo el c-pH. El SDF reacciona con el hidroxiapatito de la
dentina para formar fluoruro de calcio y sales de fosfato de plata insolubles, lo que
aumenta la resistencia a la disolucioén acida [47,146]. La capacidad remineralizadora
del SDF puede atribuirse a su pH alcalino, asi como a la gran cantidad de contenido
en flaor (44.800 ppm), lo que da lugar a la formacion de fluorapatito, actuando en un
proceso sinérgico para promover la remineralizacién [60]. Asimismo, durante las
diferentes etapas experimentales, se detecté una alteracion en el IC del hidroxiapatito
probablemente por la disolucion y precipitacion selectiva de grupos fosfato (entornos
vibracionales relacionados con fosfatos de menor y mayor cristalinidad). En el Periodo
2, el IC aument6 en comparacion con el control negativo (Periodo 1), como resultado
de la disolucion preferente de los componentes de fosfato de menor cristalinidad,
debido al efecto del ciclaje de pH [150]. Por otra parte, tras la aplicaciéon de los
productos remineralizantes, los entornos de fosfato de la dentina mineral aumentaron
selectivamente en compuestos de fosfato de mayor cristalinidad y se produjo una
posible mayor disolucién de fosfato de menor cristalinidad debido al procedimiento
de c-pH posterior (Etapa 3). Estas variaciones composicionales pueden influir en las
caracteristicas microestructurales de los cristales de hidroxiapatito de la dentina

durante las diferentes etapas experimentales.
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Las propiedades cristalinas producidas durante el proceso de remineralizacion
al aplicar los productos SDF/NaF pueden influir en las propiedades morfolégicas y
mecanicas de la dentina. Estudios previos han demostrado que el c-pH puede simular
las caracteristicas minerales del proceso natural de la lesién de caries [22], como se
observé en el control positivo (Etapa 2) del presente estudio. Por otra parte, en nuestro
estudio anterior in vitro se demostré que la aplicaciéon inmediata de productos de SDF
daba lugar a la formacién de diferentes fases cristalinas de sales de plata (es decir,
compuestos de AgCl y Agl) [146]. Adicionalmente, obtuvimos el tamafio de cristalito
del mineral de la dentina a partir de la linea de difraccién (002) del patrén de DRX,
correspondiente a la direccién del eje ¢ de los cristales de HAp. En los grupos tratados
con SDF se detectaron otras reflexiones asociadas a las fases cristalinas de clorargirita
(Saforide y Cariestop) y yodargirita (RivaStar), lo que sugiere que estos compuestos
precipitaron como una fase diferenciada en los grupos tratados con SDF [146,159].
Ademas, estudios previos mostraron que los compuestos de SDF reaccionan con iones
de calcio y fosfato para producir cristales de fluorohidroxiapatito [160]. De esta
manera, las condiciones alcalinas producidas por los tratamientos de SDF son
favorables para sintetizar fluorohidroxiapatito, lo que puede acelerar el proceso de
reacciéon al promover la precipitaciéon [161]. Asimismo, los tamafios de cristalito de
apatito y/o la perfeccion de la red cristalina estuvieron asociados a la absorcién de los
fluoruros presentes en una solucién fisiolégica [162]. Hemos observado los tamafios
de cristalitos en los productos de SDF/NaF, especialmente en Saforide, relacionados
con el eje c especifico de los cristales de apatito. Estas propiedades anisotrépicas en el
desarrollo cristalino del apatito también pueden influir en la estabilidad quimica de
los precipitados formados durante los tratamientos SDF/NaF. Después de la
aplicacion de los agentes remineralizadores (Etapa 3), se observa como las
caracteristicas cristalinas de los precipitados permanecen précticamente inalteradas
en comparacion con la aplicaciéon inmediata de SDF [140]. Sin embargo, las
caracteristicas composicionales de estas fases de fosfato de célcico (es decir,
hidroxiapatito cristalino) se asocian con entornos de fosfatos de mayor cristalinidad
(CL obtenidos mediante anélisis ATR-FTIR descritos previamente). En general, estos

mecanismos fisico-quimicos durante el proceso de remineralizacién favorecen
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diferentes factores de estabilidad mineral, como la solubilidad y las caracteristicas

cristalinas, que en ultima instancia determinan sus propiedades biomecénicas.

En las imdgenes de SEM, observamos una superficie rugosa, de morfologia
regular compatible con la dentina sana (Periodo 1) (Fig. 16 A-B) [163]. Tras el c-pH, se
observ6 una mayor apertura de los tibulos dentinarios y una superficie mas lisa, que
coincidia con las caracteristicas de la dentina desmineralizada (Periodo 2) (Fig.16 C-
D) [21]. La aplicacién de los productos de SDF (es decir, Saforide, Cariestop y RivaStar)
dio lugar a la formacion de diferentes fases cristalinas, distribuidas heterogéneamente
en la superficie de la dentina y ocluyendo parcialmente los tabulos dentinarios (Fig.16
E-N). Particularmente, la precipitaciéon de particulas de plata en el grupo RivaStar
genero la oclusion de los tabulos dentinarios. Estas observaciones se han descrito
previamente en aplicaciones de tratamiento del SDF asociadas a zonas de mayor
desmineralizacion de la dentina [47]. El analisis EDX (Fig. 17) corrobora la presencia
de estos precipitados en forma de particulas de plata, correspondientes a fases
cristalinas de clorargirita (Saforide y Cariestop) y yodargirita (RivaStar), tal y como se
observo previamente mediante analisis DRX. Por otro lado, la dentina tratada con NaF
presentaba una superficie rugosa (Fig. 16 M-N), en la que no se aprecia la formacién
de precipitaciéon cristalina, al igual que en observaciones previas utilizando
tratamientos similares [17,164]. Ademas, el aumento de la relaciéon Ca/P tras la
aplicacioén de los productos de SDF sugiere que se produjo una remineralizacion de la
dentina previamente desmineralizada. Procesos similares de remineralizacién se han
descrito mediante aplicaciones de SDF [149,165], las concentraciones de fluoruro del
SDF/KI inhibieron la desmineralizacién y/o potenciaron la remineralizaciéon de las
lesiones caries de dentina artificial. Estas alteraciones en las propiedades
morfolégicas, composicionales y estructurales de la dentina debido al efecto de los

productos remineralizadores pueden conducir a cambios en su respuesta mecénica.

Un criterio para evaluar la remineralizacién de los tejidos dentales es la
evaluacion de sus propiedades mecanicas [161]. La desmineralizacién en una lesion
de caries reduce el contenido mineral/organico de los tejidos dentales y, en

consecuencia, la respuesta mecéanica del diente puede verse alterada [15,23]. La fase
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inorgénica proporciona dureza, mientras que la fase orgénica es responsable de la
flexibilidad de la estructura de la dentina [23]. Los resultados del presente estudio
demostraron que los grupos experimentales tratados con los productos de SDF/NaF
(Periodo 3) mejoraron las propiedades mecanicas de la dentina desmineralizada,
incluso después de la simulacién de caries por c-pH. Asimismo, una mayor
concentracion de SDF gener6 un mayor efecto inhibidor sobre las MMP [147], lo que
puede contribuir a evitar la degradaciéon del coldgeno, reforzando las propiedades
mecédnicas. Ademds, la mejora de las propiedades mecanicas también podria
atribuirse a la alteraciéon del contenido mineral/orgédnico y sus caracteristicas
cristalinas, confirmadas mediante los analisis de ATR-FTIR y DRX. Por otro lado, el
grupo RivaStar mostr6 el menor incremento en los valores de resistencia a la flexion,
lo que sugiere que la combinacién de SDF con yoduro de potasio (KI) puede afectar a
las propiedades del SDF. De hecho, la presencia de KI disminuye la cantidad de
compuestos de plata en la superficie de la dentina, lo que afecta negativamente a su
respuesta mecdanica [165,166]. Estas propiedades mecénicas pueden influir de forma
critica en el éxito de la futura restauracion al utilizar estos productos

remineralizadores.

La aplicacién de productos de SDF es un tratamiento sencillo, no invasivo y
econdmico para el tratamiento de las lesiones de caries dental. Asimismo, el SDF es
un potencial agente para el control no restaurativo de la caries dental [106,143]. Este
estudio demuestra como la alteracion de las propiedades fisicoquimicas de la dentina
tratada con SDF/NaF mejora las propiedades mecanicas de las superficies dentinarias
en condiciones de ciclaje de pH, simulando un proceso de caries dental. Por tanto, la
capacidad remineralizadora de estos tratamientos, debido a la potencial reaccién de
sus compuestos quimicos con el hidroxiapatito del mineral dentinario [140], parece
mostrar un efecto sobre la respuesta mecdnica en la dentina desmineralizada que
favorece la estabilidad del tratamiento en condiciones acidas (i.e., c-pH).
Considerando estos resultados, observamos que el Saforide reacciona mejor que el
Cariestop y el RivaStar, presentando ambos una concentracién similar de fltor entre

los productos de SDF. Por otro lado, utilizamos el producto NaF a una concentraciéon
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de fldor muy baja en comparacion con las otras fuentes de fltor. Por lo tanto, el efecto
de la soluciéon de fluoruro de sodio al 0,2% (~850 ppm de fluoruro) no debe
contrastarse directamente con los productos SDF (~40.000 ppm de fluoruro). En el
presente estudio, incluso utilizando una concentracién muy baja de fltior, se observé
que este producto fue capaz de modificar significativamente la estructura cristalina
del hidroxiapatito. Estos hallazgos son corroborados por otros estudios, que

concluyeron que el uso de NaF al 0,2% puede disminuir la caries [65,141].

Estas diferencias proporcionan informacién importante para los clinicos sobre
el uso del material adecuado para cada paciente. Sin embargo, este estudio
experimental fue insuficiente para determinar el impacto de la actividad
antimicrobiana in vivo atribuida a estos productos. En futuras investigaciones,
resultaria interesante determinar la evaluacion a largo plazo de estos productos en los
procesos de caries (es decir, la progresion en condiciones de ciclaje de pH a tiempos
mas largo), asi como la importante cuestion estética relacionada con la aplicacién del

SDF.

4.5 Conclusiones

El uso de fluoruro diamino de plata y la solucién de fluoruro de sodio al 0,2%
tiene un efecto remineralizante sobre la superficie de la dentina incluso bajo ataque
acido. Independientemente de la concentracion de fltor, la aplicacion de estos
productos provoca la precipitacion de diferentes sales cristalinas, lo que se asocia a un
aumento del contenido mineral/organico y a una alteracién de las caracteristicas
cristalinas de la dentina, resultando en una mejora las propiedades mecénicas de la
dentina desmineralizada. Dentro de los productos de fluoruro diamino de plata, las
propiedades cristalinas (mayor IC y mayor tamafio de los cristalitos) en el tratamiento
con Saforide parecen estar relacionadas con una mejor respuesta mecénica tras el
ataque acido. Considerando las limitaciones de este estudio, es esencial seguir
investigando en ambientes que contengan todos los posibles factores orales para

evaluar su aplicacion clinica.
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Capitulo 5 |

Efectos de la Aplicacion de Nanoparticulas de
Plata Funcionalizadas y Sintetizadas mediante
Extracto de Planta (Camellia sinensis) sobre las

Propiedades Fisicoquimicas y Mecénicas de la
Dentina Desmineralizada
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Resumen

Objetivos: El objetivo de esta investigacion fue sintetizar y caracterizar nanoparticulas de
plata (AgNPs) funcionalizadas con chitosan y fluoruro sédico reducidas con te blanco (
Camellia Sinensis, TB) y evaluar los efectos de la aplicacion de las AgNPs en la composicion

quimica y las propiedades microestructurales y mecdnicas de la dentina desmineralizada.

Meétodos: Las TB_AgNPs se produjeron mediante la sintesis verde mediada por plantas y se
caracterizaron mediante técnicas de espectroscopia infrarroja (ATR-FTIR), termogravimetria
(TGA), difraccion de rayos X (DRX) y microscopia electrénica (TEM/EDS) para determinar
su composicion molecular, contenido de materia orgdanica, morfologia cristalina, tamario del
cristalito y grado de agregacion. Para ello, se utilizaron 40 molares asignados de manera
aleatoria a dos grupos control: dentina sana (DS) y dentina desmineralizada (DD), y a tres
grupos  experimentales: TB_AgNPs, TB_NaF AgNPs y TB_CHS_AgNPs. Las
nanoparticulas obtenidas se aplicaron respectivamente a los grupos experimentales, y se
analizaron mediante ATR-FTIR, DRX, microscopia electrénica de barrido (MEB/EDS) para
evaluar las caracteristicas quimicas, cristalogrdficas y microestructurales de la dentina.
Ademds, se empleo una prueba de flexion en tres puntos para evaluar la respuesta mecinica de

la dentina.

Resultados: Las TB_AgNPs mostraron grupos moleculares relacionados con diversos
compuestos organicos, que actuaron potencialmente como agentes reductores y recubrimiento.
Todas las AgNPs presentaron formas esféricas con tamarios de cristal de aproximadamente 20
nm. El efecto de la aplicacion de las AgNPs sobre la dentina mostré un mayor grado de
mineralizacion y tamario de cristalito de hidroxiapatito respecto al grupo de DD. Las imdgenes
de SEM revelaron diferentes grados de agregacion y patrones de distribucion de las TB_AgNPs
en la superficie de dentina desmineralizada. La resistencia a la flexion de la dentina aumento

significativamente en todos los grupos de TB_AgNPs en comparacion con los grupos control.

Conclusiones: La sintesis verde de nanoparticulas de plata mediada por plantas

funcionalizadas con chitosan y NaF se pudo realizar con éxito, caracterizindose sus
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propiedades  fisicoquimicas. La aplicacion de TB_AgNPs mostré una capacidad

remineralizadora y potencial fortalecimiento de la dentina desmineralizada.
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51 Introduccion

La caries dental es una enfermedad dindmica y multifactorial generada por
biopeliculas que provocan la desmineralizaciéon de los tejidos duros del diente (es
decir, esmalte y dentina) debido a los acidos producidos por las bacterias orales.
Recientemente, el tratamiento de la caries se ha centrado en una filosofia
minimamente invasiva, integrando los conceptos de control de caries y una minima
intervencién quirtargica [11]. El tratamiento no quirargico implica el uso de estrategias
que incluyen la remineralizaciéon quimioterapéutica de los tejidos (ganancia mineral
neta en tejidos previamente desmineralizados). Sin embargo, a pesar de la continua
evolucion de los materiales dentales y de la implementacién de métodos preventivos,
la caries dental sigue siendo una enfermedad crénica prevalente en nuestra sociedad,
provocando en ultima instancia la pérdida de dientes [1]. La caries es también una de
las principales causas de fracaso de las restauraciones directas de resina compuesta
[11]. El desarrollo de nuevos nanomateriales biocompatibles que puedan aplicarse
para prevenir o tratar las lesiones de caries constituye un campo esencial para la

innovacion en la préctica odontolégica.

Las excelentes propiedades antimicrobianas de las sales de plata han
posibilitado su uso generalizado en diferentes aplicaciones médicas [1]. En el campo
de la odontologia, la plata es reconocida por sus propiedades de prevencion y
detencion de la caries, tanto en denticién primaria como permanente, mediante la
inhibicién del crecimiento bacteriano [71,167], asi como su utilizacién como limpiador
de cavidades y desensibilizante de la dentina [87,93]. Debido a sus caracteristicas y
potenciales usos, varios materiales dentales, como aleaciones de amalgama,
soluciones anticaries, cementos ionémero de vidrio modificados, han sido formulados

para incorporar plata dentro de su composicién [87,167].

La nanotecnologia ha permitido la sintesis de nanoparticulas de plata (AgNPs)
con diferentes propiedades terapéuticas. Particularmente, las AgNPs son

especialmente conocidas por su capacidad antimicrobiana [167]. Los iones de plata
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actian sobre la pared celular del peptidoglicano, lo que provoca cambios
estructurales, un aumento de la permeabilidad de la membrana y finalmente, en
consecuencia, la muerte de las células bacterianas. La incorporacién de AgNPs tiene
como objetivo reducir la colonizacién microbiana en materiales y superficies dentales,
mejorando las condiciones de la salud bucodental. Las AgNPs se han aplicado en
diferentes areas de la Odontologia, como en la endodoncia, proétesis dental, implantes
y odontologia restauradora [71,167]. Existen varios métodos para la sintesis de AgNPs
que implican la reduccién de los iones de plata (Ag*) a plata metalica (AgP), este
proceso se puede realizar empleando mecanismos fisicos, quimicos o biolégicos [93].
La reducciéon quimica es el método mas empleado, utilizando en este procedimiento
varios reactivos para la reduccion y estabilizaciéon de las nanoparticulas [87]. Sin
embargo, este proceso suele ser costoso, laborioso y utiliza reactivos téxicos (por
ejemplo, dodecil sédico y citrato sodico) lo que genera riesgos potenciales para la
salud [94]. Para solucionar este problema, el método basado en quimica verde utiliza
plantas, algas, bacterias y hongos para la sintesis de AgNPs, ajustdndose
perfectamente a los requisitos de las aplicaciones biomédicas [93,101]. Entre estos
procedimientos, el uso de extractos de planta ha surgido como una estrategia
prometedora debido a su simplicidad, seguridad, bajo coste, rapida reproduccion y

eficiencia [94].

Para sintetizar nanoparticulas de plata se han empleado diferentes extractos
vegetales de diversas especies (Azadirachta indica, Thymus kotschyanus, Cyanthillium
cinereum) [101]. El té blanco (Camellia sinensis, TB) ha ganado popularidad y
protagonismo debido a su minimo procesamiento y sus numerosos beneficios para la
salud [168]. Obtenido a partir de brotes y hojas jovenes, el TB contiene altas
concentraciones de catequinas, incluida la epigalocatequina-3-galato (EGCG), esta
altima conocida por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antidiabéticas,
antiinflamatorias y preventivas contra el cancer [169]. El EGCG es particularmente
eficaz contra las bacterias orales, como Streptococcus mutants [170]. Por otra parte, el
EGCG del TB también muestra una actividad inhibidora sobre las colagenasas que

degradan la matriz organica, promoviendo la estabilidad del colageno y mejorando
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las propiedades mecénicas del diente [171]. Ademads, los hidroxilos fenélicos del

EGCG aumentan el potencial del TB para reducir Ag*a Ag? [172].

El chitosan (CHS) es un biopolimero natural que ha despertado un gran interés
en la ultima década por sus implicaciones biomédicas. Este compuesto, obtenido a
partir de la desacetilaciéon de la quitina, es biodegradable y biocompatible, y muestra
una baja toxicidad en modelos in vitro e in vivo [173], por lo que resulta muy ttil en
diversas aplicaciones médicas debido a sus propiedades antibacterianas,
antioxidantes, quelantes y biofarmacéuticas [164,173]. En odontologia, el chitosan se
ha investigado ampliamente para desarrollar biomateriales en las areas de
restauracion, implantologia, endodoncia y periodoncia [164]. Los materiales a base de
chitosan pueden ser capaces de remineralizar y prevenir la desmineralizaciéon del

esmalte, haciendo su uso prometedor para varios procedimientos clinicos dentales

[174].

Por otro lado, los materiales dentales que contienen fltor son considerados
como la terapia estandar para la remineralizaciéon de lesiones cariosas, siendo el
principal componente en la formulacién de diferentes productos utilizados para el
tratamiento de lesiones de caries. El flaor puede incorporarse en la estructura
cristalina del hidroxiapatito formando fluorapatito, adquiriendo una menor
solubilidad y promoviendo asi la remineralizacion de las estructuras dentales. Entre
estos materiales dentales, el fluoruro s6dico (NaF) es un componente activo altamente

biodisponible, empleado ampliamente dentifricos, colutorios y fluoracién de agua.

Estas TB_AgNPs constituyen un material potencial para el tratamiento de las
lesiones de caries dental, y la evaluacién de su aplicacion en dentina desmineralizada
se considera necesaria para determinar su eficacia. En consecuencia, la presente
investigaciéon tuvo como objetivos (1) sintetizar y caracterizar fisicoquimicamente
nanoparticulas de plata funcionalizadas con chitosan/NaF reducidas con té blanco
(Camellia sinensis) y (2) evaluar los efectos de la aplicacion de las TB_AgNPs en dentina

desmineralizada sobre su composicién quimica, propiedades microestructurales y
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mecanicas. La hipétesis nula fue que no seria posible funcionalizar las AgNPs con
chitosan/NaF y que la aplicacién de estas nanoparticulas no afectaria a la dentina

desmineralizada.

5.2  Materiales y Métodos

5.2.1 Sintesis de las nanoparticulas de plata (AgNPs)

Las AgNDPs se sintetizaron siguiendo el protocolo propuesto por Zargar et. al.
[175]; para lo cual, 1 g de té blanco (Camellia sinensis) suministrado por Granadiet (lote
N.° 224; Ogfjares, Espafia) se afiadi6é a 200 ml de agua MilliQ ultrapura desionizada
(resistividad 18.2 M. Q.cm, Millipore, Merck, Burlington, MA, EE.UU.), esta soluciéon
se calenté a 75 °C durante 1 h bajo una velocidad de agitacion de 350 rpm.
Posteriormente, el sobrenadante se filtr6 mediante vacio (WP6111560; Merck
Millipore, Billerica, MA, EE.UU.) utilizando un papel de filtro N°3 (Ahlstrom,
Estocolmo, Suecia). A continuacién, se mezclaron 200 ml de nitrato de plata (AgNOs)
0,1 M con 200 ml del extracto de té. La solucién se mantuvo bajo una velocidad de
agitacion de 350 rpm durante 48 h. La formacion de AgNPs con el té blanco
(TB_AgNPs) se monitorizé y determiné mediante un cambio de color de amarillo a
negro (relacionado con una precipitacion cristalina). Finalmente, la solucién obtenida
se centrifug6 y las NPs se lavaron con agua MilliQ mediante tres repeticiones antes de
secarse en estufa durante 24 h a 37 °C. Los siguientes protocolos de funcionalizacién

se realizaron con las TB_AgNPs sintetizadas:

e TB_AgNPs funcionalizadas con chitosan (TB_CHS_AgNPs): 50 mg de chitosan
se diluyeron en una solucién de 20 ml de acido acético 0,1 M (CH3COOH).
Posteriormente, la preparacion de chitosan se dejoé gotear en 100 ml de soluciéon

de TB_AgNPs a temperatura ambiente bajo agitacién durante 1 h [176].
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e TB_AgNPs funcionalizadas con NaF (TB_NaF_AgNPs): se afiadieron 0.0571 g
de fluoruro sédico (NaF) a 100 ml de solucién de TB_AgNPs a temperatura

ambiente bajo agitacion durante 24 h [177].

Una vez funcionalizadas las TB_AgNPs, ambas soluciones se centrifugaron y los
precipitados se lavaron con agua MilliQ mediante tres repeticiones antes de secarse
durante 24 h a 37 °C. Todos los reactivos quimicos (299,0% de pureza) fueron

suministrados por Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, EE.UU.).

5.2.2 Caracterizacion de las AgNPs

La caracterizacion quimica se realiz6 mediante espectroscopia infrarroja (ATR-
FTIR: Jasco 6200 Inc., Easton, MD, EE.UU.) y analisis termogravimétrico (sistema
TGA/DSC1; Schwarzenbach, Suiza) para determinar la composiciéon molecular y el
contenido de la materia orgénica (%MO) de las TB_AgNPs. Las propiedades
cristalinas se determinaron mediante difraccién de rayos X (DRX) utilizando un
difractometro X'Pert Pro (PANalytical, Paises Bajos) y equipos de microscopia
electrénica de transmision (TEM: Carl Zeiss LIBRA 120 PLUS TEM, Alemania) y JEOL
JEM-2100F (HRTEM: Tokio, Japén), para obtener el tamafio del cristalito, las

dimensiones del cristal y el grado de agregacién de las TB_AgNPs sintetizadas.

5.2.3 Preparacion de las muestras de dentina

El presente estudio fue aprobado por el Comité de Investigacion Humana y
Animal (nimero de referencia #1896-2020) de la Universidad de Granada. Para esta
investigacion se utilizaron un total de 40 molares permanentes sin lesiones cariosas ni
defectos estructurales en una solucién de timol al 0,1%. Las raices de los dientes se
separaron de las coronas 2 mm por debajo de la unién cemento-esmalte utilizando
una sierra de baja velocidad Isomet 11/1180 (Buehler, Lake Bluff, IL, EE.UU.) con un
disco de diamante 456CA (Struers, Copenhague, Dinamarca) bajo abundante

irrigacion. A continuacion, se realizacion secciones transversales de la parte media de
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la corona para obtener discos dentales (9 mm de didmetro x 1 mm de grosor).
Posteriormente, se obtuvieron 4 barritas de cada disco, dando lugar a 160
especimenes. El esmalte correspondiente a los extremos de las barritas fue eliminado
mediante pulido con papeles de carburo de silicio de 600 granos. Los especimenes
(barritas de dentina) se enjuagaron y limpiaron con ultrasonido durante 30 min para
eliminar los posibles residuos. Seguidamente, todas las muestras fueron examinadas
cuidadosamente al microscopio 6ptico para confirmar la ausencia de esmalte,

microfisuras dentinarias u otras imperfecciones.

Los especimenes se dividieron aleatoriamente en dos grupos control: dentina
sana (DS; n=32) y dentina desmineralizada (DD; n=32). Los especimenes
correspondientes a la DS se almacenaron en agua destilada a temperatura ambiente.
Los grupos experimentales se dividieron aleatoriamente segtun las diferentes
aplicaciones de AgNPs: TB_AgNPs, TB_CHS_AgNPs y TB_NaF_AgNPs (n=32; por
grupo). La dentina desmineralizada se simul6é mediante el ciclaje de pH a partir del
protocolo modificado propuesto por Marquezan et. al.[21]. Todos los especimenes se
sumergieron en 1 ml de una solucién desmineralizante con composicién: 2,2 mM
CaCly, 2,2 mM NaH>PO4 y 50 mM de acido acético, ajustado a un pH=4,8 durante 8 h.
Posteriormente, los especimenes se introdujeron en 1 ml de una solucion
remineralizante con composiciéon: 1. 5 mM CaClz, 0,9 mM NaH>POy, y 0,15 M KCl,
ajustada a un pH=7,0 durante 16 h. Los reactivos quimicos para la preparacion de la
solucion fueron suministrados por Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EE.UU. (pureza
>99,0%). Cada espécimen fue sometido a ciclaje durante 14 dias, renovandose las
soluciones diariamente. Todo el procedimiento de ciclaje de pH se realiz6 a
temperatura ambiente sin agitacion de las soluciones. Tras el proceso de ciclaje de pH,
los especimenes correspondientes al grupo de DD se almacenaron en agua destilada.
Finalmente, las barritas de dentina correspondientes a los grupos experimentales se
trataron con las diferentes TB_AgNPs durante 5 min con un 0,5% v/p en agua de
desionizada ultrapura bajo agitacion continua y después se lavaron con agua destilada
durante 1 min. Los especimenes se almacenaron en agua destilada hasta su posterior

anélisis.
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5.2.4 Caracterizacién de las muestras de dentina tratadas con AgNPs

5.2.4.1 Andlisis mediante espectroscopia infrarroja mediante transformada de

Fourier-Reflectancia total atenuada (ATR-FTIR)

Los especimenes (n=15 por grupo) se analizaron utilizando un espectrémetro
FTIR JASCO 6200 (Jasco Inc., Easton, MD, EE.UU.) equipado con un accesorio ATR de
punta de diamante (ATR Pro ONE, JASCO Inc., Easton, MD, EE.UU.). Los espectros
se registraron en modo absorbancia con una resolucién de 2 cm! en 64 acumulaciones
de barrido utilizando un rango espectral de 400-4000 cm-!. La superposiciéon de los
picos se resolvié mediante el método de la segunda derivada dentro de cada banda
considerada utilizando el software de ajuste de curvas PeakFit v4.12 (Systat, San José,
CA, EE.UU.). El grado de suavizado se fijo en 25%, y se emple6 la funcién mixta
Gaussiana-Lorentziana para el ajuste del 4rea del pico. El ajuste de la curva se acept6
cuando r? alcanz6 valores superiores a 0,95. A partir de las medidas del 4rea de los
picos, se calcularon los siguientes parametros: (1) Grado de mineralizacion (relacion
area de banda: vi, v3 POs3/ Amida I): cantidad relativa de mineral de fosfato respecto
a la matriz organica (banda 1640 cm) [120] y (2) indice de cristalinidad (IC): relacién
entre las dreas de las subbandas a 1030 cm (fosfatos relacionados con apatito
altamente cristalino) y 1020 cm (fosfatos relacionados con apatito pobremente

cristalino) dentro de la regién de las bandas v1, v3 PO43 [121].
5.2.4.2 Analisis mediante Difraccion de Rayos X (DRX)

Para estos analisis se emple6 una muestra de conveniencia por grupo
obteniéndose patrones de difracciéon bidimensional de rayos X (2D-XRD) mediante un
difractémetro de rayos X (Bruker D8 DISCOVER, Billerica, MA, EE.UU.) equipado con
un detector de drea (DECTRIS PILATUS 3 100K-A). Las condiciones para los anélisis
de DRX fueron: radiacién de la fuente Cu Ka (A=1,5418 A) a 50 kV y 30 mA, con haz
de emision con sistema de colimacién de 0,5 mm de didmetro. Los patrones 2D-XRD

se registraron en un rango angular de barrido 2Theta entre 20° a 60°, considerando 19
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pasos y 40 s/ paso. Las intensidades concentradas en cada uno de los arcos dentro de
los anillos de difracciéon de Debye (correspondientes a lineas de difraccién/espacios d
especificos) se integraron para obtener un barrido unidimensional (patréon 2Theta). El
tamafio del cristalito (f) de los cristales de hidroxiapatito (HAp) se determind
midiendo la anchura a media altura (FWHM) del pico de difraccién en la posiciéon
2theta 25, 9° (linea de reflexién 002, correspondiente a la direccion del eje c). Para el

calculo de t se emple6 la ecuaciéon de Debye-Scherrer:

KA
f00D = Beoso

Donde ¢ es el tamafio medio del cristalito (expresado en nm), A corresponde a
la longitud de onda de la fuente de rayos X, K es la constante de Scherrer (considerada
K=0,89), y [ esta relacionada con la FWHM del ensanchamiento de la linea para la

linea de difraccion (002).
5.2.4.3 Analisis mediante microscopia electrénica de barrido (SEM)

Para estudiar la distribuciéon de las TB_AgNPs en la superficie de la dentina se
seleccion6 un espécimen aleatorio por grupo. Estos se fijaron en glutaraldehido al
2,5% durante 12 h a 4 °C. A continuacion, se sumergieron en una solucién de PBS
durante 1 h (ciclos de 20 min) y se enjuagaron repetidamente. Posteriormente, los
especimenes se deshidrataron en series ascendentes de etanol (50%, 70%, 90% y 96%).
Por ultimo, las muestras se montaron en soportes de aluminio y se recubrieron con
carbono utilizando un equipo de pulverizacion iénica (evaporador Hitachi UHS). Para
examinar todos los especimenes se utilizé un microscopio electrénico de barrido (JSM-

12 6610LV, JEOL, Japon) con una tension de aceleracion de 10 kV y 10 mA.
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5.2.4.4 Ensayo Mecanico - Resistencia a la flexion

Para evaluar las propiedades de flexion de la dentina 15 barritas de cada grupo
se sometieron a un ensayo mecanico. Para ello, se emple6 una maquina-universal
(modelo Instron 3345, Instron, Canton, MA, EE.UU.) mediante un ensayo de flexion
de tres de puntos utilizando una célula de carga de 500 N sobre un soporte de dos
puntos, con una distancia de separacion de 4,0 mm de longitud entre puntos. El
ensayo se realiz6 a una velocidad de carga de 0,5 mm/min hasta la fractura de las

muestras de dentina.

5.2.3 Analisis Estadistico

La estimacioén del tamafio de la muestra y el analisis de potencia se realizaron
con el programa informatico G*Power (ver. 3.1.9.7; Heinrich-Heine-Universitat
Disseldorf, Diisseldorf, Alemania). La homogeneidad de las varianzas y la
normalidad de la distribucién de los parametros analizados se comprobaron mediante
las pruebas de Levene y Shapiro-Wilk, respectivamente. Los pardametros de ATR-FTIR
y de resistencia a la flexion no seguian una distribucién normal; para estos anélisis se
emplearon pruebas estadisticas no paramétricas. Para ello, se utilizé la prueba de
Kruskal-Wallis, seguida de un andlisis intergrupos con la prueba U de Mann-Whitney.
Se establecié un nivel de significancia de p < 0,05. Los datos se procesaron con el

programa estadistico SPSS (ver. 22, IBM, Armonk, NY, EE.UU.).
53 Resultados
5.3.1 Caracterizacion fisico-quimica de las AgNPs
La composiciéon quimica de las muestras se evalu6 mediante ATR-FTIR para
determinar los componentes moleculares presentes en las TB_AgNPs, y se realiz6 un

analisis de termogravimetria para obtener el contenido de materia orgénica. Los

espectros de ATR-FTIR de las diferentes AgNPs se muestran en la Fig.18. Los
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espectros de TB_AgNPs (linea verde) y TB_NaF_AgNPs (linea azul) mostraron dos
bandas estrechas en 3666-2984 cm! (asociada a la vibraciéon de estrechamiento O-H,
asignada al grupo -OH de polioles como las catequinas) y 2387-2189 cm! (debido al
estiramiento C-H, hidrocarburos alifaticos) [175]. Ademas, todas las muestras de
TB_AgNPs mostraron varios picos en las posiciones en 1694 cm? y 1279 cm!
(estiramiento C=C, grupos alqueno), 1527 cm! y 907 cm! (vibraciones de estiramiento
C-N, polifenoles y aminas alifaticas), 1027 cm (estiramiento C=O, cetonas y
quinonas), y 809 cm! (estiramiento C-O-C, acidos carboxilicos y ésteres) [93]. Estas
asignaciones estdn relacionadas con los grupos moleculares presentes en los
componentes organicos del té blanco utilizado durante la sintesis de las AgNPs. Por
otro lado, el espectro de TB_CHS_AgNPs (linea roja) mostré un pico a 680 cm1,

revelando la presencia de chitosan en la funcionalizacién de las AgNPs [178].
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Fig.18 Espectros representativos de ATR-FTIR de las diferentes AGNPs reducidas con té blanco y
funcionalizadas con chitosan y NaF.

Los principales resultados obtenidos mediante los anélisis de termogravimetria
(TGA) de las diferentes TB_AgNDPs, calentadas desde 25 °C hasta 600 °C utilizando
una velocidad de calentamiento de 10 °C/min bajo atmésfera de nitrégeno, se
muestran en la tabla 9. Todas las TB_AgNPs mostraron porcentajes de pérdida de peso
similares entre 25 °C - 130 °C debido a la absorcién de agua, entre 130 °C - 150 °C

asignado a la degradacion de los polifenoles de los compuestos fitoquimicos de las
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TB_AgNPs y la pérdida hasta 600 °C debido a la degradaciéon térmica de los
componentes aromaticos mas resistentes del TB. Los datos de las mediciones TGA
revelaron que TB_AgNPs y TB_NaF_AgNPs mostraban un contenido orgénico similar

(considerando la pérdida de masa hasta 600°C) con aproximadamente un 18%,

mientras que TB _CHS_AgNPs alcanzaban el 24 %.

Tabla 9. Contenido de materia organica (M.O.%) obtenido del andlisis TGA para las diferentes
TB_AgNPs

AgNPs M.O. (%)
TB_AgNPs 18,91 +£1,21
TB _NaF_AgNPs 18,98 +£ 0,62
TB_CHS_AgNPs 24,63 £0,12

La identificacién de las fases (nanoparticulas de plata) y sus propiedades
cristalinas se determinaron mediante el analisis de DRX. Las diferentes TB_AgNPs
mostraron picos de DRX a 38,2°, 44,3° 64,5°, 77,5° y 81,6° (valores 20) que
corresponden a planos ctibicos centrados en las caras de Ag ° relacionados con valores
especificos (hkl) - planos (111), (200), (220), (311) y (222), respectivamente (sefialados
en la Fig. 19). Estos resultados indicaron la formacion de cristales coloidales de plata
con una estructura ctbica en todos los grupos de NPs. El patréon de DRX también
revel6 un pico de menor intensidad con un perfil ancho a 32,3° correspondiente a
compuestos de AgNOs; no completamente reducidos, aunque en cantidades
insignificantes. El refinamiento de Rietveld de los patrones de DRX mostraron los
siguientes parametros de celda (considerando el grupo espacial Fm3 m: archivo
JCPDS n° 04-0783): a = 4,0845(1) A para las TB_AgNPs; a = 4,0841(1) A para las
TB_CHS_AgNPs; y a = 4,0842(3) A para las TB_NaF_AgNPs. Ademads, se emple¢ la
ecuacion de Debye-Scherrer para obtener los tamafios de cristalito (dominios
cristalinos coherentes) de todas las nanoparticulas: 19,10 nm, 20,57 nm y 18,49 nm,

respectivamente.
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Fig. 19 Patrones representativos de difraccion de rayos X (DRX) de las diferentes AgNPs reducidas
con té blanco (TB) funcionalizadas con chitosan (CHS) y NaF. Entre paréntesis se indican los indices
de Miller correspondientes a cada linea de difraccion (estructura ciibica).

Diferentes observaciones obtenidas mediante TEM permitieron determinar el
tamarfio y la morfologia de las distintas AgNDPs, asi como su estado de agregaciéon y
posible presencia de recubrimientos orgénicos. La Fig. 20 muestra imagenes de TEM
en diferente resolucion de las AgNPs sintetizadas. Las nanoparticulas presentaron
morfologias cristalinas esféricas en todos los grupos, mostrando un bajo porcentaje de
agregacion principalmente en las TB_AgNPs y en TB_CHS_AgNPs comparadas con
las TB _NaF_AgNPs (Fig. 20. A-D vs G). Ademas, todas las AgNPs estaban envueltas
en un recubrimiento (aspecto de color gris) debido a la presencia de compuestos
fitoquimicos como carbohidratos, flavonoides, glucésidos, compuestos fenélicos,
proteinas, saponinas y taninos presentes en el té blanco. Distintas imagenes de TEM
de mayor resoluciéon se utilizaron (Fig. 20 B-E-H) para obtener los promedios del
tamarfio de los cristales de las NPs: ~21 nm (TB_AgNPs), ~20 nm (TB _CHS_AgNPs),
and ~19 nm (TB_NaF_AgNPs), que concuerdan con los tamafios de cristalito
obtenidos mediante DRX. Los anélisis elementales EDS de las anteriores imagenes se
muestran en la Fig. 20 C-F-I, indicando la composicion representativa de Ag (posicién

del pico de 3 keV en el espectro).
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Fig. 20 Imdgenes representativas de TEM de las NPs a diferente resolucion: TB_AgNPs, (A-B),
TB_CHS_AgNPs, (D-E) y TB _NaF_AgNPs (G-H). Los espectros representan los andlisis
elementales EDS para cada TB_AgNPs sintetizada (C-F-I), indicando la composicion de Ag (posicion
del pico 3 keV).

5.3.2 Caracterizacion de la aplicacion de las TB_AgNPs

5.3.2.1 Analisis fisico-quimico de la dentina tratada con las TB_AgNPs

La tabla 10 presenta la composicién quimica de las AgNPs determinada
mediante el analisis espectrométrico de ATR-FTIR: Grado de mineralizacién e Indice
de Cristalinidad (IC). Con respecto a los grupos control, el grado de mineralizacién
disminuy6 en la dentina desmineralizada (DD) en comparacién con la dentina sana
(DS). En los grupos experimentales de las diferentes TB_AgNPs el grado de
mineralizacién aument6 en la dentina alcanzando valores comparables con la DS.

Entre todos los grupos experimentales, las TB_NaF_AgNPs obtuvieron los mayores
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valores de grado de mineralizacién. Por otro lado, el pardmetro de IC aument6 para
DD con respecto a la DS. Ademés, tras la aplicaciéon de las TB_AgNPs se observé que
el IC mostr6 valores similares entre los grupos, aunque estos fueron
significativamente superiores en comparacién con el grupo de DS e inferiores en
relacién con la DD. Los valores del tamafio de cristalito (d) del hidroxiapatito (HAp)
tras el tratamiento con las diferentes AgNPs sintetizadas se resumen en la Tabla 10.
Estos resultados indicaron una disminucién en el tamafio de cristalito (es decir,
dominios cristalinos del HAp) después del proceso de ciclaje de pH (dentina
desmineralizada) debido a su disolucién durante el mismo. Sin embargo, tras la
aplicacion de las diferentes TB_AgNPs sobre la dentina desmineralizada, se observo
un aumento de los valores del tamafio de cristalito en todos los grupos, alcanzando

valores similares a los de la DS.

Tabla 10. Pardmetros de composicion y cristalinidad de los grupos control y experimentales
obtenidos mediante analisis de ATR-FTIR: Grado de mineralizacién e Indice de Cristalinidad
(IC). Valores del tamafio de cristalito (#) de los cristales de hidroxiapatito (HAp) de las
muestras de dentina obtenidos mediante DRX.

Grado de
Grupos Experimentales mineralizacion IC t (nm)
Dentina Sana (DS) 7,32(0,66)2 0,48(0,05)2 21,00
Dentina Desmineralizada (DD) 3,85(0,56)p 1.84(0,35)b 12,60
TB_AgNPs 6,43(0,46)> 0,75(0,03)¢ 22,33
TB_NaF_AgNPs 8,83(0,73)¢ 0,79(0,03)¢ 21,66
TB _CHS_AgNPs 6,42(0,63)2 0,85(0,07)¢ 22,66

Los valores se expresan en media (desviacion estindar). Diferentes letras indican diferencias

entre los grupos.
5.3.2.2 Distribucién de las AgNPs en la superficie de la dentina
Imégenes representativas de SEM de la dentina desmineralizada tratada con

las diferentes AgNPs se muestran en la Fig. 21-A partir de estas imégenes, se

observaron AgNPs esféricas (puntos brillantes) cubriendo las superficies de la dentina

122



y rellenando parcialmente los tabulos dentinarios. Los grupos de TB_AgNPs y
TB_NaF_AgNPs (Fig. 21 A y C, respectivamente) mostraron cierto grado de
agregacion y una distribuciéon heterogénea en las superficies, tapando las aberturas de
los tbulos dentinarios. Por otro lado, las TB_CHS_AgNPs (Fig. 21 B) mostraron una
distribucién mas homogénea con un menor grado de agregacion en la superficie de la

dentina desmineralizada.

Fig. 21 Imigenes representativas de SEM que muestran la distribucion de las AGNPs en la dentina

desmineralizada: (A) TB_AgNPs, (B) TB_CHS_AgNPs, (C) TB_NaF_AgNPs.

5.3.2.3 Respuesta mecanica de la dentina tras la aplicacion de las diferentes

TB_AgNPs

La resistencia a la flexién de la dentina se obtuvo mediante el ensayo de flexién
en tres puntos mostrando diferencias significativas en las propiedades mecénicas de
los diferentes grupos experimentales (Fig. 22). El grupo de DD presento los valores de
resistencia mecanica menores en comparaciéon con el grupo de DS. Los grupos
TB_AgNDPs mostraron valores significativamente mayores que los grupos de DD y DS.
Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los

grupos de TB_AgNPs.
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Fig. 22 Resistencia a la flexion de las muestras de dentina de los grupos de control (SD y DD) y de los
grupos TB_AgNPs determinado mediante ensayo mecdnico de flexion en tres puntos.
Letras distintas indican diferencias significativas entre grupos (p < 0,05)

54 Discusion

La sintesis de AgNPs mediante quimica verde posee un gran potencial para su
uso en aplicaciones dentales, ya que cumple los requisitos de toxicidad y
biocompatibilidad en comparacién con otros materiales utilizados en tratamientos
clinicos. En este estudio, se sintetizaron con éxito AgNPs reducidas con extracto de té
blanco (Camellia sinensis) y funcionalizadas con chitosan y NaF, aplicindose a dentina
desmineralizada para evaluar sus efectos reparativos sobre el sustrato. La
caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de las TB_AgNPs mostré diversas
propiedades cristalinas, grado de agregacion y contenido de MO relacionados con los
diferentes componentes organicos presentes durante los procedimientos de sintesis
verde y funcionalizacién. Los resultados demostraron que la aplicaciéon de las
diferentes TB_AgNPs en dentina desmineralizada aument6 significativamente el
grado de mineralizaciéon y el tamafio de cristalito del HAp, mejorando sus
propiedades mecénicas. Por lo tanto, nuestra hipétesis debe de ser rechazada. Estas

TB_AgNDPs obtenidas a través de extractos vegetales pueden ser una alternativa para
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desarrollar innovadores productos como agentes antimicrobianos, antifngicos y
remineralizantes que podrian ser incorporados en diferentes materiales (por ejemplo,
irrigantes de conductos radiculares, colutorios, dentifricos, composites, adhesivos o

materiales a base de resinas), mejorando asi la préctica odontolégica convencional.

La quimica verde es una alternativa a los métodos quimicos y fisicos para
sintetizar nanoparticulas de plata empleando compuestos organicos como agentes
estabilizadores y reductores [101]. El uso de extractos vegetales para sintetizar
nanoparticulas metédlicas ha mostrado diversas ventajas, como la sencillez del
procedimiento, el bajo coste y la ausencia del uso de sustancias toxicas [95]. Para
producir AgNPs con caracteristicas especificas se han empleado diferentes partes de
plantas (hojas, flores, raices, etc.) [87]. En nuestra investigacion, se eligi6 el té blanco
(Camellia sinensis) por su alto contenido en polifenoles, que pueden actuar como
agentes reductores y de recubrimiento [93]. Durante la precipitacién, la reduccién de
Ag* a Agl se produjo inmediatamente después de la disolucion de AgNOs en el
extracto de té blanco. El posible mecanismo de reduccién de Ag* implica la ionizacion
de los polifenoles, lo que resulta en la reduccion de los iones de Ag a medida que estos
polifenoles del té se oxidan a quinona [93]. A nivel experimental, el proceso de
reduccion que conduce a la formacién de las TB_AgNPs se reflejo en el cambio de
color de la suspensiéon de amarrillo a marrén [175]. Nuestros resultados demostraron
que el extracto de té blanco actu6 eficazmente como agente reductor y estabilizador
de las diferentes TB_AgNPs sintetizadas, mostrando un tamafo esférico medio de
aproximadamente 20 nm. Investigaciones previas han empleado diferentes extractos
de plantas (v.gr., Aloe vera, Drosera ittatee, Ephedra procera) produciendo particulas de
tamafios y morfologias similares a las obtenidas en el presente estudio [101]. Ademas,
las tres TB_AgNPs presentaban un caracteristico recubrimiento gris del nacleo (Fig.
20), atribuido a la presencia del contenido orgénico derivado de los procesos de
sintesis mediante el té blanco [175]. La presencia de estos compuestos organicos (es
decir, taninos, polifenoles y flavonoides) en todas las nanoparticulas de plata también
se confirm6é mediante la identificacion de sus grupos moleculares especificos

(observados en los resultados ATR-FTIR) [93,168]. Por otro lado, las TB_CHS_AgNPs
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mostraron un pico de absorcién caracteristico en el espectro IR (posiciéon a 616 cm-1),
evidenciando la interaccion del CHS con las nanoparticulas durante su
funcionalizacién [178,179]. El contenido orgénico determinado por andlisis
termogravimétrico corroboro la presencia de estos componentes en las soluciones TB
[180], siendo ligeramente superior con la incorporacion del CHS. Asimismo, la
identificacion cristalina de todas las TB_AgNPs (Fig. 19) corresponden a una
estructura cabica centrada en las caras (FCC) de Ag? [98], presentando valores de
tamafio cristalino similares (aproximadamente ~22 nm, relacionados con los dominios
cristalinos medios). En general, estos resultados demostraron la formacion de una
cristalizacion homogénea monofasica de Ag con caracteristicas composicionales y
cristalinas controladas por la capacidad reductora del extracto de té blanco durante la

sintesis de nanoparticulas.

La fase inicial de la caries se manifiesta por una desmineralizacion
subsuperficial del esmalte, caracterizada por una alteracién del contenido mineral (es
decir, disolucién de cristales de hidroxiapatito). Posteriormente, a medida que la
lesién progresa hacia la dentina, las fibras de colageno quedan expuestas y progresa
su degradacion. El proceso de alteracién mineral causado por la caries provoca una
modificacién de la composicién estructural y quimica del tejido dental, con la
consecuente alteracion de sus propiedades mecédnicas. El proceso de caries es el
resultado de mdltiples y continuos ciclos de desmineralizacién y remineralizaciéon
[181]. En nuestro estudio se observé una diferencia significativa en la cantidad relativa
de fosfato mineral respecto a la matriz organica (grado de mineralizacion, andlisis
ATR-FTIR) en el grupo DD, lo que indica que la desmineralizacion se produjo con
éxito mediante el método ciclaje de pH [22,151]. La aplicaciéon de las TB_AgNPs
provocé un aumento significativo del grado de mineralizacién en comparacién con el
grupo DD. Estos efectos pueden atribuirse parcialmente a la capacidad
remineralizadora de los iones fluoruro presentes en la composicion del extracto de té
blanco (3,2 mg/ kg a 400 mg/kg por peso en muestras secas) [182]. Ademas, la
presencia de complejos de Ca procedentes de los derivados carboxilicos/grupos

reactivos de los polifenoles vegetales con un potencial efecto quelante pueden
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reaccionar con grupos fosfato para iniciar la formacion de HAp [183]. Asimismo, la
accion estabilizadora sobre la red de coldgeno combinada con la incorporacion de
biomoléculas procedentes de los compuestos organicos del TB puede promover
igualmente la remineralizacion de la dentina [184]. Por otro lado, se ha demostrado
que el chitosan induce una deposicion significativa de CaP en dentina
desmineralizada al promover la nucleacion cristalina [177]. En nuestros resultados, la
funcionalizacién con NaF de las nanoparticulas mostré los valores mas altos de grado
de mineralizacion, incluso superiores a los de DS. El fltor es el tratamiento gold
standard para la remineralizacion en odontologia; se ha demostrado que inhibe la
desmineralizacion de los cristales de hidroxiapatito [185]. El IC obtenido mediante
ATR_FTIR, refleja la relaciéon de la disolucién en los dominios no apatiticos, menos
cristalinos, respecto a los dominios apatiticos, de mayor cristalinidad, tal y como se ha
descrito previamente al evaluar los cambios ocurridos durante el ciclaje de pH [183].
En los grupos de aplicaciéon de TB_AgNDPs, se observé una incorporacion relativa de
fosfatos con diferentes grados de cristalinidad a nivel molecular, aumentando los
valores del IC en comparacién con la DS. Por otra parte, los resultados de DRX
mostraron un aumento en el tamafio de cristalito de HAp de los grupos
experimentales de TB_AgNPs, alcanzando valores similares a los observados para DS.
Este efecto sobre la perfeccion cristalina puede deberse a la capacidad de los iones Ag?*
para modificar el entorno cristalino del HAp, ocupando una posicién dentro de la de
red o bien una posicion intersticial dependiendo de la cantidad de Ag* incorporada
[186]. Igualmente, la alteracién del tamafio de cristalito puede deberse a procesos
mediados por la accién iénica de las sustancias organicas del té blanco, tal y como se

ha comentado anteriormente.

La aplicacién de las TB_AgNPs sobre la dentina desmineralizada evidencio
diferentes patrones de distribucién y relleno dentro de los tabulos dentinarios
relacionados con el grado de agregacion de las nanoparticulas en la superficie de la
dentina. En este sentido, los extractos de plantas han demostrado controlar la
morfologia y superar el problema de la aglomeracién durante la sintesis de una gran

variedad de particulas [183,187]. El efecto de la aplicacién de las TB_AgNPs sobre las
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propiedades fisicoquimicas y microestructurales de la superficie de dentina dio lugar
a una modificaciéon de la respuesta mecanica de la dentina desmineralizada. Estos
cambios produjeron propiedades mecanicas comparables a las de la dentina sana e
indicaron una remineralizacién funcional de la estructura dental. En concreto,
nuestros resultados mecénicos revelaron un aumento significativo de la resistencia a
la flexion de la dentina tratada con las diferentes TB_AgNPs en comparaciéon con la
DD e incluso superando los valores de DS. Este efecto sobre la resistencia de la dentina
estd relacionado con el aumento del grado de mineralizacién y de las caracteristicas
cristalinas del HAp combinado con una posible modificacion en las propiedades de la
matriz de coldgeno de la estructura dental. La matriz de coldgeno influy6 en las
caracteristicas estructurales del apatito a escala atémica, controlando el tamafo y la
distribucién dimensional a mayor escala en los tejidos mineralizados [156]. Estudios
anteriores han sugerido que la combinacién del coldgeno con las AgNPs conduce a la
formacion de un agregado compacto, produciendo principalmente modificaciones en
los diferentes tipos de proteina secundaria (por ejemplo, la a-hélice y la p-hoja) [185].
Por otra parte, los compuestos fendlicos presentes en el té verde (es decir, EGG, EGC,
ECG, EG) son agentes naturales de reticulacién del colageno capaces de mejorar las
propiedades mecanicas de la dentina, asi como de reducir su biodegradabilidad por
las metaloproteinasas derivadas del hospedador [168]. Por otra parte, la capacidad del
NaF para remineralizar los tejidos duros del diente estd ampliamente demostrada
[170,188]. También se ha probado que el chitosan puede aumentar el namero de
enlaces cruzados entre las fibras de coldgeno y neutralizar los MTTs de la dentina
[189]. En general, la respuesta mecanica de las muestras de dentina sometidas a la
aplicacién de las diferentes TB_AgNPs se vio potenciada por los efectos sobre la
matriz organica por parte de los diferentes compuestos naturales presentes tanto en
el té blanco como en la funcionalizacién con chitosan, asi como el aumento de la
mineralizaciéon de la dentina por los diferentes procesos de formacién y alteraciéon

cristalina descritos anteriormente.

El presente estudio proporciona un material alternativo para la

remineralizacion de la dentina utilizando compuestos ecolégicos, biodegradables, no
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toxicos y naturales obtenidos del té blanco para la precipitacion de AgNPs. La
aplicacion de estas TB_AgNPs impide la formaciéon de capas negras de cloruro de
plata en la superficie de la dentina, evitando asi el efecto antiestético de los productos
dentales que contienen nitrato de plata (por ejemplo, fluoruro diamino de plata)
[172,189,190]. Estudios detallados para la evaluacién de la integracion e interacciéon de
las TB_AgNPs con otros materiales se plantean necesarios con objeto de determinar
su uso habitual en la préactica odontolégica. Por ultimo, estas TB_AgNPs y su
funcionalizacién podrian utilizarse no sélo en odontologia, sino también en diferentes

campos de la biomedicina o como componente de diferentes tipos de medicamentos.

5.5 Conclusiones

La sintesis verde de AgNPs mediada por extractos de plantas ha surgido como
una estrategia prometedora debido a su simplicidad, seguridad, bajo coste, rdpida
reaccion y eficiencia. Las AgNPs obtenidas utilizando té blanco y funcionalizadas con
chitosan y NaF produjeron nanoparticulas esféricas con un tamafio de cristal medio
de ~20 nm y diferentes grados de agregacion. La aplicacion de las TB_AgNPs sobre
dentina desmineralizada produjo un aumento del grado de mineralizacién y un
incremento del tamafio cristalino. La respuesta mecanica de la dentina con la
aplicacion de TB_AgNPs aumenté con respecto a los grupos sanos y

desmineralizados.
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Conclusiones
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Conclusiones

1.

La aplicacion de los productos comerciales de SDF empleados en esta
investigaciéon produjo la formacién de diferentes fases cristalinas de sales de
plata asi como diversos efectos fisico-quimicos en la dentina desmineralizada.
La relacién mineral:matriz orgénica y el tamafio de cristalito de los cristales de
apatito de la dentina desmineralizada increment¢ significativamente en todos
los grupos experimentales. Por otra parte, la aplicacién del SDF gener6 un
efecto negativo sobre la fuerza adhesiva (evaluada mediante ensayos de
microtension) de los sistemas adhesivos de grabado-lavado y autograbado. La
restauracion inmediata de cavidades tratadas con agentes de SDF no es

recomendable.

El fluoruro diamino de plata y el fluoruro sédico mantienen su capacidad
remineralizadora en la superficie de la dentina bajo ataque 4cido (i.e. ciclaje de
pH). En estas condiciones, estos materiales son capaces de precipitar diferentes
sales cristalinas, cuya formacién se asocia a un aumento del contenido
mineral/orgénico de la dentina. Estos efectos produjeron una mejora de las
propiedades mecanicas (respuesta a resistencia a la flexion) de la dentina

desmineralizada.

La sintesis de AgNPs mediante quimica verde mediada por extractos de planta
(en particular, Camellia sinensis) y funcionalizadas con chitosan y NaF produjo
nanoparticulas con morfologia esférica con un tamafo de cristal medio de ~20

nm y diferentes grados de agregacion en funcién del proceso de sintesis.

La aplicacion de las TB_AgNPs sintetizadas sobre dentina desmineralizada
resulté en un aumento del grado de mineralizacion e incremento del tamafio
de cristalito del apatito. La respuesta mecéanica (resistencia a la flexién) de la
dentina tras la aplicacion de TB_AgNPs aument6 significativamente con

respecto a los grupos sanos y desmineralizados.
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Conclusions

1.

The application of the commercial SDF products used in this investigation
resulted in the formation of different crystalline phases of silver salts as well as
various physicochemical effects in the demineralized dentine. The
mineral:organic matrix ratio and the crystallite size of the apatite crystals in the
demineralized dentine increased significantly in all experimental groups. On
the other hand, the application of SDF negatively affected the adhesive bond
strength (assessed by microtensile tests) of etchant and self-etch adhesive
systems. Immediate restoration of cavities treated with SDF agents is not

recommended.

Silver diamine fluoride and sodium fluoride maintain their remineralizing
capacity on the dentine surface under acid attack (i.e., pH cycling). In these
conditions, the materials can precipitate different crystalline salts, the
formation of which is associated with an increase in the mineral/organic
content of the dentine. These effects improved the demineralized dentine

mechanical properties (flexural strength response).

The synthesis of AgNPs employing green chemistry mediated by plant extracts
(in particular, Camellia sinensis) and functionalized with chitosan and NaF
produced nanoparticles with spherical morphology with an average crystal
size of ~20 nm and different degrees of aggregation depending on the synthesis

process.

. The application of the synthesized TB_AgNPs on demineralized dentin

resulted in an increase in the degree of mineralization and the apatite crystallite
size. The mechanical performance (flexural strength) of dentine after applying
TB_AgNPs was significantly increased compared to the sound and

demineralized groups.
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