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Title: Electronic Microscopy and Synchrotron Radiation Applied to the Study
of Materials and Processes for Advanced Dental Care and Aesthetics.

The health of our teeth and mouth are linked to overall health and well-being in a number of
ways. The ability to process our food for obtaining the nutrients, maintaining high self-esteem
and a good speech are some of important reasons to preserve a good oral care and healthy
teeth. Dental diseases impose both financial and social burdens as treatment is costly and
require time. All these causes make oral care to reach a very high interest in both scientific and
social communities. From the scientific side, oral health is a multidisciplinary field where
scientifics from different areas are interested and contribute in the development of new
knowledge and novel goals. In the present work, the studies are developed from Analytical
Chemistry area and are focused to three main targets: teeth remineralisation process, dental
aesthetics represented by teeth whitening and prevention of dental calculus.

The most common oral diseases are dental caries, 60-90% children and nearly 100% of
adults suffer this illness, often leading to pain, discomfort and occasionally the loss of tooth.
Dental caries is an infection, usually bacterial in the origin, that causes demineralization of the
hard tissues (enamel, dentin and cementum) and the destruction of the organic matter of dental
tissues due to the production of acid by hydrolysis of the food that remains accumulated on the
teeth surface. Hydroxyapatite, as the main component of tooth enamel, undergoes a continuous
cyclic demineralization and remineralization process. Protective factors which include salivary
calcium, phosphate and proteins, salivary flow and fluoride in saliva can balance, prevent or
reverse dental caries. Fluoride administration is one of the main caries prevention agents.
Fluoride works primarily via topical mechanisms which include (1) inhibition of demineralization
at the crystal surfaces of the tooth, (2) enhancement of remineralization at the crystal surfaces
(the resulting remineralized layer is very resistant to acid attack), and (3) inhibition of bacterial
enzymes. The formation of a layer of fluoroapatite in the external enamel is one important goal
of the present studies, thus providing higher mechanical strength and acid resistance against
the caries process.

Most of the fluoride release systems developed up to now are inefficient for that purpose,
since the release mechanism is not appropriate to generate fluoroapatite and only phosphate
calcium species are obtained.

In this first part of the work, two ion-exchange systems have been studied, macro and
nanoparticles, loaded with fluoride and the other remineralizating ions. The macrosystem
consist in a mixture of weak acid and weak base ion exchange resins. Resins are loaded with
calcium, fluoride and phosphate in the same molar ratio as they are found in fluorapatite. This
product has been developed by our group several years ago under the name of NMTD and is
being tested to the application in commercial products. The second system is based on the
appropriate derivatization of silica nanoparticles. Nowadays, nanosystems are being developed
because of their technological advantages in several fields including drug carriers due to the

high stability, high carrier capacity and feasibility of variable routes of administration and non-



toxicity matrix. The nanoparticles can be modified in order to control the ion release for its
application on teeth treatments. The present study is one of the primary steps towards the
development and design of advanced bionanomaterial for future application in restorative
dentistry. For this purpose, several conditions were tested in order to obtain the highest loading
of target ions in the particular nanoparticles system. In addition, it is known the importance of
specific proteins in the formation process of dental tissues, in particular, the structure of dental
enamel. In this work, the results obtained in presence of amelogenin are evaluated when each
of the two remineralization systems under study are applied in the mineralization process.

A wide number of methods based on different techniques have been proposed to evaluate
the teeth mineral content and the results from fluoridation processes. These techniques can
estimate the mineral content but can not reveal the spatial position and/or chemical speciation
in dental tissues. In the present work Raman scattering and Infrared microspectroscopy have
demonstrated the ability to determine the presence and spatial distribution of chemical species
present in dental materials by obtaining high quality spectra at high spatial resolution.
Additionally, scanning electro microscope technique allowed a better assessment of the apatites
created in the tooth surface and has enabled the observation of the enamel surface of both
reference and treated samples before and after the treatments.

Concerning the results, Raman and synchrotron IR microscopy techniques reveal
differences in morphology and composition between treated and reference samples.
Characteristic Raman and IR shift for fluorapatite material are observed in the external layer of
treated samples. On the contrary, both the dentin, internal and intermediate enamel layers
presents strong similarities with the hydroxyapatite reference spectra. The observation of
surface thoughts scanning microscope show the importance of proteins (amelogenin in this
study) during the remineralization process. The surface of samples treated in presence of
amelogenin present organized calcium phosphate crystals attributed to the control role of the
protein on the crystallization and enamel formation.

The second part of the present work consists on a modification of a commercial dental
whitener product to enhance the bleaching results. The application of a Fenton-like reaction in
the process of bleaching provided a powerful source of hydroxyl radicals obtaining faster
results. The problem of staining emergence caused by iron ions from Fenton reaction is solved
using a zeolite system which fix the cations in its matrix. The main purpose is to study the
catalytic effect when a commercial whitening material is applied in presence of both oxidation
states Fe (ll) and Fe (lll). The results show an increase in the whitening speed with the amount
of added Fe (lll). In the case of Fe (Il), the need to add a relatively high resin quantity produces
a decrease of the whitening results. This fact is indicative of a possible kidnapping effect of free
radicals as hydroxyl radical by zeolite material, causing a decrease of the whitening speed.

Finally, the study of a novel antitartar system based on the in-vitro inhibition of oxalate
calculi formation was realized. The system exploits the synergism effects between phytate and
pyrophosphate as crystallization inhibitors. The binary mixture produces an inhibition effect in

calculi crystallization in synthetic saliva, increasing the inhibition when the amount of inhibitor



increases. Its harmless characteristics to possible enamel damage have also been tested,
observing that the enamel hardness is preserved for low inhibitors concentrations. The tested
antitartar results are a primary step to the use of this agent in toothpaste formulation or in other

dental products.
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Con la finalidad de situar los temas desarrollados en la tesis que se presenta, a
continuacion se detalla tanto la informacion general relacionada con los estudios realizados
como aquellos aspectos mas especificos que recogen tanto los fundamentos como la
informacion actualizada de los estudios referidos.

Los estudios realizados que recoge la presente memoria, tienen como objetivo profundizar
en el conocimiento de los tejidos dentales y contribuir a la mejora de los posibles tratamientos
dentales. Por ello, se incluyen estudios de mejora de materiales dentales para prevenir la
formacioén de caries, disminuir la formacién de calculos dentales y la mejora estética gracias al
blanqueamiento dental eficiente. Todo ello ha requerido la aplicacién de técnicas analiticas
tanto en el desarrollo y caracterizacion de los materiales dentales como en la determinacion de
los efectos producidos. En consecuencia, este capitulo dedica una mayor atencion a los temas
dentales, incluyendo también los temas relacionados con el desarrollo de materiales dentales

basados fundamentalmente en intercambiadores idnicos.

1.1 TEJIDOS DENTALES

Los dientes son estructuras anatémicas duras enclavadas en los huesos maxilares. Su
principal funcién se desarrolla en el proceso de digestion donde participan en las actividades de
la digestion mecanica. Participan en la comunicacion oral actuando como caja de resonancia
que permite articular los sonidos, ademas de tener una gran importancia en el terreno estético.
Todo ello causa que la sociedad actual tenga plena conciencia de la necesidad de una buena
salud dental ['l. El mercado se encarga de cubrir estas necesidades invirtiendo gran capital en

el desarrollo de nuevos productos dentales segun las necesidades de los consumidores [21,

1.1.1 Estructura de los dientes

Los dientes constan fundamentalmente de dos partes: corona y raiz. La corona es la parte
visible que se encuentra recubierta por el esmalte, mientras que la raiz se encuentra recubierta
por el cemento dental insertada en una cavidad 6sea llamada alveolo sujeta al hueso maxilar.
En la Figura 1.1.1 se observa el corte transversal que permite observar las partes antes
mencionadas. Bajo el esmalte se observa la dentina y en el centro la pulpa que contiene vasos

sanguineos y nervios.

8 Beazoglou T, Browns LJ, Heffley D. Dental Care utilization over time. Soc Sci Med. 1993, 37 (12): 1461-1472.
@ Gitt HC, Reisine ST, Larach DC, The social impact of dental problems and visits. Am J Public Health. 1992, 82 (12):
1663-1668.
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El esmalte es la capa externa y dura que cubre la corona. Esta considerado como el tejido
mas duro del cuerpo ya que es capaz de soportar la presion de la masticacion, sin embargo,
también es muy fragil y puede fracturarse con mucha facilidad. Esta compuesto principalmente
por material inorganico (96% en peso) mas una pequefia concentracion de moléculas
organicas (1%) y agua (3%) Bl El mineral que la forma es principalmente cristales de
hidroxiapatita célcica (Ca1o(PO4)s(OH)2) cuidadosamente empaquetados que proveen una
apariencia similar al cristal siendo traslicidos (Figura 1.1.2a). En realidad, el material bioloégico
se encuentra formado por hidroxiapatita deficiente en calcio y con algunas impurezas,
principalmente de magnesio y carbonato. La matriz organica esta formada mayoritariamente
por glicoproteinas (amelogeninas y enamelinas).

La dentina es un tejido mas blando que el esmalte que forma la mayor parte del diente
dotandolo de mayor elasticidad, siendo responsable del color de éste. Contiene,
aproximadamente, un 70% en peso de mineral (principalmente hidroxiapatita), un 20% de
sustancias organicas (en su mayoria colageno) y un 10% de peso en agua IBl. La matriz sélida
de la dentina conecta mediante tubulos el limite pulpar con el esmalte o cemento segun la
region del diente. Estos tubulos dentinarios (Figura 1.1.2b) tienen un diametro entre 0,5y 2,5

pMm y se encuentran rellenos de liquido dentinario.

BT Wataha JC, Biocompatibility of dental materials. En: Craig RG, Powers JM, (ed). Restorative dental materials. St
Louis: Mosby, Inc. 2002: 125-162.



Figura 1.1.2 Micrografia electrénica de barrido de dos superficies del diente: a) esmalte
parcialmente grabado y b) dentina que presenta los tibulos abiertos por un tratamiento
acido.

La pulpa dentinaria, conocida popularmente como “nervio”, es el centro del diente en el
cual se alojan los vasos sanguineos, nervios y tejido conectivo. El torrente sanguineo
proporciona los nutrientes que ayudan a mantener la vitalidad del diente ademas de conservar
la presién del liquido dentinario.

Por ultimo encontramos el cemento, capa menos dura que la dentina que cubre la raiz

conteniendo las fibras que permiten la sujecion del diente dentro del hueso.

1.1.2 Proteinas en los fejidos dentales

Aunque se encuentran en bajas concentraciones las proteinas presentes en los tejidos
dentales juegan un importante rol. El colageno, la proteina mas abundante en la dentina (90%
de las proteinas dentales), tiene como principales funciones ofrecer la resistencia al
estiramiento y participar en la mineralizacion ©. En cambio en el esmalte se encuentran
proteinas especificas pertenecientes a las amelogeninas y enameloninas. La mas abundante
es la amelogenina, proteina hidrofébica la cual contribuye a la estructura primaria responsable
de la organizacion del esmalte durante el desarrollo dental. Regula la iniciacion y el crecimiento

de los cristales de hidroxiapatita durante la etapa de mineralizacion Il

4 Abrahao IJ, Martins MD, Katayama E, et.al. Collagen Analysis in Human Tooth Germ Papillae. Braz Dent J. 2006,
17(3): 208-212.

5] Moradia-Oldak J. Amelogenins: assembly, processing and control of crystal morphology. Matrix Biology. 2001, 20:
293-305.

5] Tarasevicha BJ, Howarda CJ, Larsona JL, et. al. The nucleation and growth of calcium phosphate by amelogenin. J
Crystal Growth. 2007, 304: 407-415.



1.2 CARIES DENTAL

Las caries dentales son una de las infecciones bacterianas mas comunes entre la
poblacion desde todos los tiempos [7I. El término caries dental se utiliza para describir el
resultado de una disolucidon quimica localizada de la superficie dental causada por una
secuencia de sucesos metabdlicos que ocurren en el biofilm (placa dental) de la zona afectada
[8l. La lesion puede manifestar una gran variedad de sintomas y desarrollarse en cualquier parte
de la estructura dental donde la placa se acumule. Es una enfermedad definida como
multifactorial ya que los factores principales son, las bacterias de la placa, los hidratos de

carbono de la dieta y el tiempo que estos dos factores coexisten en el medio oral.

1.2.1 Formacion de la caries

Para que el proceso conocido como caries tenga lugar, se deben dar una serie de
condiciones que propicien la indicada disolucion del esmalte. El inicio del proceso lo propician
las bacterias presentes en la cavidad oral: strepfococus mutans y los lactobacilos. Las cuales
en contacto con los hidratos de carbono producen acido lactico causante de una disminucion
del pH. Segun la reaccién 1 se origina una disolucion de la hidroxiapatita externa, proceso que

recibe el nombre de desmineralizacion, ya que provoca la perdida del mineral dental.

Ca1o(PO4)s(OH)2 + 8 H* - 10 Ca?* + 6HPO42 + 2 H20 (Ec. 1)

Esta destruccion puntual del esmalte exterior se ve compensada por la accion de la saliva,
que se encuentra saturada en iones (Na*, Mg?*, CI, K+, Caz*, PO4%) juntamente con agentes
tamponadores (principalmente bicarbonatos) que mantienen el pH entre 6 y 7.5 [°l. La saliva
produce el efecto favorecedor contrario que se conoce como remineralizacion. De esta manera
la superficie dental se encuentra en un proceso dinamico de remineralizacion-
desmineralizacion donde el mineral se va disolviendo y recristalizando de forma ciclica y

continuada. La interrupcion de este proceso equilibrado produce la aparicion de caries.

" Selwitz RH, Ismail Al, Pitts NB. Dental Caries. Lancet. 2007, 369 (9555): 51-59.

(6] Fejerskov O, Kidd E, Nyvad B, et. al. Defining the disease: an introduction (Part 1). En: Fejerskov O, Kidd E (ed).
Oxford: Blackwell Munksgaard, 2008.

BT Bardow A, Lagerlof F, Nauntofte B, et. Al. The role of saliva (Part lll). En: Fejerskov O, Kidd E (ed). Oxford: Blackwell
Munksgaard, 2008.



Figura 1.2.1 Etapas de la formacién de caries: a) diente sano; b) ataque del esmalte; ¢)
ataque a la denting; d) propagacién por la pulpa; e) infeccién del diente.

En la Figura 1.2.1 se observan las diferentes etapas de las que consta el proceso de
formacioén de caries. En las primeras etapas, la produccidon de acido lactico por parte de las
bacterias resulta en un descenso del pH bucal ademas de una complejacion con los iones de
calcio producidos por la disoluciéon del esmalte ['0. En estas primeras etapas es posible una
remineralizacién, pero si las condiciones de desmineralizacion se prolongan en el tiempo, se
forman cavidades donde los lactobacilos, que pueden actuar en condiciones anaerdébicas,
progresan y generan mas acido (Fig 1.2.1b). Durante esta etapa la caries es indolora ya que el
esmalte no tiene terminaciones nerviosas, en cambio, la perforaciéon de la dentina (Fig 1.2.1¢)
provoca cierta sensibilidad a estimulos térmicos (frio/calor) y a la ingesta de azucares. Si la
enfermedad no se trata, la cavidad puede llegar hasta la pulpa donde se produce una
inflamacion que provoca un dolor mas agudo. En el caso de seguir evolucionando, se causara
la necrosis de la pulpa (Fig 1.2.1e) inflamando los tejidos circundantes llegando incluso a
provocar una infeccion que puede extenderse al resto del organismo a través de los vasos

sanguineos.

1.2.2 Tratamiento de las caries

Las enfermedades bucodentales han afectado a la humanidad a lo largo de la historia,
especialmente dolores tan comunes como los causados por caries profundas. Técnicas
curativas y rehabilitadoras han sido practicadas por muchos médicos a lo largo de la historia, el
registro mas antiguo data de 1250 aC cuando se realizaban las primeras extracciones dentales
11, Pero no fue hasta el siglo XIX cuando se empez6 a elucidar la “teoria quimica de las caries”

segun la produccion de acido ['2 en contraste con la existente “teoria inflamatoria de la caries

[10] Hannig C, Hamkens A, Becker K, et. al. Erosive effects of different acids on bovine enamel: release of calcium and

phosphate in vitro. Arch Oral Biol. 2005, 50 (6): 541-552.

(1 Coppa A, Bondioli L, Cucina A, et al. Palaeontology: Early Neolithic tradition of dentistry. Mafure. 2006, 440: 755-
756.

(2] Black GV. A work on operative dentistry. Pathology of the dental hard tissues of the teeth. Chicago: Medico-Dental
Publishing Co, 1914.



dental” la cual explicaba que la caries era resultado de la inflamacién de la dentina ['3. A
principio del siglo XX, la teoria quimica gand credibilidad respecto a la inflamatoria de manera
que los tratamientos se focalizaron en combatir sus causas y evitar las pérdidas de las piezas
dentales afectadas por caries.

El tratamiento de la caries depende del estado en que se encuentra la lesiéon en el
momento de la diagnosis. En caries incipientes que afectan parcialmente la superficie del
esmalte no es necesaria una actuacion del especialista ya que es posible su recuperacion
utilizando agentes remineralizantes y mejorando la higiene oral. Cuando afectan esmalte y
dentina sin afectacion de la pulpa del diente, la obturacion o empaste mediante resinas
compuestas o composites es la técnica mas apropiada. Cuando la infeccién llega a tejidos
profundos afectando a la pulpa, el tratamiento consistira en la endodoncia o eliminacién del

tejido vasculo-nervioso del diente (matar el nervio) y sustitucion por un material bacteriostatico
1141,

1.2.3 Prevencion de las caries

La lucha contra la caries ha evolucionado juntamente con el conocimiento de la
enfermedad. De manera que al principio el Unico tratamiento posible era la extraccion de la
pieza dental, posteriormente la salvacién del diente afectado, incluyendo la endodoncia, y
actualmente se intenta establecer la tendencia de prevenir la enfermedad [’l. Existen tres
pilares fundamentales en los que se basa la prevencion de la caries:

- Proteccion del diente.

- Reduccion de la presencia de sustrato (restos de alimentos) para las bacterias.

- Eliminacion de la placa bacteriana por medios fisicos o quimicos.

Los cuales a la practica se traducen en:

- Aplicacion de fluor principalmente en pastas de dientes.

- Control de la dieta (reduccién de azucares).

- Mejora de la higiene oral.

El papel del fluoruro en la prevencién de la caries representa una de las mayores mejoras
en la historia de la salud oral. Es por ello que es el agente remineralizante mas utilizado gracias
a su capacidad de reaccionar con la hidroxiapatita formando fluorapatita (Ca10(PQO4)eF2) 0
fluorohidroxiapatita (Ca10(PO4)sF(OH)) si la substitucion no es completa segun la siguiente
reaccion:

Ca10(PO4)s(OH)2 + 2 F- > Ca1o(POa)eF2 + 2 OH- (Ec. 2)

La fluorapatita (kps ~ 10-%%) es mas insoluble que la hidroxiapatita (kps ~ 10-40), de manera

que al producirse la sustitucion, el esmalte resulta mas insoluble y resistente al ataque acido

(3] Hunter J. A practical treatise on the disease of the teeth: explaining their structure, use, formation, growth and

disease. London: Johnson Inc, 1771.
(4 Kidd EAM, Bjgrndal L, Beighton D, et. al. Caries removal and the pulpo-dentinal complex (Part V). En: Fejerskov O,

Kidd E (ed). Oxford: Blackwell Munksgaard, 2008.



1131, y por tanto mas resistente a las caries ['¢l. Adicionalmente, el fluoruro que queda libre puede
tener comportamiento bactericida sobretodo a pH acidos debido a la formacion de acido
fluorhidrico 71,

Desde principios del siglo XX se conoce la acumulacion de fluoruro en los tejidos
calcificados del ser humano siendo en 1904 cuando se inicia en Europa la investigacion
cientifica sobre los efectos anticaries de los fluoruros ['8l. Gracias a los resultados positivos
obtenidos se decidié actuar a nivel global afiadiendo concentraciones de 1ppm de fluoruro en el
agua publica de ciertos paises observando una prevencion de la caries dental del 50%
aproximadamente [191i201. Pero el fluor, como toda sustancia utilizada con fines terapéuticos,
tiene efectos delimitados por la dosificacion y la posologia con que es administrado. Cuando el
flior se utiliza en dosis superiores a las recomendadas, se produce un dafio cuyas
consecuencias dependeran de la intensidad y la frecuencia con que se ha producido la
dosificacion 211, Esta enfermedad es conocida como fluorosis, intoxicacion cronica que afecta
principalmente la dentadura, los tejidos 6seos y secundariamente el sistema nervioso [22l. En
concreto el efecto de una ingesta alta de fluor en los tejidos dentales provoca una
hipomineralizacion donde el esmalte presenta un aumento de la porosidad en la superficie del
diente que le supone un aumento de la fragilidad ademas de un color opaco [23],

En el grado de resistencia de la hidroxiapatita o fluorapatita a las caries influye
considerablemente la forma cristalina del material. Un gran nimero de estudios /in vifro se han
llevado a cabo para elucidar los posibles roles de la proteina en el desarrollo dental. Dichos
estudios han demostrado que la concentracién de la proteina afecta en la nucleacion,

crecimiento, regulacion del tamafo y medida, y control de la agregacion cristal-cristal [241251126],

[15] Moreno EC, Kresak M, Zahradnik RT. Physicochemical aspects of fluoride-apatite systems relevant to the study of

dental caries. Caries Res. 1977, 11 (1):142-171.
[16] Cate JM. Review on fluoride, with special emphasis on calcium fluoride mechanisms in caries prevention. Eur J Oral
Sci. 1997, 105 (5): 461-465.

7] Mclntyre JW. Capitulo 3: Tratamiento y control de la caries, Mount GJ, Hume WR (ed). Conservacion y restauracion
de la estructura dental. Madrid: Harcourt Brace, 1999: 19-27.

(8] Eorrai J. The beginnings of dental caries and its treatments. Rev Clin Pesq Odonfol. 2009, 5 (2): 187-192.

Thuy TT, Nakagaki H, Ha NT, et. al. Fluoride profiles in premolars after different durations of water fluoridation in Ho
Chi Minh City, Vietnam, Arch Oral Biol. 2003, 48 (5): 369-376.

[20] Ingram GS, Agalamanyi EA, Higham SM. Caries and fluoride processes. J Dent. 2005, 33 (3): 187-191.

Ellwood R, Fejerskov O, Cury JA, et. al. Fluorides in caries control (Part IV). En: Fejerskov O, Kidd E (ed).Oxford:

Blackwell Munksgaard,2008.
[22]

[19]

[21]

Rivera SV, Godorecci SB, Borgel LA, et. al. Fluor: potenciales efectos adversos. Rev Chil Pediatr. 1993, 64 (4);

278-283.

23] Secretaria de Salud, Subdireccién de Salud Bucal. Manual para el uso de fluoruros dentales en la Republica

Mexicana, DF México: 2006.

[24] Moradian-Oldak J. Amelogenins: assembly, processing and control of crystal morphology. Matrix Biology, 2001, 20:

293-305.
[25] Tarasevich BJ, Howard CJ, Larson JL, et al. The nucleation and growth of calcium phosphate by amelogenin. J/

Crystal Growth. 2007, 304: 407-415.



El principal constituyente de la matriz proteica del esmalte es la amelogenina, proteina
hidrofobica, que representa el 90% del total proteico 271. Como se puede observar en la figura
1.2.2, la amelogenina se agrupa en nanoesferas de 15-20 nm alineadas alrededor de los
cristales de hidroxiapatita direccionando el crecimiento cristalino [28. La coexistencia de
amelogenina y fluoruros resulta crucial en la organizacibn rod-lke de la
hidroxiapatita/fluorapatita formada, siendo uno de los primeros pasos en el desarrollo y disefio
de nuevos biomateriales para futuras aplicaciones en odontologia restauradora [29130131132], | g
gran mayoria de los estudios de remineralizacion dental publicados determinan como resultado
del proceso la formacion de fosfatos de calcio. Estos compuestos no presentan las mismas
caracteristicas que el material principal del diente (hidroxiapatita). Es por ello que el desarrollo
de un sistema de liberacién controlada de los principales iones produce las condiciones de
velocidad y concentracion necesarias para favorecer la formacién de hidroxiapatita por delante

de los fosfatos de calcio.
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Figura 1.2.2 Proceso de remineralizacién dental: a) en ausencia de proteina, b) en
presencia de amelogenina ¢,

[26] Wang L, Guan X, Du C,et. al. Amelogenin Promotes the Formation of Elongated Apatite Microstructures in a

Controlled Crystallization System, J Phys Chem. 2007, 111: 6398-6404.
27 Fincham AG, Moradian-Oldak J, Simmer JP. The Structural Biology of the Developing Dental Enamel Matrix. J
Struct Biol, 1999, 126: 270-299.

(28] Zhu D, Paine ML, Luo W, et. al. Altering Biomineralization by Protein Design, J Biol Chem. 2006, 281 (30): 21173-
21182.

9 Fincham AG, Moradian-Oldak J, Diekwisch TG, et al. Evidence for amelogenin “nanospheres” as functional
components of secretory-stage enamel matrix, J Struct Biol. 1995, 115: 50-59.

[30] Fan Y, Sun Z, Moradian-Oldak J. Controlled remineralization of enamel in the presence of amelogenin and fluoride.
Biomaterials. 2009, 30: 478-483.

(31 Habelitz S, Kullar A, Marshall SJ, et al. Amelogenin-guided Crystal Growth on Fluoroapatite Glass-ceramics. J Dent
Res. 2004, 83: 698-702.

B2 Tarasevich BJ, Lea S, Bernt W, Engelhard M, Shaw WJ. Adsorption of Amelogenin onto Self-Assembled and

Fluoroapatite Surfaces. J Phys Chem B. 2009, 113: 1833-1842.



El efecto positivo del fluoruro contra los procesos de caries ha sido ampliamente estudiado.
En cambio, la determinacion directa de la fluorapatita formada sobre el esmalte es complicada
dado que no hay técnicas que permitan medidas directas. Gran parte de los estudios se basan
en métodos relacionados con la medida de la cantidad de mineral: nanodureza,
microradiografia, espectrometria de dispersion de energia (EDS), imagen de electrones
dispersados (BSE) o fluorescencia [331341351361137], De manera que esta falta de técnicas provoca
que los resultados obtenidos /nvifro no siempre tengan buena correlacion con los resultados
clinicos. En el presente estudio se presentan nuevas metodologias analiticas que solventen las
limitaciones que presentan las técnicas anteriores permitiendo obtener informacion sobre la

formacion de fluorapatita en materiales dentales.

[33] Lipper F, Parker DM, Jandt KD. In vitro demineralisation/remineralisation cycles at human tooth enamel surfaces

investigates by AFM and nanoindentation. J Colloid Interface Sci. 2004, 280 (2): 442-448.

(34 Kielbassa AM, Wrbas KT, Schulte-Monting J, et. al. Correlation of transversal microradiography and microhardness

on in situ-induced remineralization in irradiated and nonirradiated human dental enamel. Arch Oral Biol. 1999, 44 (3):

243-251.

[36] Ten Cate JM, Nyvad B, Van de Plassche-Simons YM, et. al. A quantitative analisis of mineral loss and shrinkage of

in Vitro demineralizad human root surfaces. J Dent Res. 1991, 70 (10): 1371-1374.

[s6] Angker L, Nockolds C, Swain MV, et. al. Quantitative analisis of the mineral content of sound and carious primary

dentin using BSE Imaging, Arch Oral Biol. 2004, 49 (2): 99-107.
7] Pretty IA, Smith PW, Edgar WM, et. al. Detection of in vitro remineralization adjacent to restorations using

quantitative light induced fluorescente (QLF), Dent Mater, 2003, 19 (5): 368-374.



1.3 ESTETICA DENTAL Y PROCESOS DE BLANQUEO

A lo largo de la historia de la humanidad, el ser humano se ha preocupado por obtener una
apariencia fisica agradable, siendo cada vez mas importante lograr una sonrisa bonita [38li39, E|
color de los dientes juega un importante papel, es por ello que los productos comerciales y el
proceso de blanqueamiento dental tienen un gran impacto social.

La apariencia de los dientes depende de muchos factores, principalmente se ve
influenciada por dos variables: el color intrinseco y la presencia de manchas formadas en su
superficie. El color intrinseco viene definido por el color de la dentina y la propiedad del esmalte
de ser translicido. Se puede ver oscurecido con la edad y otros fendmenos que pueden
cambiar la estructura, composicion y grosor de los tejidos dentales 4. Enfermedades
metabolicas o congénitas, tratamientos con tetraciclina, fluorosis, hemorragias o traumatismos
pueden afectar a estos cambios de color. Las manchas extrinsecas se forman en las partes del
diente que son menos accesibles al cepillado, el origen de estas manchas puede ser metalico
(cobre, hierro o estano) o no metalico. El consumo de tabaco y alimentos ricos en taninos (vino
negro, te, café) provocan las no metalicas “0. Los dientes afectados por coloraciones de
tonalidades amarillas uniformes y leves suponen los dientes que requieren un tratamiento mas
leve con mejores resultados “11.

Los tratamientos de blanqueo dental no son nuevos, el primer estudio relacionado data de
1877 1421 pero no fue hasta las décadas de 1970-80 cuando se realizaron muchas practicas de
blanqueamiento sobre dientes vitales y no vitales usando altas concentraciones de perdxido de
hidrogeno, en combinacion con luz de alta intensidad o bajo calor. Los compuestos que
producen color son tipicamente compuestos organicos que poseen doble enlaces conjugados
con herteroatomos. La decoloracion de estos compuestos se produce destruyendo los dobles
enlaces u oxidando un grupo funcional de la cadena conjugada 431,

Existen estrategias de blanqueamiento basadas en agentes no oxidantes. Algunas
consisten en agentes complejantes que interacciona de manera temporal o permanentemente
con la molécula que provoca la mancha para reducir la coloracion. Algunos ejemplos de
agentes complejantes son la etilendiamina, el acido etilendiaminotetraacético (EDTA) y
clorhidrato de betaina, que poseen grupos complejantes [44. Otro ejemplo es la papaina,

encima protedlica proveniente de la fruta tropical papaya, que no daha el esmalte y ademas de

(3] Beall AE. Can a new smile make you look more intelligent and successful?. Den Clin N Am. 2007, 51: 289-297.

Van Der Gelda P, Oosterveldb P, Van Henckc G, et. al. Smile Attractiveness. Angle Orthod. 2007, 77 (5): 759-765.
Watts A, Addy M. Tooth discolouration and staining: a review of the literature. J Dent. 2006, 34 (7): 412-419.

Albers HF. Odontologia estética. Seccion y colocacion de materiales, Madrid: Labor, Inc, 1988: 166-167.

[39]
[40]
[41]

[42] Fasanaro TS. Bleaching teeth: history, chemicals and methods used for common tooth discoloration. J Esthet Dent,
1992, 4(3): 71-78.

[43] Gokay O, Tuncbilek M, Ertan R. Penetration of the pulp chamber by carbamida peroxide bleaching agents on teeth
restored with a composite resin. J Oral Rehabil. 2000, 27 (5): 428-431.

44 Miller RG, Karolchyk JS, inventores. Oral composition having improved tooth whitening effect. EP 0 545 594 B1.



blanquear presenta propiedades antibacterianas y antiinflamatorias “4145146].  Actualmente,
ninguna de las alternativas al perdxido que se encuentran en desarrollo permite obtener
resultados comparables al peroxido de hidrogeno. Es por ello que muchas investigaciones,
incluyendo la presente, tienen como objetivo mejorar el proceso con H20x:.

Las estrategias basadas en un agente oxidante son las mas empleadas actualmente
debido a que permiten obtener los mejores resultados. Uno de los agentes mas empleado es
el perdéxido de hidrogeno, aun asi existen otros compuestos como el peréxido de carbamida
que son mas estables al proceso redox ya que ha de sufrir una disociacion previa en contacto
con solucion acuosa, que libere el peroxido de hidrogeno (Ec. 3), que finalmente actuara como
agente blanqueante. Generalmente el medio de aplicacion es un gel viscoso que contiene un
polimero llamado carbopol (carboxipolimetileno) que permite un contacto prolongado y una

liberacion lenta del peroxido de hidrogeno.

CO(NHz2)2 - H202 > CO(NH2)2 + H202 (Ec. 3)

El efecto blanqueador obtenido es considerable pero la técnica muestra algunas
desventajas, ya que durante el proceso, la irritacion gingival y pulpar es frecuente debido a la
exposicion a altas concentraciones de perdxido. Es agresivo con la matriz del esmalte ya que
puede provocar una variacion en la composicion o estructura que produce efectos de
hipersensibilidad y durante las reacciones se pueden formar una serie de especies de oxigeno
indeseadas dependiendo de las condiciones de reaccién: temperatura, pH, luz o presencia de
metales de transicion. Es por ello que el desarrollo de los nuevos productos esta dirigido
principalmente en disminuir el tiempo de contacto y al mismo tiempo obtener resultados de
blanqueamiento eficiente. En nuestro caso, hemos abordado esta estrategia mediante la

aplicacion de procesos cataliticos basados en la reaccion de Fenton.

1.3.1 Calalisis heterogénea. Zeoljtas
Para acelerar el proceso de blanqueamiento se propone la aplicacién de los procesos
Fenton que proveen de radicales hidroxilos con un poder oxidante superior al H202 como

indican los potenciales de reduccion que se presentan en la tabla 1.3.1.

(4] Piva E, Ogiari FA, Ratto de Moraes R. Papain-based gel for biochemical caries removal:influence on microtensile

bond strength to dentin. Braz Oral Res. 2008, 22(4): 364-70.
[46] Gebreselassie P, Boghani N, inventores. Stable tooth whitening gum with reactive ingredients. USA Patent. 2006,

US 2006/0177383 A1.



Oxidante Reaccion de reduccion Es (V, 25C)

Radical hidroxilo *OH +H*+e > H20 2,80
Radical hidroxilo ‘OH+e > OH- 1,80
Peroxido de hidrégeno H202 + 2H* + 2e- > 2H20 1,77
Peroxido de hidrégeno H202> O3z + 2H* + 2e- -0,67
Radical hidroperoxilo HO2* + 3H* + 3e- > 2H20 1,65
Radical hidroperoxilo HO2e + H*+ e > H202 1,44

Tabla 1.3.1 Potenciales estandar en medio acuoso para especies presentes en la destruccién de
contaminantes orgdnicos °°,

Para el proceso Fenton normalmente se utilizan medios homogéneos que incluyen una
especie de hierro y peroxido de hidrogeno, siguiendo como reaccion general la siguiente

partiendo del estado de oxidacion Il del hierro 511;

Fe2* + HO-OH — Fe3* + «OH + HO- ko=T76M-'s"  (Ec. 4)

En este trabajo también se aplica la reaccion tipo Fenton (Fenfon-like), que permite partir
des del ion Fe (Ill) de mayor estabilidad que Fe (ll). Produce una situacién mas lenta debido a
que la constante cinética es mas pequefia ya que debe pasar por mas pasos de reaccion. Las

etapas de las que consta el mecanismo del proceso Fenton-like son las siguientes 52

Fe3* + H202 - Fe-OOH2+ + H* (Ec. 5)
Fe-OOH2* - Fe2+ + HOp» (Ec. 6)
Fe2* + H02 - Fe¥ + OHe + OH- (Ec. 7)

De manera que el hierro se recupera obteniendo globalmente un proceso catalitico. Una
vez generado el radical hidroxilo este puede oxidar de manera no selectiva una amplia variedad
de moléculas organicas. Aun asi, estos sistemas presentan una serie de inconvenientes bien
conocidos. Uno de ellos es el estrecho rango de pH en el que pueden operar ya que a pH
inferiores a 2 el Fe (lll) puede formar compuestos hexaacuoferrosos y a medida que el pH
aumenta se puede formar oxohidroxocomplejos. La formacion de estos compuestos disminuye
la concentracion de hierro libre en la solucién bajando el rendimiento catalitico del proceso [%3.

Adicionalmente estudios anteriores han demostrados efectos adversos en su aplicacion en

BT Milazzo G, Caroli S, Sharma VK. Tables of Standard Electrode Potentials, Chichester: Wiley, Inc, 1978.

(51] Gozzo F. Radical and non-radical chemistry of the Fenton-like systems in the presence of organic substrates. J Mo/

Catal Chem. 2001, 171 (1-2): 1-22.

[52] Neyens E, Baeyer J. A review of classic Fenton’s peroxidation as an advanced oxidation technique. J Hazard Mater.

2003; 98: 33-55.
(53] Kuznetsova EV, Savinov EN, Vostrikova LA, et. al. Heterogeneous catalysisin the Fenton type system FeZSM-

5/H202. Appl Catal B-Environ. 2004, 51 (3): 165-170.



materiales dentales, tales como, incorporacion del hierro en el diente y creacion de nuevas
manchas afectando negativamente al proceso global 152. Es por ello que los estudios
presentados evallan los resultados de la utilizacion de sistemas zeoliticos en un blanqueante
dental comercial.

A partir de 1995 diversos estudios abrieron la posibilidad de utilizar sistemas zeoliticos para
poder fijar los metales de transicion que actuaran como catalizadores solventando problemas
1541551, Entendemos como zeolita un sistema de aluminosilicatos hidratados altamente cristalinos
que al deshidratarse desarrollan una estructura porosa con diametros de poro de 3 a 10 A. En
la figura 1.3.1 se puede observar la estructura formada por cavidades que pueden ocuparse
por iones o moléculas dependiendo del tamafo, confiriendo una gran capacidad de libertad de
movimiento que permite el intercambio idnico i la deshidratacidn reversible. De manera que las
mejoras que aportan estos sistemas son la inmovilizacién del catalizador, evitar su pérdida y

actuar como un soporte inerte que no interfiere en las reacciones.

Figura 1.3.1 Estructura de la zeolita tipo A.

[54] Pulgarin C, Peringer P, Albers P, et. al. Effect of Fe-ZSM-5 zeolite on the photochemical and biochemical

degradation of 4-nitrophenol. J Mo/ Catal A-Chem. 1995, 95 (1): 61-74.
[56] Mokhtar MM. Catalytic properties of Fe ion-exchanged mordenite toward the ethanol transformation: influence of the

methods of preparation. J Mol Catal A-Chem, 2003, 200: 301-313.



1.4 CALCULO DENTAL

Se denomina calculo dental, tartaro dental, calculo, piedra o sarro dental a la acumulacién
de sales de calcio y fésforo sobre la superficie dental. Se trata del resultado de la
mineralizacion de la placa bacteriana, esto corresponde al conjunto de microorganismos, saliva
y restos alimenticios que se van depositando sobre las piezas dentales 56 Los calculos se
pueden clasificar en dos categorias segun su posicion en el diente. Calculo supragingival es la
expresion usada para referirse al que se forma por encima del margen gingival, mientras que el
subgingival se refiere al que se forma por debajo de este 1571,

El sarro se compone de una parte organica y otra inorganica, donde predominan el calcio,
el fosforo y magnesio; en cantidades traza encontramos sodio, potasio y hasta plomo 58159, La
estructura cristalina de los calculos dentales sigue una serie de etapas durante su formacion en
la cavidad bucal. En las primeras fases aproximadamente la mitad de los cristales
corresponden a bruxita (Ca(HPO4)-2H20), en cambio, en etapas mas maduras (a partir de 6
meses) la forma cristalina mas abundante es hidroxiapatita (Ca1o(POa4)s(OH)2) (601,

Las estrategias empleadas para el control de la formacion de sarro son muy variadas, des
de la solubilizaciéon de la materia inorganica y organica, pasando por la interferencia en la
adhesioén del calculo, hasta evitar la formacion inicial de placa y la remineralizacion de ésta. Por
ello una gran cantidad de inhibidores han sido evaluados: sales de pirofosfatos, bifosfato y
sales de zinc. Aunque han sido aplicados muchos inhibidores, el mecanismo preciso de
actuacion no se conoce completamente y la mayoria actdan directamente en la prevencion
evitando la formacién de los cristales sin practicamente actuar en los ya formados 1561,

Los principios de la cristalizacion de los célculos dentales tienen muchas similitudes con los
de la formacién de calculos renales, es por ello, que muchos de los inhibidores utilizados en
urologia pueden ser aplicados en el ambito dental. El primer inhibidor biolégico reconocido que,
a muy bajas concentraciones, inhibe la precipitacion en orina de oxalato calcico fue el
pirofosfato (figura 1.4.1a)6"l. Recientemente, se ha demostrado que el fitato (figura 1.4.1b),
presente en la sangre, orina y fluidos intersticiales e intracelulares, presenta una capacidad

inhibidora extraordinaria, siendo su efecto mil veces mas importante que el del citrato 621,

(56 White DJ. Dental calculus: recent insights into occurrence, formation, prevention, removal and oral health effects of

supragingival and subgingival deposits. Eur J Oral Sci. 1997, 105: 508-522.
(571 Hazen SP. Supragingival dental calculus. Periodonto 2000. 1995, 8: 125-136.
Pérez CA, Sanchez HJ, Barrea RA, et. al. Microscopic X-ray fluorescence analysis of human dental calculus using

synchrotron radiation. J Anal At Spectrom. 2004, 19: 392-397.
[59]

[58]

Abraham J, Grenédn M, Sanchez HJ, et. al. Spectrochemical analisis of dental calculus by synchrotron radiation X-
ray fluorescente. Anal Chem. 2002, 74: 324-329.

501 Gibbons RJ, Van Houte DJ. On the formation of dental plaques, J Periodont 1973, 44 (6): 347-360.

Fleisch H, Bisaz S, Care AD. Effect of orthophosphate on urinary pyrophosphate excretion and the prevention of

urolithiasis. Lancet. 1964, 283 (7342): 1065-67.
[62]

[61]
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Figura 1.4.1 Estructura quimica de: (a) pirofosfato y (b) fitato.

El principio inhibidor del fitato y pirofosfato se basa en la inhibicidon de la cristalizacion
impidiendo o dificultando la formacién del determinado material cristalino al intervenir en una o
varias de las etapas implicadas en su formacion que puede pertenecer al proceso de
nucleacion del cristal o de crecimiento [63l. Este proceso tiene una alta especificidad ya que
depende de las interacciones del sustrato (inhibidor) con el sélido que se esta formando, tales
como la adsorcion/desercion en las superficies del calculo. En la figura 1.4.2 se observa las
etapas que se producen en el proceso de nucleaciéon y crecimiento de un cristal, y como la

actuacion del inhibidor frena el crecimiento.

< 7
Cristales :hx oo hd
iniciales \\\ L ™ Inhibidor Calculo

Figura 1.4.2 Proceso de nucleacion y crecimiento de un célculo. Efecto del inhibidor en el proceso 4.

53] Grases F, Costa-Bauza A, Conte A. Litiasis calcica: inhibidores de la cristalizacién. En: Lancina JA. Litogénesis

urinaria de origen metabdlico. Barcelona: J&C Ediciones médicas S.L., 2002: 59-84.
[64] Mufioz JA, Valiente M. Litiasis Renal Oxalocalcica. Avances en la compresién de su etiologia y mejoras en la

metodologia analitica para su estudio. Universitat Autdnoma de Barcelona, 2004: 24-28.



1.5 LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS

Los procesos anteriormente descritos implican el suministro de componentes especificos
para el tratamiento de las distintas afecciones bucales. El empleo de sistemas de transporte de
medicamentos con alta especificidad y actividad en el lugar de aplicacion deseado, sin efectos
téxicos, es un modelo ideal aplicable a los estudios que se recogen en la presente memoria 651,
Estos sistemas conocidos como sistemas de liberacién controlada de farmacos, presentan
claras ventajas respecto a los farmacos normales: disminucién de efectos negativos
secundarios, tiempo de actividad prolongado, proteccién a farmacos sensibles a ataques
enzimaticos o degradacion acida, entre otras [¢6l,

Existen diversos tipos de sistemas de liberacién controlada de farmacos que combinan
sustancias biolégicamente activas con materiales poliméricos. Las particulas poliméricas
biocompatibles empleadas en la administracion de medicamentos pueden ser de diversas
tipologias. En funcién de su tamafio, se pueden clasificar en microparticulas (de 1 a 250 pm) y
nanoparticulas (< 1um). Estas a su vez, pueden ser de dos tipos segiin como se encuentre
encapsulado el principio activo, bien cdpsulas que consisten en sistemas vesiculares en los
que el farmaco se encuentra confinado en una cavidad rodeado de una membrana polimérica
en la cual su liberacién se controla por la difusion a través de las paredes del material [67], bien
en esferas que son sistemas matrices en los que el farmaco se encuentra disperso en la
particula donde se produce una difusién a través de la matriz por su erosion quimica, biolégica
o combinacion de las dos [68],

Las combinaciones quimicas que se pueden dar en sistemas de liberacion controlada
definen la unién del agente activo con la matriz polimérica, estas pueden ser mediante enlaces
idnicos o covalentes y que se liberen por la acciéon de un medio que rompa los enlaces 6°170],
Para la preparacion de estos sistemas, se pueden emplear diversos procesos entre los que se
encuentran: la evaporacion del disolvente, separacion de la fase organica, polimerizacién en

emulsion o secado por spray [7172173],

5] Sgez V, Hernandez E, Angulo LS, et. al. Liberacién controlada de farmacos. Microparticulas. Rev /beroam
Polimeros. 2004, 5 (2): 88-101.

%] Mechanisms of Uptake and Targeting, Editor: Prokop A. Intracellular delivery, Tennessee: Springer Inc: 2011: 3-179.

171 Shah KP, Chafetz L. Use of sparingly soluble salts to prepare oral sustained release suspensions. /ntJ Pharm. 1994,

109 (3): 271-281.
(8] Maijid KG, Zhu J. Studies on drug release kinetics from ibuprofeno-carbomer hydrophilic matrix tablets: influence of
co-excipients on release rateo f the drug. J Control Release. 1999, 57 (2): 197-203.

[69] Scholsky KM, Fitch RM. Controlled release of pendant bioactive materials from acrylic polymer colloids. J Contro/
Release. 1986, 3 (4): 87-102.

(7] Plaizier-Vercammen JA. Investigation of the bioavailability of codeine from a cation ion-exchange sulfonic acid: 1.
Effect of parameters. /nt J Pharm. 1992, 85 (1-3): 45-50.

(7] Lo H, Ponticiello MS, Leong KW. Fabrication of controlled release biodegradable foams by phase separation, 7issue
Eng. 1995, 1(1): 15-28.

[72] Berkland C, Kyekyoon K, Pack DW. Fabrication of PLG microspheres with precisely controlled and monodisperse

size distributions, J Control Release. 2001, 73 (1): 59-74.



1.5. 1 Intercambio idnico

El intercambio idnico consiste en la permuta, generalmente reversible, entre los iones
labiles inmovilizados en una matriz sélida o liquida y los de una disolucién de electrolitos [74l. La
eficacia del proceso depende del equilibrio sélido-fluido y de la velocidad de transferencia de
materia implicada en este cambio. Los intercambiadores idnicos se suelen clasificar segun el
signo de la carga de los iones que se intercambian, lo que viene determinado por el grupo
funcional que posee el material intercambiador. Asi podemos distinguir entre: intercambiadores
anionicos, catidnicos, bifuncionales (combinan anidnicos y catidnicos) y quelatantes.

Los sdlidos utilizados suelen ser de tipo polimérico, siendo los mas habituales los basados
en resinas sintéticas. Son polielectrolitos insolubles que contienen lugares fijos cargados
positiva o negativamente neutralizados por iones de la carga contraria (contraiones) que
pueden intercambiarse. Estos procesos de intercambio idnico se utilizan en areas muy diversas
y en gran cantidad de procesos industriales, como el tratamiento de aguas [75], separaciones
analiticas 78], farmacia y medicina 7], etc.

Una de las caracteristicas importantes de los intercambiadores i6nicos en relaciéon con la
velocidad del proceso de intercambio es la superficie de contacto con la disolucion a
intercambiar. Es por ello que el tamafo de particula de estos intercambiadores actia como una
de las caracteristicas criticas y la cual cosa hace que adquiera un interés particular en nuestros
estudios. De manera que el tamano de particula influye en dos aspectos importantes: los
movimientos de conveccion del intercambiador y su reologia (palpabilidad). Es por ello que a
continuacion se describen algunos sistemas que especificamente inciden en estos aspectos.

En el caso de la remineralizacion dental, existen diferentes materiales y estrategias
disefiadas para la liberacion de sustancias que contribuyan a este proceso de intercambio
idnico, actuando directamente sobre el mineral o sobre las bacterias de la placa. Respecto este
tema, el Grup de Técniques de Separacié de la UAB ha desarrollado un material basado en
resinas de intercambio idnico (NMTD) que permite aportar simultaneamente los iones calcio,
fosfato y fluoruro [78l. La liberacién controlada de estos tres iones satura la solucion en
fluorapatita y favorece su formacién. En general, las formulaciones de productos dentales

evitan incorporar calcio y fluoruro a la vez, ya que se podria formar fluoruro de calcio que tiene

(73] Li ZZ, Wen LX, Shao L, et. al. Fabrication of porous hollow silica nanoparticles and their applications in drug release

control, J Control Release. 2004, 98 (2): 245-254.

[74] Dorfner K. Introduction to ion Exchange and ion exchangers. En: Dorfner K, (ed). lon exchangers. Berlin-New York:

Walter de Gruyter, 1991: 7-188.

(5] Shannon M, Bohn PW, Elemelech M, et. al. Science and technology for water purification in the coming decades,

Nature. 2008, 452: 301-310.

[76] Samuelson O. lon Exchange separation in analytical chemistry. Stockholm: Alquist & Wiksell, 1963.
["MReeves JP, Sutko JL. Sodium-calcium ion exchange in cardiac membrane vesicles. Proc Nat/ Acad Sci. 1979, 76 (2):
590-594.

78] Valiente M, inventor. Sociedad Limitado para el desarrollo cientifico aplicado, assignee. Remineralizing material for

organomineral tisues. USA patent US 6,413,498 B1, 1999.



una baja solubilidad (kps ~10-10) y que precipitase. Mediante la combinacién de diferentes
resinas de intercambio i6nico o de nanoparticulas el material NMTD se ha podido aplicar a

pastas dentales y chicles consiguiendo un gran poder remineralizante [79l(80],

1.5.2 Resinas de infercambio ionico

De los polimeros funcionalizados con grupos intercambiadores i6nicos los mas destacados
son las resinas de intercambio idnico. Son materiales sintéticos, solidos e insolubles en agua,
que se presentan en forma de esferas de 0.3 a 1.2 mm de tamafio efectivo, aunque también las
hay en forma de polvo &1,

Estan compuestas por una matriz tridimensional de cadenas de hidrocarburos
entrecruzados que soportan grupos polares, acidos o basicos, incorporados a una matriz de un
polimero sintético (resinas estirénicas, resinas acrilicas, etc.). El grupo funcional de la resina es
ionizable o incluye un par i6nico cuyo contra-ién es el idn intercambiado por iones que se
desean eliminar o secuestrar de la solucién y este intercambio sélo funciona entre iones de
igual carga eléctrica: cationes por cationes y aniones por aniones. Los grupos mas comunes en
resinas cationicas (que interactian con cationes) son grupos fosfatos, sulfatos, carboxilicos,
etc, en cambio para las anidnicas (interaccién con aniones) son frecuentemente compuestos
con nitrégeno (aminas). Adicionalmente se encuentra un segundo nivel de clasificacion que

separa los grupos anteriores en débiles y fuertes como se muestra en la figura 1.5.1.

Acido fuerte
Resina de . 'h :
inlercambio cationico _J Acido débil
Resina de b ’
intercambio idnico i )y
] Base fuerte
Fesina de | | ]
intercambio anidnico _J " )
Base dabil

Figura 1.5.1 Esquema clasificacién de las resinas de intercambio iénico.

El comportamiento de las resinas es similar al comportamiento de los acidos o bases con el
mismo nombre. Las denominadas acido o base fuerte corresponde a resinas con un poder
ionizante alto, y por tanto, se disocian con facilidad obteniendo los iones de intercambio propios
de la resina mediante una cinética rapida. De esta manera la capacidad de intercambio no tiene

una gran dependencia del pH de la solucion. Por el contrario, un acido o una base débil tienen

(7] Torrado A, Valiente M, inventors. Sociedad Limitado para el desarrollo cientifico aplicado, asignes. Anonymous
dentrifirce product. USA patent, US2000447815, 2004.

[80] Margineda J, Gonzalo A, Valiente M, inventors. Sociedad limitada para el desarrollo cientifico aplicado, Margineda J
Gonzalo A and Valiente M, asignes. Chewing Gum. W00249448, 2002.

B borfner W. lon exchangers. Berlin: Walter de Gruyter & Co.,1991.



disociaciones débiles dependientes del pH de la solucién. Para el caso de resinas de acidos
deébiles el pH o6ptimo de trabajo corresponde a valores por encima de 6.0, en cambio para las
resinas de bases débiles son inferiores a 7.0 [82].

La estructura y el grado de entrecruzamiento determinaran también otras caracteristicas de
la resina como su estabilidad quimica, térmica y mecanica asi como la movilidad de los iones
labiles al interior de la matriz. De manera que su proceso de preparacion y sintesis debe tener
en cuenta dos factores importantes: la constitucion de la matriz polimérica que hace de base y
la introduccién de los grupos funcionales. Ademas el proceso debe permitir obtener una matriz
tridimensional de cadenas de hidrocarburos entrecruzados que soporten grupos iénicos en
posiciones fijas y con una estructura que permita una buena difusion de los iones hacia los

lugares activos del interior del polimero 3],

Figura 1.5.2 Imagen de resinas de
intercambio i6nico.

La concentracion de los grupos funcionales inmovilizados en la matriz polimérica determina
la capacidad de la resina mientras que su naturaleza determina la selectividad 4. La
capacidad de la resina se define como el nimero de grupos funcionales especificos unidos a la
matriz polimérica por masa de resina expresandose en megq/g 85,

La principal ventaja de las resinas de intercambio i6nico es que pueden recuperar su
capacidad de intercambio original mediante el tratamiento con una solucidn regenerante. Esto
las hace utiles en una gran variedad de campos: industria farmacéutica, tratamiento de aguas,
catalisis, etc. La aplicacion de este sistema en el presente trabajo permite la liberacion
controlada de los iones necesarios en las proporciones estequiométricas necesarias para la
formacién de fluorapatita minimizando la precipitacion de fluoruro de calcio como ocurre en
sistemas de aplicacion directa de sales idnicas. Adicionalmente y debido a la utilizacion de
resinas con iones con un caracter acido o basico débil la liberacién ocurre de manera

controlada, en particular controlando la velocidad de liberacion de iones al medio. El control de

(82 Srikanth MV, Sunil SA, Rao NS. lon-Exchange resins as controlled drug delivery carriers. J Sci Res. 2010, 2 (3):
597-611.

(831 Zagorodni AA, lon exchange materials: properties and applications. Amsterdam: Elsevier, 2006.

(841 Korkisch J. Handbook of ion Exchange resins: their application to inorganic analytical chemistry. Florida: CRC Press,
1989: 30-31.

[85] Helfferich F. lon Exchange. New York: Dover Publications, 1995.



la velocidad y las condiciones de liberacion de iones permiten modular la formacion de la

fluorapatita segun el objetivo deseado, evitando estructuras indeseadas.

1.5.3 Nanoparticulas mesoporosas de silice

Una nanoparticula es un corpusculo microscopico de tamafo inferior a los 100nm definido
también como particula con un area superficial mayor a 60m2/cm3 [861i86]. | a amplia variedad de
aplicaciones de las nanoparticulas ha abierto un area nueva de investigacion en los campos
biomédicos, Opticos y electrénicos, permitiendo obtener nuevas caracteristicas mejoradas
gracias a la particularidad de su gran relacion de superficie/masa. Estos materiales pueden ser
clasificados en 4 grandes grupos segun su composicion:

- Materiales de base de carbdn: esféricos, elipsoidales o tubulares, con un peso

reducido, duros, elasticos y con conductividad eléctrica.

- Materiales de base metdlica: quanfum dofs (transistores de un unico electrén) o

nanoparticulas de oro, plata o metales reactivos como diéxido de titanio, entre otros.

- Dendrimeros: polimetros nanométricos con forma de arbol en las que cada rama puede

disefiarse segun las funciones quimicas deseadas.

- Composites: combinacién de nanoparticulas con materiales de mayor dimension.

Las nanoparticulas estudiadas en este trabajo son formadas por silice, nombre comun que
se les da a los materiales compuestos por didxido de silicio (SiO2) que puede presentarse en
una estructura cristalina o en forma amorfa. La silice cristalina se puede encontrar en multiples
formas, una de las mas conocidas es el cuarzo, el cual existe de manera natural y sintética. En
cambio, la silice amorfa puede ser dividida en materiales naturales y sintéticos. La
multifuncionalidad, robustez y posibilidad de manipulacion para poder obtener un material que
proporciona una liberacion controlada hace de las nanoparticulas de silice (MSNP) una de las
nuevas promesas en el desarrollo de materiales nanoestructurados.

Son producidas a escala industrial para aplicaciones de cosméticos, medicamentos,
barnices y alimentacion. Ademas de la gran aplicacion en los campos biomédicos y
biotecnolégicos, en tratamientos contra el cancer, administracion de farmacos e inmovilizacién
de enzimas 187188189, En el presente estudio se trabaja con silice mesoporosa que contiene
poros con un diametro entre 2 y 50 nm. Se presenta en forma de polvo hidrofébico con una
estructura amorfa que tiende a agregarse debido a las calcinaciones. Su sintesis consiste en

hacer reaccionar un ortosilicato con una plantilla de barras micelares dando como resultado

[86] Kreyling WG, Semmler-Behnke M, Chaudhry Q. A complementary definition of nanomaterial. Nano Today. 2010,

5:165-168.
(7] Hirsch LR, Stafford RJ, Bankson JA, et. al. Nanoshell-mediated near-infrared thermal therapy of tumors under
magnetic resonance guidance. Proc Nat/ Acad Sci. 2003, 100: 13549-13554.

(s8] Moghimi SM, Hunter AC, Murray JC. Nanomedicine: current status and future prospects. FASEB J. 2005, 19: 311-
330.

[89] Slowing I, Vivero-Escoto JL, Wu CW, et. al. Mesoporous silica nanoparticles as controlled release drug delivery and

gene transfection carriers. Adv Drug Deliv Rev. 2008, 60:1278-1288.



esferas (figura 1.5.3) o barras de tamano nano llenas de poros regularmente distribuidos. A
continuacion se elimina la plantilla mediante lavado con el pH adecuado [88 y por ultimo se
derivatizan adicionando los grupos funcionales de interés en la superficie mediante reacciones

que dependen del grupo a adicionar 891,

Figura 1.5.3 Imagen del microscopio

electrénico de transmisién de nanoparticulas
de silice.

Un aspecto importante a tener presente al trabajar con este tipo de materiales es la
creciente exposicion humana a las nanoparticulas debido al crecimiento de la comercializacion
de los nanomateriales. Este hecho esta siendo ampliamente estudiado debido a los posibles
problemas de seguridad y toxicologia que pueden comportar. En el caso de la silice, este

aspecto no implica una toxicidad directa de riesgo para la salud 99,

(0] Napierska D, Thomassen LC, Lison D, et. al. The nanosilica hazard: another variable entity. Part Fibre Toxicol.
2010, 7(1): 39.



1.6 OBJETIVOS

Los aspectos descritos anteriormente junto a la evidencia que en la actualidad es de gran
importancia mantener una buena presencia y salud bucodental, conduce a una creciente
demanda de nuevos productos dentales con mejoradas propiedades. Es por ello que el
principal objetivo de tesis que se presenta es, por un lado, mejorar la funcionalidad de los
diversos materiales dentales comerciales y/o patentados mediante la optimizacion o
reformulacién de dichos productos y, por otro lado, el desarrollo de nuevos procedimientos que
exploten mas eficientemente las bondades de estos productos. Adicionalmente, y con la
finalidad de conseguir los objetivos anteriores, sera necesario el desarrollo y aplicacion de
nuevas metodologias analiticas imprescindibles en la correcta caracterizacion tanto de los

materiales reformulados como de los resultados obtenidos de su aplicacion.

Para poder alcanzar estos objetivos genéricos, se han desarrollado diferentes estudios con

metas especificas y que se esquematizan como sigue:

e Desarrollo de sistemas de intercambio iénico nanoestructurados o resinas para su
aplicacion en procesos de remineralizacion dental con liberaciéon controlada de iones.
0 Incorporacion de elementos reguladores de la remineralizaciéon dental
(proteinas especificas) a los nuevos materiales remineralizantes.
0 Desarrollo de nuevos métodos analiticos para la caracterizacion del fluoruro
incorporado en el mineral dental mediante el andlisis directo de las especies de
calcio. Aplicaciéon de metodologias espectrales de difraccion de rayos X,

espectroscopia Raman y microscopia IR mediante fuente de luz sincrotrén.

e Mejora de la accién de un blanqueador dental comercial mediante reaccién Fenton con
catalizador heterogéneo. Incorporacion de ion Fe(ll) o Fe(lll) inmovilizado en zeolitas

como catalizador.

e Estudio de la inhibicion de calculos dentales mediante la aplicacion de inhibidores
especificos, en especial sus efectos sinérgicos en la inhibiciéon y evaluando su accién

sobre el esmalte dental.
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En este capitulo se describen los aspectos experimentales de los estudios realizados,
incluyendo, las técnicas analiticas mas relevantes, los reactivos y materiales empleados asi
como las metodologias mas significativas. Esta descripcion incluye aspectos basicos de las
técnicas utilizadas que creemos necesario para una mejor comprension de la memoria de

aquellos lectores no especialistas en técnicas analiticas.

2.1 TECNICAS ANALITICAS

Las técnicas analiticas que se describen a continuacién han sido utilizadas en los estudios
que se presentan siguiendo las metodologias apropiadas para cada uno de estos estudios, con

particular énfasis en la caracterizacion de los materiales y procesos bajo estudio.

2.1.1 Pofenciometria con electrodo selectivo de fluoruro (ISE)

La potenciometria con electrodo selectivo de fluoruro se ha utilizado para cuantificar la
capacidad de carga tanto de las resinas de intercambio i6nico empleadas como de las
nanoparticulas sintetizadas.

Un electrodo selectivo de iones (ISE) es un sensor electroquimico que posee una
membrana selectiva capaz de responder, mediante una diferencia de potencial, a una especie
concreta discriminando el resto de compuestos en solucién. El fundamento de este electrodo
de membrana cristalina es similar al del electrodo de vidrio utilizado para medir pH, con la
diferencia que la membrana esta formada por un monocristal de fluoruro de un elemento de
tierras raras, como LaFs, NdFs o PrF3['. El sistema basa su funcionamiento en el hecho que
cuando se introduce el electrodo en una solucién se establece un flujp momentaneo de
fluoruros a través de la interfaz existente entre la membrana selectiva y la disolucion (Ecuacion

2.1.1), generando una variacion de potencial que responde a la ecuacion de Nerst [2],

LaF; == LaF2* + F- (Ec 2.1.1)

El electrodo no responde directamente a la concentracion sino a la actividad de la especie
i6nica de interés y ambos valores se relacionen mediante un coeficiente de actividad que
depende de la fuerza idnica total del medio. Para mantener una fuerza idénica practicamente
constante se aflade un tampodn idnico (conocido como TISAB, Total lonic Strength Adjustment

Buffer) que permite relacionar directamente la sefial con la concentracion.

M Erant MS, Ross JW. Electrode for sensing fluoride ion activity in solution. Science. 1966, 154 (756): 1553-1555.
2] Skoog DA, Holler FJ, Nieman TA. Potenciometria. Principios de analisis intrumental. Madrid: Mc Graw-Hill. 2001:
639-671.



2.1.2 Espectroscopia de emision atomica en plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)

La espectroscopia de emisién atomica ha permitido la cuantificacion de la capacidad de
carga de las resinas y los nanomateriales sintetizados.

Esta técnica se basa en la vaporizacion, disociacion, ionizacion y excitacion de los
diferentes elementos quimicos de una muestra en el interior de un plasma. El plasma es un gas
ionizado (argén en el equipo utilizado) que produce un medio de una alta densidad de
electrones, eléctricamente neutro y confinado en un tubo de descarga. Durante el proceso de
desexcitacion (o relajacion) de los atomos neutros e iones en el interior del plasma (Figura
2.1.1) se producen las emisiones de radiacion electromagnética en la zona del UV-visible.
Estas radiaciones, caracteristicas de cada elemento, se separan en funcién de su longitud de
onda y finalmente se mide su intensidad. La seleccion de la longitud de onda nos permite
determinar el metal cualitativamente, mientras que la intensidad de la radiacion emitida nos
proporcionara la informacion para poder cuantificarlof3!,

En general, se obtiene una excitacion de las lineas mas sensibles con un rango analitico
que comprende constituyentes mayoritarios, minoritarios, trazas y ultratrazas. Las peculiares
caracteristicas del sistema de excitaciéon por plasma hacen de esta técnica una herramienta
valiosa pera determinar un gran numero de elementos, aunque a un coste alto, permite una alta
precision con la correccion de interferencias obteniendo un analisis multielemental en un amplio

rango lineal con efectos de matriz minimos [41.

Figura 2.1.1 Esquema del funcionamiento del plasma
de un ICP-OES.

2.1.3 Microscopia electronica de barrido y de fransmision
La microscopia electronica de barrido (SEM) se ha utilizado para caracterizar la superficie

de las muestras dentales antes y después de los tratamientos. Complementariamente, la

1 Moore GL. Introduction to inductively coupled plasma emission spectroscopy. Amsterdam: Elsevier. 1989.
1 Olesik JW. Elemental analysis using ICP-OES and ICP-MS. Anal Chem. 1991, 63: 12A-16A.



microscopia electrénica de transmision (TEM) ha permitido medir el tamano de las
nanoparticulas y estudiar su comportamiento antes y después de la carga.

Las técnicas de microscopia electrénica son ampliamente utilizadas para la caracterizacion
de superficies a altas magnificaciones . Utiliza un haz de electrones acelerados por un cafidén
electrénico en lugar de fotones o luz visible para formar imagenes. Los electrones se deslazan
en un medio de alto vacio e interactuan con la muestra, a continuacién se produce la
amplificacion de la imagen sobre una pantalla sensible al impacto de los electrones.

Existen dos tipos principales de microscopios electronicos: el microscopio electrénico de
barrido y el microscopio electrénico de transmision. El microscopio de barrido hace impactar el
haz de electrones sobre la superficie de la muestra produciendo un haz de electrones
reflejados procedente de elementos presentes en la superficie del material, lo que determina la
formacién de una imagen de la superficie. Tiene una gran profundidad de campo, permitiendo
enfocar una gran parte de la muestra, ademas de producir imagenes tridimensionales realistas
de alta resolucion que permite obtener detalles de alta magnificacion. La instrumentacion
antigua exigia que las muestras fueran conductoras o que se recubriesen con un material
conductor (metalizar la muestra), en cambio, los equipos nuevos permiten trabajar con
muestras poco conductoras sin necesidad de metalizarlas, esta particularidad ha permitido
caracterizar los dientes antes y después de los tratamientos. El sistema de compensacion de
carga del que estan dotados permite la adquisicion de la imagen de alta resolucion de muestras
no conductoras. Los electrones que se acumulan en la superficie de la muestra son arrastrados
por un débil flujo de nitrégeno que evita la carga de la superficie de la muestra y, por tanto,
obtener imagenes con poca resolucion. Los microscopios electrénicos de barrido pueden
ampliar los objetos 200.000 veces o mas [,

El microscopio de transmision emite un haz de electrones, de los cuales una parte se
reflejan o son absorbidos por la muestra y otra parte la traviesa formando la imagen
aumentada. Para utilizar este microscopio es necesario tener la muestra en forma de capas
finas no mayores a unos 0,20 ym. Se coloca una placa fotografica o una pantalla fluorescente
detras del objeto para registrar la imagen aumentada. Los microscopios electronicos de

transmision pueden aumentar un objeto hasta un millén de veces [71.

B Hubbard A. The Handbook of surface imaging and visualization. Boca Raton: CRC Press. 1995.

5T \wells OC. Scanning electron microscopy. En: Buschow KHJ, Cahns RW, Flemings MC, et. al.(ed). Encyclopedia of
materials: Science and Technology Oxford: Elsevier, 2001: 8265-8269.

[ Williams D Carter CB. Transmission Electron Microscopy. A Textbook for Materials Science. New York: Plenum
Press, 1996.
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Figura 2.1.2 Esquema del funcionamiento de los microscopios electrénicos: Microscopia electrénica
de rastreo (SEM) y de transmisién (TEM).

2.1.4 Difraccion de rayos X

Se ha utilizado la difraccién de rayos X para la identificacibn en muestras dentales de
hidroxiapatita producida en presencia o ausencia de proteina.

La difraccion de rayos X es uno de los fendmenos fisicos que se producen al interaccionar
un haz de rayos X, de una determinada longitud de onda, con una sustancia cristalina. Se basa
en la dispersion coherente del haz de rayos X por parte de la materia (manteniéndose la
longitud de onda de la radiacién) y en la interferencia constructiva de las ondas que estan en
fase y que se dispersan en determinadas direcciones del espacio 8.

La difraccién de rayos en muestras permite la identificacién de fases cristalinas tanto en su

aspecto cualitativo como cuantitativo, debido a que cada sodlido cristalino posee un

1 Ziller JW, Rheingold AL. X-Ray Crystallography. En: Drago RS (ed). Physical methods for chemists. London:
Saunders (W.B.) Co Ldt. 1992: 689-711.



difractograma caracteristico. Estudios de polimorfismo, transiciones de fase, soluciones sdlidas,
medida del tamafio de particula, determinacion de diagramas de fase, etc., se realizan

habitualmente por difraccion de rayos X €1,

Haz
difractade

Ha=

Incldenta ;
17 S

T"?,: &Z_ ‘i T Figura 2.1.3 Esquema interaccién rayos X con
Z/B,S‘ E‘ una red cristalina (muestra).

2.1.5 Espectroscopia Raman

La espectroscopia Raman ha sido la técnica utilizada para caracterizar los resultados
obtenidos en los estudios de incorporacion de fluoruro en muestras minerales de hidroxiapatita
y en el esmalte dental.

La espectrometria Raman es una técnica espectroscépica de alta resolucidon que
proporciona en pocos segundos informacién quimica y estructural de casi cualquier material o
compuesto permitiendo su identificacion [0, Utilizada para el estudio de los modos
vibracionales, rotacionales y otros de baja frecuencia en un sistema. Se basa en la dispersion
inelastica, o dispersion Raman, de un haz de luz monocromatica, que por lo general procede
de un laser en el rango visible, infrarrojo cercano o ultravioleta cercano. Una pequefa porcion
de la luz es dispersada inelasticamente experimentando ligeros cambios de frecuencia que son
caracteristicos del material analizado e independiente de la frecuencia de la luz incidente.

Cuando los fotones del haz incidente, con energia huo (donde h es la constante de Plank)
mucho mayor a la diferencia de energia entre dos niveles vibracionales (o rotacionales) de la
molécula, chocan con ella, la mayor parte la atraviesan pero una pequeia fraccién es
dispersada. Esta dispersion es debida a que el foton incidente lleva a la molécula
transitoriamente a un nivel de energia superior no permitido, el cual abandona rapidamente
para pasar a un nivel de energia permitido emitiendo un foton. La frecuencia a la cual es
liberado dependera del salto energético realizado por la molécula.

Pueden distinguirse diversos casos (Figura 2.1.4):

- si el resultado de la interaccién fotdbn-molécula es un fotén dispersado a la misma

frecuencia que el foton incidente, es debido a un choque elastico ya que no sufren

BT Misture ST, Snyder RL. X-Ray difraction. En: Buschow KHJ, Cahns RW, Flemings MC, et. al.(ed). Encyclopedia of
materials: Science and Technology Oxford: Elsevier, 2001: 8265-8269.
(101 pas RS, Agrawal YK, Raman spectroscopy: Recent advancements, techniques and applications. Vib Spectroscop.

2011, 57: 163-176.



variaciones en su estado energético. La molécula vuelve al mismo nivel de energia
que tenia antes del choque y el foton la misma frecuencia v o que el incidente, dando
lugar a la dispersién Rayleigh.

- Si el resultado de la interaccion foton-molécula produce un fotén dispersado con
frecuencia diferente de la incidente, el choque sera inelastico y puede dar lugar a dos
fenémenos:

o0 Si el foton dispersado tiene una frecuencia menor que el incidente, se produce
una transferencia de energia del foton a la molécula que provoca que después
de saltar al estado de energia no permitido vuelva a uno mayor al inicial. El
fotdn dispersado quedara con una frecuencia vo-Lr. A esta dispersion de la
denomina Raman Stokes. Llamados también red shift debido a que absorben
energia.

o Si el foton dispersado tienen una frecuencia mayor que el incidente, se produce
una transferencia de energia de la molécula al fotdon que provoca que después
de saltar al estado de energia no permitido vuelva a uno menor al inicial. El
foton dispersado quedara con una frecuencia v ot+ur. A esta dispersion de la
denomina Raman anti-Stokes. Llamados también blue shift debido a que

emiten energia.
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Figura 2.1.4 Diagrama energético que muestra las transiciones entre estados energéticos para
diferentes interacciones luz-materia.

La luz que recoge la lente se envia a través de un monocromador que permite filtrar las
longitudes cercanas a la linea laser (dispersion Rayleight) mientras el resto es recogida por el
detector. Se trata de una técnica de analisis no-destructiva que se realiza directamente sobre el

material a analizar sin necesitad de ningun tipo de preparativa especial y que no conlleva

ninguna alteracién de la superficie sobre la que se realiza el andlisis. Existen una gran variedad



de espectrometria Raman: superficie potenciada, polarizada, estimulada, de transmision, la

compensada espacialmente y la hiper-Raman 1],

2.1.6 Colorimetria de superficie

En los procedimientos de blanqueamiento dental existe una necesidad de determinar el
color para poder clasificarlo y reproducirlo. Para ello es indispensable representar el color
mediante coordenadas con el fin de intentar representar la observacion del color de una forma
objetiva. El procedimiento utilizado en la medida del color consiste sustancialmente en sumar la
respuesta de estimulos de colores y su normalizacion a la curva espectral de respuesta del
fotorreceptor sensible al color.

Existen diversos sistemas de medida del color entre los cuales los mas importantes son el
Sistema Munsell y el CIELab. El primero compara el color percibido de un objeto y lo describe
en un sistema de coordenadas tridimensionales donde se consideran las propiedades del matiz
(rojo, amarillo, verde...), valor o intensidad (luminosidad de un color comparado en una escala
de grises) y la cromacidad o saturacion (cantidad de blanco en el color). Pero el sistema
utilizado como referencia es la curva espectral codificada de la Comision Internacional de
lluminacién (conocida por sus siglas CIELab en francés). Mide la emision reflejada del color en
tres ejes del espacio (Figura 2.1.5): L* (luminosidad), a* (rojo-verde) y b* (amarillo-azul) '2. Las
diferencias totales del color se pueden calcular segun la Ecuacion 2.2. Este sistema se ha
utilizado en el presente trabajo debido a que permite determinar el color de diferentes

secciones del diente obteniendo colores mas consistentes que con la evaluacion visual [131,

AE*, = J(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)? (Ec. 2.2)

Para los estudios de variacion de color durante los procedimientos de blanqueo se ha
utilizado un colorimetro Minolta CR-231 con un area de medida de 3mm. El cual utiliza
iluminacién difusa y capta la luz reflejada por el diente conduciéndola por la fibra 6ptica para su

posterior analisis.

1] Pelletier MJ, Pelletier CC. Spectroscopic theory for Chemicals Imaging. En: Sasic S, Ozaki Y (ed). Raman, Infrared

and near-infrared Chemicals Imaging. New Yersey: John Wiley & Sons, 2010.
(2] Joiner A. Tooth colour: a review of the literature. J Dent. 2004, 24: 3-12.

(3] Albers HF. Odontologia estética. Seccion y colocacion de materiales. Espafa: Labor Inc., 1988.
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Figura 2.1.5 Espacio de color L*a*b y colorimetro empleado.

2.1.7 Espectrometria Infrarroja (IR)

La espectrometria de infrarrojos ha permitido en este trabajo caracterizar las
nanoparticulas y su funcionalizaciéon. Ademas, utilizando como fuente la radiaciéon sincrotréon
que proporciona una alta resoluciéon, que ha permitido distinguir entre los compuestos de
hidroxiapatita y fluorapatita.

La espectrometria de infrarrojos (IR) es un tipo de espectrometria de absorcidon que utiliza
la region infrarroja del espectro electromagnético que comprende tres regiones (infrarrojo
cercano, medio y lejano). El infrarrojo lejano (aproximadamente 400-10 cm-') se encuentra
adyacente a la region de microondas, posee una baja energia y puede ser usado en
espectroscopia rotacional. El infrarrojo medio (aproximadamente 4000-400 cm-') puede ser
usado para estudiar las vibraciones fundamentales y la estructura rotacional vibracional,
mientras que el infrarrojo cercano (14000-4000 cm") puede excitar sobretonos o vibraciones
armonicas 1.

La espectrometria IR se basa en que los enlaces quimicos de las substancias tienen
frecuencias de vibracion especificas que corresponden a los niveles de energia de la molécula,
por ello, nos permite identificar un compuesto o investigar la composicion de una muestra. Para
que una vibracion aparezca en el espectro infrarrojo, la molécula debe someterse a un cambio
en su momento dipolar durante la vibracion.

Con el fin de hacer medidas de una muestra, se transmite un rayo monocromatico de luz IR
a través de la muestra midiéndose la cantidad de energia absorbida. Repitiendo esta operacion
en un rango de longitudes de onda de interés (por lo general, 4000-400 cm-') se puede

construir un grafico.



2. 1.8 Radiacion sincrotron

El sincrotron es un tipo de acelerador de particulas que mantiene una 6rbita cerrada. Los
primeros sincrotrones se derivaron del ciclotrén (1930), el cual utiliza un campo magnético
constante para curvar la trayectoria de las particulas aceleradas mediante un campo eléctrico
también constante, en cambio en el sincrotrén ambos campos varian ['4. Actualmente hay
alrededor de 70 instalaciones de sincrotrén en todo el mundo, que permiten llevar a cabo una
gran cantidad de experimentos en una amplia variedad de campos: biologia, patrimonio
cultural, quimica, ciencia de los materiales, ingenieria, ciencias ambientales, biomedicina y
muchos mas 131,

Los sincrotrones pueden usarse como colisionadores de particulas. En este tipo de
sincrotrones, dos haces de particulas diferentes se aceleran en direcciones opuestas para
estudiar los productos de su colisién. En otros sincrotrones se mantiene un haz de particulas
de un solo tipo circulando indefinidamente a una energia fija y una trayectoria curvada,
emitiendo radiacién sincrotrén. La radiacion sincrotron cubre un amplio rango de energias o
longitudes de onda que abarca desde el infrarrojo hasta los rayos X. La intensidad de la
radiacion es mucho mayor que la de las fuentes convencionales ademas de ser sintonizable,
de gran brillantez y polarizada. Una fuente sintonizable permite escoger, de un continuo de
valores de la longitud de onda, la que mas se adapta a las necesidades requeridas. La
brillantez de la fuente se refiere a la propiedad de localizar la radiacion en un area muy
pequeia y, por tanto, obtener una alta intensidad siendo la radiacion de sincrotron un millén de
veces mas brillante que la que proviene de las fuentes convencionales ['6l. Es por ello que la
aplicaciéon de una fuente sincrotrén a un microscopio IR permite una alta precision espacial
para el estudio de las muestras mas pequefas. Ambas cualidades, alta resolucion espacial y
una relacion alta de sefal/ruido, hacen posible la caracterizacion de muestras bioldgicas y, en
este caso, la estructura y morfologia de muestras dentales.

Como se observa en la figura 2.1.7 las instalaciones de radiacion sincrotron constan de
diferentes componentes comunes en todas ellas:

- Fuente de particulas

- Aceleradores auxiliares: las particulas se inyectan en un acelerador lineal (Linac) y

de ahi pasan a un sincrotron llamado booster donde adquieren su energia final antes
de ser introducidos en el anillo de almacenamiento (Storage Ring).

- Cavidades de radiofrecuencia: estructuras huecas donde se aplica el voltaje oscilante

que acelera las particulas manteniéndolas en paquetes que circulan

aproximadamente a la misma velocidad y frecuencia.

[ Baldwin GC. Origin of Synchrotron Radiation, Phys Today, 1975, 28 (1): 9.
[15] Madden RP. Synchrotron Radiation and Applications. New York: McGraw-Hill Book Company, 1974.Codling K.

Atomic and Molecular Physics Using Synchrotron Radiation—the Early Years. J Synch Rad, 1997, 6: 316.

[16] Codling K. Atomic and Molecular Physics Using Synchrotron Radiation—the Early Years. J Synch Rad, 1997, 6:

316.



Elementos magnéticos. son principalmente imanes con los polos orientados
perpendicularmente a la orbita. Los dipolos curvan la trayectoria del haz y los
cuadrupolos y sextupolos sirven para mantener el haz enfocado.

Lineas de luz de sincrotron (cabina oOptica, cabina experimental y estacion de
frabajo). la radiacion ultravioleta y de rayos X emitida por el sincrotron puede ser
utilizada en variedad de experimentos. Las lineas consisten en cavidades vacias que
transportan la radiacién hasta instrumentos que adaptan las propiedades de la
radicacidon segun los experimentos deseados. En el caso de este trabajo consiste en

una serie de espejos, monocromadores y microscopios de IR.

. Cafion de electrones (Linac)

. Booster {acelerador)

. Cavidades de radicfrecuencia
. Anillo de almacenaje

. Cabina optica

. Cabina experimental

. Estacion de trabajo { Beamiine)

Figura 2.1.7 Esquema de los componentes de un sincrotrén.



2.2 PROCEDIMIENTOS EXPERIMENTALES

A continuacion se describen las distintas metodologias y procedimientos empleados en los
estudios realizados que se recogen en la presente memoria.

2.2.1 Procedimiento de carga de las resinas de infercambio ionico

Para obtener el maximo de carga se realiza una activacion de las resinas previa al proceso
de carga. Este paso depende del grupo funcional de la resina, para las reinas con grupos
carboxilicos que consiste en la desprotonacion mediante una solucién de hidroxilos, en cambio
para las resinas anidnicas que contienen grupos amino se deben protonar mediante una
solucion de pH acido que aporte protones. Asi, el procedimiento de carga dependera del ion de
interés. (Tabla 2.2.1):

Tiempo
lon Solucién carga o N° Ciclos Limpieza Secado
agitacion
= NaF 0,7M
(ajustada a pH~2 con HF)
H2PO4 HsPO4 0,15M -
1h 2 MilliQ 60C - 24h
Caz Ca(OH)2 0,3M
ZnCl2 0.5M
Zn%+

Pretratar con NaOH (5min)

Tabla 2.2.1 Condiciones del procedimiento de carga de las resinas.

2.2.1.1 Determinacioén de la capacidad de carga

Se pesa con precision una cantidad perfectamente conocida de resina cargada
completamente seca. A continuacion se agita durante una hora en un volumen exacto de
solucién de descarga, la composicion de la solucién varia segun si se trata de una resina
cationica (HCI 0,5M) o anionica (NaNOs 0,5M). El proceso se realiza por triplicado para obtener
un valor medio con un bajo error.

Para determinar si los iones se encuentran enlazados a la resina o si estan simplemente
adheridos a ella, se lava la resina con agua MilliQ que se analizara también en el ICP-OES o
eléctrodo de F-.

El valor de la capacidad se determina aplicando la siguiente ecuacion 2.2.1:
V .CI
W

q = (Ec. 2.2.1)

donde V: volumen de la disolucion
C: concentracion del ion de interés de la solucion de descarga

W: peso de resina descargada



2.2.2 Procedimiento de carga de nanoparticulas de silice mesoporosa (MSNP)

2.2.2.1 Diagramas de distribucion de especies mediante el programa Medusa

Para determinar las condiciones de pH ideales para la carga de las MSNP, condiciones en
las que se encontraba un mayor numero de iones libres, se realizaron los diagramas de
especies quimicas utilizando el programa MEDUSA (Make Equilibrium Diagrams Using
Sophisticated Algorithms) ['71 para los cuatro iones de interés. MEDUSA es una interfaz de
Windows (en MS-DOS) que realiza los calculos necesarios (basados en constantes de
equilibrio y balances de masa) para crear diagramas de equilibrio quimico en los cuales se
representan las especies quimicas y compuestos que pueden encontrarse en solucion segun

las condiciones de la misma (concentracion, iones en solucion y pH, principalmente).

2.2.2.2 Carga de las nanoparticulas

Para la carga de las nanoparticulas de silice mesoporosas (MSNP) se realizaron procesos
adecuados al ion con el que se queria cargar.

MSNP cargadas con cationes (Ca?* y Zr@e*)

Antes del proceso de carga, la nanosilice se activd desprotonando el grupo carboxilico con
el que estaban funcionalizadas. Para ello se agité una cantidad de MSNP durante 20 minutos
en una soluciéon de NaOH 0,5M repitiendo el ciclo 2 veces. La carga se realizé agitando
vigorosamente durante 2 horas (o el tiempo evaluado) las nanoparticulas activadas en una
solucién de 6,76 mM de Ca(OH), o 76,3 mM de ZnCl,. Antes de la agitaciéon se sonico la
suspension para evitar agregados que pudiesen disminuir la efectividad del proceso de carga.
Se realizaron 3 ciclos de sonicado de 1 minuto para evitar un sonicado largo que pudiese
aumentar la temperatura, y por tanto, variar las propiedades de las nanoparticulas.

La separacién de las nanoparticulas se realizd centrifugando a alta velocidad (80000 rpm)
durante 20 minutos a 20C. El sélido centrifugado (pellets) se sonicd de nuevo y se lavd con
agua MilliQ durante 20 minutos para eliminar la concentracién de cationes adheridos a la
superficie. La separacion del agua de lavado fue por centrifugacion utilizando las mismas
condiciones anteriores. Finalmente, se secaron durante 12 horas en estufa a temperatura de
60C.

Para cuantificar la capacidad se realizé la descarga, que consistia en agitar durante 1 hora
las nanoparticulas con una solucion de HCI 0,5M, de manera que los protones de la solucién
de descarga desplazan el ion cargado. Las soluciones de carga, antes y después del proceso,
la solucién de lavado y la de descarga se analizaron por ICP-OES para cuantificar la
concentracion de los iones presentes.

MSNP cargadas con aniones (PO+ y F)

Para la carga con aniones la activacion previa a la carga de las nanoparticulas no se
realizé ya que las soluciones utilizadas para las cargas eran suficientemente acidas para

activar los grupos funcionales de la MSNP. Durante 2 horas una cantidad conocida de

7 http:/mwww.kemi.kth.se/medusal



nanoparticulas se agité con HsPOs4 150mM o NaF 10mM, para el caso del fluoruro el pH de
carga se ajustd a 2 utilizando HF. El resto del proceso coincide con el descrito en el apartado
anterior con carga de aniones, con la diferencia en la solucién utilizada para la descarga, que
este caso fue NaNOs 0,5M, y el método utilizado para determinar la concentracion de F- fue

potenciométrico utilizando un electrodo selectivo de fluoruro.



2.2.3 Preparacion, remineralizacion y caracterizacion de muestras dentales para el analisis
IR y Raman
2.2.3.1 Preparacion de las muestras dentales para el estudio del tratamiento

remineralizante con resinas o nanoparticulas

Para los tratamientos de remineralizacion controlada se seleccionaron un total de 15
molares humanos suministrados por dentistas. Los especimenes no presentaban ningun tipo
de traumatismo o lesién (no caries) manteniendo el esmalte en perfectas condiciones. Hasta su
utilizacion se conservaron en cloramina-T al 0,5%. En los casos de muestras con raices
grandes que pudiesen dificultar la manipulacion de las muestras durante el tratamiento, se les
eliminé la raiz utilizando una sierra de diamante. Adicionalmente los dientes se cortaron en 4
fragmentos para poder utilizar cada fraccion en los diferentes tratamientos y poder asi realizar
posteriormente una comparacion minimizando la variabilidad que aporta a los resultados la
utilizacion de dientes diferentes. Previo al proceso de remineralizacion, la superficie de los
dientes fue tratada con H3PO, al 37% con el fin de preparar la superficie para el tratamiento. El
resultado del gravado se caracteriz6 mediante microscopia de rastreo para observar la
homogeneidad de la superficie gravada y luego, poder comparar con las imagenes obtenidas

después del tratamiento remineralizante.

Tratamiento con resinas (NMTD)

A continuacion se aplicé sobre la superficie del diente una suspension de NMTD en saliva
artificial tanto en ausencia como en presencia de amelogenina (4,5M KCI, 2,3M NacCl, 100ug/ml
amelogenina) (Figura 2.2.1) '8l El NMTD ['9 es un material destinado a la remineralizaciéon de
tejidos organominerales que se basa en la combinacion de diferentes resinas de intercambio
idnico que aportan al tejido calcio, fosfato y fluoruro en las mismas proporciones molares que la
fluorapatita y a una velocidad controlada. Adicionalmente, también se compone de zinc que
funciona como un bactericida. El tratamiento se realizé durante 4 dias a temperatura ambiente,
anadiendo gotas de saliva periédicamente para reproducir las condiciones orales y renovando
cada 12 horas la mezcla de NMTD. Al finalizar el tratamiento se elimina de la superficie del

diente el NMTD con agua MilliQ y un cepillado suave.

Figura 2.2.1 Aplicacién de NMTD sobre una muestra dental.

(18] Fan Y, Sun Z, Moradian-Oldak J. Controlled remineralization of enamel in the presence of amelogenin and fluoride.
Biomaterials. 2009, 30: 478-483.

(9 yaliente M, inventor. Sociedad Limitado para el Desarrollo Cientifico Aplicado, assignee. Remineralizing material for
organomineral tissues. USA patent US 6,413,498B1. 2002, Jul, 6, 1999.



Tratamienfo con nanoparticulas

El producto remineralizante se preparé6 mediante la mezcla de las 4 tipos distintos de
nanoparticulas cargadas respectivamente con iones de calcio, fosfato, zinc y fluoruro, en
proporciones estequiométricas siguiendo el mismo procedimiento empleado para la
remineralizacion con NMTD. El tiempo de tratamiento fue de 4 dias con el fin de reproducir las
condiciones del tratamiento anterior y poder realizar una comparativa de resultados. Al finalizar
el tratamiento se elimin6é el material de la superficie mediante un cepillado suave con agua
MilliQ. Adicionalmente y debido a que las imagenes de microscopia de las muestras mostraban
residuos de nanoparticulas adheridas a la superficie del diente se realizo un ciclo de lavados en

agua MilliQ en un medio sonicado.

Preparacion de las muestras dentales para analisis IR y Raman

Para ambos casos (resinas y nanoparticulas) y tras el tratamiento remineralizante, se
observé la superficie dental mediante microscopia de rastreo justo después del procedimiento
de remineralizacion y antes de la preparacion de las muestras para analisis IR y Raman.

Cada fragmento de diente se inmovilizdé en una resina epoxi que no produce interferencias
en las medidas de caracterizacién. A continuacion, la resina se pulié para obtener un corte
ecuatorial/transversal de la muestra utilizando diferentes gramajes de pulido de dureza variable
logrando una superficie lo mas lisa posible. De esta manera, por desgaste, se obtuvieron
laminas de 30-35 pm de grosor inmovilizadas sobre un soporte de porta muestras (Figura
2.2.2).

Figura 2.2.2 Muestra dental preparada para el andlisis por IR y
Raman

2.2.3.2 Preparacion de las referencias de fluorapatita e hidroxiapatita

La sintesis de fluorapatita se realiz6 segun una reaccién en fase solida entre CaF:z y
Cas(POa4)2 20, Se mezclaron en un mortero agata durante 15 minutos, 40g Cas(POas)2 i 3,59
CaF2 (relacion molar Ca/P: 1,67). A continuacion, se introdujo la mezcla en la mufla durante 3h

a 1100C, el solido resultante se moltur6é durante 15 minutos mas.

[20] Wei M, Evans JH, Bostrom T, et. al. Synthesis and characterization of hydroxyapatite, fluoride-substituted
hydroxyapatite and fluorapatite. J Mater Sci Mater Med. 2003, 14 (4): 191-194.



Las muestras referencia de HA y FA se prepararon en forma de pastilla a partir de polvo
utilizando una prensa. Para cada muestra, se prensé una cantidad aproximada de 300mg a una
presion de 10000kg durante 10 min, obteniendo de esta manera unas pastillas de 1cm de

diametro y entre 1 y 2 mm de grosor.

2.2.3.3 Condiciones del analisis IR

Para poder realizar la seleccion de las areas de interés (Regions Of Interest ROI), el
microscopio Thermo Scientific Nicolet iN10 FT-IR acoplado a una fuente globar, permitié
escanear la totalidad de la superficie del diente gracias a la alta velocidad de escaneo que
implica también una baja resolucion espacial. Los espectros se adquirieron en modo reflexiéon
con una resolucion espectral de 16cm-! en el rango 4000-650 cm-' utilizando como background
para las correcciones de los espectros el espectro de referencia de una lamina de Au.

Para el andlisis de las ROl ya identificadas con el detector globbar, se utilizé un
microscopio Continuum IR (Thermo Nicolet, USA) acoplado a un espectrometro NEXUS FTIR
bench Nicolet 5700 (Thermo Nicolet, USA) y con un detector refrigerado por nitrégeno liquido
mercury cadmium telluride (MCT-A) acoplado a una fuente sincrotron. El microscopio esta
equipado con un portaobjetos controlado por ordenador que permite la adquisicion de los
perfiles 0 mapas de la muestra. Las condiciones utilizadas en las mediadas de las muestras en
modo reflexion fueron: resolucion espectral de 8 cm-' en el rango 4000-650 cm-' donde cada
espectro era la medida de 200 escaneos. Los espectros con radiacion sincrotron se adquirieron
en la dentina, la resina y en tres puntos del esmalte: externo, intermedio e interno, de regiones
de interés con areas de 300 x 100 ym2. El background se definidé por 500 scans de una lamina
de oro de referencia. La adquisicidon y procesado de datos se realizé utilizando el software

Nicolet Omnic v 8.0.

2.2.3.4 Condiciones del analisis Raman

Las medidas Raman se llevaron a cabo utilizando un microscopio Raman confocal
Renishaw InVia que consiste de un espectrografo con un detector CCD acoplado a un
microscopio Leica. Se emple6 una linea de excitacion de 785 nm proporcionada por un laser de
estado sélido, con una potencia de aproximadamente 20 mW sobre la muestra. El haz fue
focalizado en la muestra mediante un objetivo x100 (N.A = 0.9) en el microscopio obteniendo
un tamafo de foco, y por tanto una resolucion espacial, en la muestra de aproximadamente 1
pm. Los espectros de HA y FA fueron registrados entre 100 — 3200 cm-' en modo de barrido
con un tiempo de exposicion de 10s y acumulando 5 barridos. Los espectros de las muestras
fueron registrados en el rango espectral entre 805 — 1185 cm-' con una resolucién espectral de
4 cm-', empleando un tiempo de exposicion de 1 segundo con 80 acumulaciones. Todos los

datos espectrales obtenidos fueron tratados utilizando el software Renishaw Wire v3.2.



2.2.4 Estudio invitro de remineralizacion en presencia de amelogenina

2.2.4.1 Expresion de la proteina amelogenina

Para obtener la amelogenina a partir del ADN plamidico suministrado por el Dr. James P.
Simmer (Michigan University) se realizo el siguiente protocolo en colaboracion con el Institut de
Biotecnologia i Biomedicina de la UAB.

La preparacion de las células competentes de E. Coli se realizé segun el método de cloruro
calcico 211, De esta manera se obtienen células con membranas semipermeables que permiten
posteriores cultivos y la insercién de ADN plasmidico que permitira obtener la proteina deseada
segun el protocolo 122,

Se resuspendié una alicuota de ADN (1ug liofilitzat) en 100 pl de agua MilliQ obteniendo
una concentracion de 10 ng/ul. A una alicuota de células competentes de E. Coli se le afiadio el
ADN y se mantuvo durante 30 min en hielo. Durante 90 s se incub6 la muestra a 42 C y 3 min
de nuevo en hielo, esto provoca un choque térmico que ayuda al crecimiento de las colonias.
Se siembr6 las células en una placa de cultivo de LB + ampicillina que se incub6 durante 24h a
37C. El medio LB utilizado contenia 10 g de bactotriptona, 10g de NaCl y 5 g de extracto de
levadura para 11 de medio.

Las colonias que crecieron se afiaden a un tubo esterilizado que contiene 2ml del cultivo
2YT y 2 yl de ampicillina que se mantienen en agitacion de 6 a 8h a 37C. A continuacién se
transfirié los 200 ul de células a 150 ml de un medio de LB y se mantuvo en agitacién durante
toda la noche a temperatura 37C, paso que produce un crecimiento controlado de las colonias
de las cuales se hara el cultivo con glicerol.

A partir del glicerinado de una de las colonias obtenidas se sembr6é en una placa LB +
ampicillina y se mantivo durante una noche a 37C. Se realiz6 el seguimiento del crecimiento del
cultivo midiendo la densidad éptica a 550nm (ODss0) hasta el valor deseado donde se afiadio el
agente inductor (0.4 mM IPTG), a partir de este momento se produce la expresiéon del gen
clonado en el plasmido. El proceso dura 4h a 37C y posteriormente se centrifuga a 7000 rpm
durante 30 min a 4C. Se disgrego6 el solido (pellet del centrifugado) celular para obtener la
proteina resuspendiéndolo en una solucién de cloruro de guanidinio 6M, sonicacién y dilucién
en acido férmico. Para acabar precipitando la proteina con sulfato amonico al 20% para
recuperarla.

La purificacion de la proteina se hizo mediante cromatografia HPLC en fase reversa.
Primeramente en una columna Phenyl Jumbo con un buffer A de 0,05% NH4+OH y buffer B
0.05% NH4OH + 80% acetonitrilo, monitorizando el detector a 220 nm. La siguiente purificacion
se realizd en una columna Jumbo C18 con un gradiente entre los dos buffers de 0,05% TFA y
0.05% TFA + 80% acetonitrilo. La concentracion final de proteina obtenida se cuantificd
mediante la medida de la DO a 280nm y se liofilizd para su conservacion. Dadas las

caracteristicas de la amelogenina y su conocido papel en la cristalizaciéon de fluorapatita y de

[21] Mandel M, Higa A. Calcium-dependent bacteriophage DNA infection. J Mol Biol, 1970, 53(1):159-162.

221 Sammbrook J, Maniatis TF. Molecular cloning: A laboratory Manual. New York: Cold Spring Harbor , 1989.



hidroxiapatita, se realizaron una serie de experimentos /nvifro para caracterizar
microscopicamente la cristalizacion que se obtiene en diferentes condiciones y

concentraciones.

2.2.4.2 Procedimiento de cristalizacidén en presencia de amelogenina

Los experimentos se realizaron simulando la liberacion controlada que caracteriza a las
resinas y nanoparticulas utilizadas en el proyecto. Por tanto, se rellenaron 2 bolsas de dialisis
con soluciones de CaClz y KH2POq, las caracteristicas de las bolsas permitian Unicamente la
liberacion de los iones a la solucion. EIl MWCO (Molecular Weight Cut Off) de las membranas
correspondia a 2000 Da, permitiendo que por difusion en el seno de la solucion se produjera el
encuentro de los iones de calcio y los de fosfato para formar hidroxiapatita a diferentes
condiciones bajo agitacion suave. A continuacion se filtraba la solucién resultante para obtener
el solido y se desecaba 24h a 65C. El producto obtenido se caracterizé por difraccion de rayos
X mediante la comparacién con el difractograma de la referencia comercial, se identificaba la
sefal. A continuacién se metalizaba la muestra para observarla por microscopia electronica a

diferentes magnificaciones y determinar la cristalizacion.

Figura 2.5.1 Estudio de formacién de HA
invitro.

2.2.4.3 Estudio de los minerales mediante difraccion de rayos X

Los difractogramas de rayos X se obtuvieron mediante un difractémetro con fuente de
cobalto a 50kV i 40mA. Las muestras se escanearon en pasos de 26 (que corresponde al
angulo de trayectoria de los rayos X y a los grados de giro que realiza la muestra) de 0,02° y a
una velocidad de 20 de 0,24°/s en tres rangos de angulo diferentes.

Se obtuvieron los difractogramas de las referencias de hidroxiapatita y de fluorapatita,

ademas de las muestras sintetizadas mediante las bolsas de dialisis.



Figura 2.5.2 Difractémetro de rayos X de
polvo

2.2.4.4 Estudio microscopico de los minerales

Los minerales sintetizados segun el procedimiento explicado anteriormente con bolsas de
didlisis una vez identificados como hidroxiapatita se observaron mediante microscopia
electronica de rastreo para definir la cristalizacion que habian seguido. Las muestras se
recubrieron con pelicula de oro para obtener la superficie conductora necesaria para realizar
observaciones con un equipo de SEM no ambiental (incapaz de trabajar a bajo vacio). Las

imagenes se realizaron a diferentes magnitudes dependiendo del grado de detalle deseado.

2.2.4.5 Procesos de remineralizacion con resinas y nanoparticulas en presencia de

amelogenina

Se siguieron los procedimientos de remineralizacion anteriormente descritos en el
apartado 2.2.3.1 para resinas y nanoparticulas incorporando la proteina amelogenina al
tratamiento. A la preparacién de la saliva artificial se afadid mediante agitacion la proteina
liofilizada obteniendo una concentracién final de 100 pg/ml amelogenina segun lo referenciado
en los trabajos de Dr. Fan 23], ademas de las concentraciones de iones anteriores 4,5M KClI,
2,3M NaCl. Los periodos de cambio de material remineralizante y el anadir saliva se realizaron

siguiendo el mismo procedimiento experimental con el fin de obtener resultados comparables.

23] Fan Y, Sun Z, Moradian-Oldak J. Controlled remineralization of enamel in the presence of amelogenina and fluoride.
Biomaterials, 2009, 30: 478-483.



2.2.5 Evaluacion caracter antitartar de fitato y pirofosfato

Para evaluar la accion antisarro de los compuestos de fitato y pirofosfato se realizaron una
serie de experimentos a diferentes concentraciones segun la siguiente metodologia.

El proceso utilizado se basa en el ensayo de riesgo litdgeno urinario (ensayo RLU) que
permite evaluar de forma simple y precisa la capacidad que posee una determinada orina para
inhibir la cristalizacion de sales calcicas 241, El tubo de polietileno situado en el centro del frasco
actia como centro de cristalizacion donde precipitan las sustancias sobresaturadas de la saliva
artificial responsables de la formacién de calculos. Las caracteristicas y distribucién de la
unidad de reaccion se muestran en la Figura 2.4.1. La saliva sintética se preparé mezclando
dos volumenes iguales de las soluciones A y B. La composicién de la solucién A era de 25.58
mM KCI y 1mM CaClz. La solucion B contenia TmM NazPOa.

Recipiente
polietileno
Saliva artificial Figura 2.4.1 Esquema de la unidad de
reaccién utilizada en el estudio de
Tubo Fitato + formacién de célculos dentales.
polietilens Firofostato

Para determinar el proceso de inhibicién se realizaron medidas de potencial utilizando un
eléctrodo de calcio que permitié conocer el potencial de la soluciéon antes y después de la
precipitacion. El calculo de la inhibicion se definié como el porcentaje de inhibicion segun la

ecuacion 2.2.2:

2 Eini -2 Eblanco

% Inhibicibn=100 - (1-10 ¢ (Ec.2.2.2)

No se analizaron los efectos del fitato y pirofosfato por separado ya que se encuentra
reportado que el efecto sinérgico de los dos compuestos produce una inhibicion superior a la
esperada en relacion a la suma de los dos compuestos por separados 251,

Adicionalmente se estudi6 el efecto del pirofosfato y fitato sobre la dureza del esmalte y de
la dentina para poder detectar cualquier efecto negativo secundario en colaboracién con
Department of Restorative Dentistry, University Buffalo.

Para cada formulacién estudiada y para el control se seleccionaron 10 molares humanos
que se embutieron en resina acrilica dejando al descubierto la parte externa del diente. Los
especimenes se pulieron secuencialmente con papel de SiC llegando a un gramaje final del

600, para obtener la superficie completamente plana y limpia. Nueve medidas de dureza se

24 ~ —— o . . , . .
[24] Mufioz JA, Litiasis Renal oxalocalcica. Avances en la comprensiéon de su etiologia y mejoras en la metodologia

analitica para su studio. Barcelona: Universidad Autdbnoma de Barcelona, 2004.
(23] Muhoz JA, Lépez-Mesas M, Valiente M. Inhibitors of oxalocalcic lithiasis. Effect of their interactions on calcium

oxalate crystallization. Urology. 2012 [Epub ahead of print].



realizaron en cada diente utilizando un equipo de microindentacion Vicker (Figura 2.4.2). Se
realizd la media de cada espécimen y las muestras se distribuyeron en grupos de 10 de
manera que todos los grupos tuvieran valores medios similares. El tratamiento se realizé
aplicando la mezcla directamente en la superficie del diente, el grupo de control se mantuvo en

agua durante el tiempo del tratamiento.

Figura 2.4.2 Equipo de microindentacién utilizado en el
estudio de dureza.

Después del tratamiento, a las muestras se les realizé de nuevo las medidas de dureza
siguiendo el protocolo antes descrito para determinar las posibles diferencias que han

experimentado. El procedimiento sera el mismo para las medidas en la superficie de la dentina.



2.2.6 Procedimiento experimental blanqueo dental

En este estudio, se investiga un método de blanqueo basado en los procesos de oxidacion
tipo Fenton, utilizando un catalizador heterogéneo que incluye zeolitas como soporte del
catalizador.

2.2.6.1 Carga y cuantificacion de la capacidad de la zeolita

La carga o inmovilizacién del hierro en las zeolitas se realizd siguiendo el proceso ya
optimizado en estudios anteriores [26],

Una cantidad conocida de zeolita se agité durante una hora a temperatura ambiente en una
solucion de Fe (Il) o Fe (lll). Las soluciones utilizadas fueron Fe(NO)3-9H20 (pH 1,88) y
Fe(SO4) (pH 4.03). Para evitar la oxidacion del Fe2* a Fe 3+, la carga se realizd burbujeando Na.
Acabado el proceso de carga, la inmovilizacion del estado de oxidacién Il del hierro en la
zeolita actia como estabilizante evitando la oxidacién. A continuacion se filtra la zeolita, se
limpia con abundante agua y se seca en la estufa a 80C durante 24h.

Para cuantificar la carga, se realizo el proceso de lixiviacion (sfripping) del metal agitando
durante 3 horas la zeolita cargada en una soluciéon HCI 1M. Adicionalmente se comprobd
realizando el mismo proceso de release si la zeolita desprendia metal en agua, agitando
durante 3h la zeolita cargada en H20 MilliQ. El lixiviado se filtr6 y se analizé6 mediante ICP-

OES, para cuantificar la carga de la zeolita.

2.2.6.2 Proceso de blanqueamiento

En este proceso se utilizaron dientes bovinos debido a la dificultad de obtener el niumero
necesario de dientes humanos. Cabe resaltar que la estructura de los dientes bovinos es
similar a los dientes humanos, por tanto, los resultados obtenidos muestran coherencia y son
aceptados en estudios convencionales de blanqueamiento 271. Se utilizaron dientes frontales
que fueron extraidas de mandibulas frescas de vaca y se les corto la raiz. Se conservaron en
cloramina T 0.5% p/p hasta su utilizacion ya que mantiene las muestras desinfectadas,
evitando el crecimiento de bacterias. Se montaron las muestras en resina acrilica para su
inmovilizacién con la cara labial del diente expuesta hacia el exterior. A continuacion, los
especimenes se pulieron con papel de lija de de grano P-200, P-600 y P-1500 de forma
consecutiva para obtener una superficie lisa sin exponer la dentina. Para facilitar la formacién
de manchas, los especimenes se grabaron ligeramente con una exposicién secuencial con
soluciones: 60s HCI 0,12M, NaCOs sobresaturado durante 30s, de nuevo HCI 60s y finalmente
lavado con agua MilliQ.

La solucién de manchado [28] consistia en 400 ml de agua que se hizo hervir con 5 sobres

de te comercial para obtener la infusién correspondiente, 1.30g de café soluble y 1g de mucina,

[26] Campillo M, Desenvolupament i caracteritzacié de biomateriales amb propietats restauradores i benefiques dels
teixits dentals. Barcelona: Universitat Autbnoma de Barcelona, 2007.

[27] Nakabayashi N, Pashley DH. Hybridization of dental hard tisues. Japan: Quintessence Publishing, 1998.

(28] Lee BS, Huang SH, Ghiang YC, et. al. Development of in vitro toothstaining model and usage of catalysts to elevate

the effectiveness of tooth bleaching. Dent Mater. 2008, 24 (1): 57-66.



en agitacion continua hasta disolucién completa de los componentes. Los especimenes se
colocaron dentro de la solucion a una temperatura de 37C durante 7-10 dias, segun el grado de
manchado deseado. Cada dia se medi6 el cambio de AE y se renovd la solucion de manchado.
Pasado el periodo deseado se lavaron los especimenes con abundante agua aplicandoles a
continuacion el tratamiento deseado.

El blanqueo de las muestras previamente manchadas se realizé utilizando un blanqueante
comercial al cual se le habia afadido una cantidad conocida de zeolita cargada con Fe para
conseguir la concentracion deseada. El blanqueador era el producto Vivastyle (lvoclar
Vivadent) que contiene un 16% de peroxido de carbamida. Es un producto de aplicacion a
domicilio con aplicaciones recomendadas de 2 horas.

La cantidad necesaria de zeolita seca y molturada se mezclaba con el gel para obtener una
muestra lo mas homogénea posible. A continuacion, se aplicaba al grupo de dientes
correspondiente y se dejaba durante el tiempo deseado a temperatura constante de 37C. Los
periodos de blanqueamientos constaron de 4 etapas:

12 etapa: 6 minutos

22 etapa: 3 minutos (9 minutos de blanqueo)

32 etapa: 5 minutos (14 minutos de blanqueo)

42 etapa: 6 minutos (20 minutos de blanqueo)

Acabado el tiempo de contacto se retiraba el blanqueante utilizando un cepillo y agua
durante 20 minutos. Por ultimo se media el color de las muestras para calcular el blanqueo
mediante la ecuacion ja referenciada 2.2.

Los resultados obtenidos se analizaron utilizando ANOVA de una cola para detectar la
presencia de diferencias entre los grupos estudiados con el mismo estado de oxidacion del
hierro. Cuando las diferencias eran significativas para su identificacion se utilizé el test Student

Newman Keuls. Todos los test estadisticos se realizaron a un 95% de intervalo de confianza

[29][30]

29] Millar JN, Miller JC. Estadistica y quimiometria para quimica analitica. Madrid: Prentice Hall, 2002.

B9 Byiman JS, Osborn JF. Statistics in dentistry, London: British Dental Journal Books, 2002.
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3.1 ESTUDIO REMINERALIZACION MEDIANTE NANOPARTICULAS DE SILICE
MESOPOROSAS (MSNP)

En el presente estudio se describen los resultados de aplicar la tecnologia de los
materiales nanoestructurados para obtener una mayor aportacién de iones en el proceso de
remineralizacion respecto al los resultados obtenidos con el sistema NMTD estudiado
anteriormente en nuestro grupo Centro GTS ['l. Estos materiales nanoestructurados permiten
utilizar la minima cantidad de producto en los tratamientos gracias a la gran relacién superficie
activa/sustrato que ofrecen. En este apartado se detallan los parametros evaluados para
optimizar la capacidad de carga respecto a los iones de interés y los resultados obtenidos en
su aplicacion a muestras dentales. De esta forma se ha estudiado la influencia del pH y tiempo

de carga.

3.1.1 Condiciones de pH estudiadas siguiendo la prediccion de los diagramas de
distribucion de especies (obtenidos mediante el programa Medusa 2]

Las condiciones idéneas de carga de las nanoparticulas son aquellas en las que la
concentracion del i6n libre en disolucion que se ha de adsorber es mayor. Uno de los
parametros que tiene mayor influencia en el estado libre del ion deseado en solucién es el pH
de trabajo, por ello, para poder predecir el mejor rango de pH para cada ion se realizaron los
diagramas de distribucion correspondientes, utilizando el programa Medusa (Figura 3.1.1).

Para el caso del zinc (Figura 3.1.1 a)) el rango de pH idoneo se encuentra entre 4 y 5, ya
que a partir de pH 6 la concentracion de ion zinc libre disminuye al producirse compuestos
hidroxilados. Y a pH mas acidos el grupo carboxilico de la nanoparticulas se protona dando
lugar a una resistencia al intercambio por competitividad iénica que dificulta la carga.

En el diagrama del fosfato (Figura 3.1.1 (b)) se ha de evitar por completo condiciones en
las cuales haya presencia alta de especies que pueden funcionar como interferentes
(mayormente hidrogenofosfatos). Por ello se trabajara a un pH alrededor del 2.5 para obtener
el maximo de POs* libre.

Para el caso del calcio (Figura 3.1.1 (c)) se trabajara a un pH controlado ya que pH
demasiado basicos provocan la precipitacion de la especie hidroxilada que puede provocar
impurezas solidas que sean dificiles de separar de las nanoparticulas. Por ello, se trabaja en
un rango de pH entre 5y 6 como condiciones éptimas.

En la Figura 3.1.1 (d) la concentracion de fluoruro libre aumenta a pH basicos pero el
trabajo a pH altos desprotona el grupo amino de las nanoparticulas (responsable de la
adsorcion del i6n fluoruro por intercambio idnico) y por tanto, pasiviza la superficie. Para el

caso del sistema macro (resina) estudiado, la carga se realizaba afadiendo a la disolucién de

1l Campillo M, Desenvolupament i caracteritzacié de biomateriales amb propietats restauradores i benéfiques dels
teixits dentals. Barcelona: Universitat Autbnoma de Barcelona, 2007.

2T http://www.kemi.kth.se/medusa/



carga directamente HF de alta concentracion para obtener un pH lo suficiente bajo como para
obtener los grupos amina protonados. Pero en el caso de las nanoparticulas de silice el uso de
un acido tan agresivo como el HF provoca la disolucion de las nanos, y por tanto, la eliminacién
del sistema. Por ello, se trabaja alrededor de un pH de compromiso que se determina como de
6,5 ya que utilizar otro acido diferente al fluorhidrico puede aportar aniones competitivos con

los fluoruros del medio.

(a) (b)

iy

SN EEE NN EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
m

(c) (d)

Figura 3.1.1 Diagramas de distribucién frente a pH para los iones: (a) zinc, (b) fosfato, () calcio y
(d) flaor (programa Medusa). Seiialado con una linea discontinua roja el pH éptimo de trabagjo.

3. 1.2 Caracterizacion microscopica de las nanoparticulas

La caracterizacion de las nanoparticulas se realizé por dos métodos: por difusion dinamica
de la luz (DLS) y por microscopia electronica de transmision (TEM). La primera técnica permitié
medir el tamafo de las nanoparticulas de silice determinando que existe una amplia
variabilidad de valores del diametro. El rango de valores que se observaron fue des de 150nm
hasta 300nm, dato que fue posible corroborar mediante las imagenes de TEM. En la Figura

3.1.2, se puede observar dos nanoparticulas de medidas considerablemente diferentes.



Figura 3.1.2 Imagen de microscopio
electrénico de las nanoparticulas antes de la
carga.

Adicionalmente, se volvieron a adquirir las imagenes de las nanoparticulas después de la
carga para poder analizar si las condiciones de dispersion, distribucion y tamafo seguian
siendo iguales después del proceso. En las Figuras 3.1.3 (a) y (c) se observa que para las
cargas de zinc y fluor las nanoparticulas conservan la dispersion aunque con pequefios
agregados para el caso del fluor. Este efecto de agregacion es debido a que las nanoparticulas
mientras se encuentran en un medio acuoso los grupos funcionales de su superficie se
encuentran cargados debido a la interaccion con los iones del agua. Esta carga superficial
produce unas fuerzas de repulsion con las demas nanoparticulas de la solucion, evitando las
colisiones entre ellas y, por tanto, evitando la aglomeracion. Por el contrario, cuando una
nanoparticula capta los iones de la solucién de carga utilizada cambia quedando en un estado
neutro. Este estado neutro no repele de la misma manera las demas nanoparticulas
provocando colisiones entre ellas y por tanto la agregacion que se observa en las imagenes del
TEM Bl.Las nanoparticulas cargadas con ion fosfato presentan una agregacion superior a los
casos anteriores (Figura 3.1.3 (d)) debido a que el cambio de carga de las nanoparticulas antes
explicado provoca un acercamiento que favorece la formacion de puentes de hidrégeno entre
unidades formando un mayor numero de agregados. Por ultimo, en el caso de la carga con
calcio (Figura 3.1.3 (b)) se observa una capa que envuelve y compacta la silice, esto es debido
a que la concentraciéon de Ca(OH): utilizada en la carga no llega totalmente a diluirse creando
zonas de alto pH lo que provoca una pelicula de hidroxido calcico que se adhiere entre las

nanoparticulas provocando su aglomeracion.

3] Bagwe RP, Hilliard LR, Tan W. Surface Modification of Silica Nanoparticles to Reduce Aggregation and Nonspecific
Binding. Langmuir. 2006, 22 (9): 4357-4362.



Figura 3.1.3 Imagen de microscopio electrénico de las nanoparticulas después de la carga: (a)
zinc, (b) calcio, (¢) flaor y (d) fosfato.

3.1.3 Optimizacion de la carga de las nanoparticulas

Un sistema de nanoparticulas no tiene las mismas caracteristicas ni comportamiento que
un macro sistema (como las resinas), por ello, las condiciones ya optimizadas para la carga de
las resinas se deben testar y optimizar para obtener la mayor carga posible con el sistema
nano. De los factores influyentes en el proceso de carga de las nanoparticulas se optimizaron
el tiempo de carga y el pH.

Respecto al tiempo de carga se analizaron los tiempos de: 1h, 2h, 4h y 24h (este ultimo
tomado como tiempo de estado de equilibrio). Para la mayoria de los iones el maximo de carga
obtenido se adquirié a las 2 horas de agitacion con la solucién de carga como se observa en la
Figura 3.1.4. La carga con ion calcio y con fluoruro fue aproximadamente similar a los
resultados obtenidos con las resinas (valores de 3-4 mmol/g resina) siendo maxima a las 2h de
carga y manteniéndose constante con el tiempo. Por el contrario, los iones fosfato y zinc dieron
unos resultados claramente inferiores a los obtenidos en macrosistemas siendo para el zinc
cercano a 1,5 mmol/g nano y para el fosfato inferior a 1mmol/g. En los casos de los iones flior
y fosfato se observa un maximo de carga para 2 horas de proceso, disminuyendo a partir de
este tiempo, para el fosfato manteniéndose constante hasta 24h y para el zinc aumentando.

Esto puede ser debido a un proceso de sobresaturacidon estacionaria tipica de un



comportamiento anti-Langmuir ¥ que provoca después de llegar al maximo de adsorcion una
recesion debido a la liberacion de los iones que provocaban esta sobresaturacion.

La baja capacidad observada en los nanoparticulas derivatizadas en relacién a lo que se
esperaba obtener respecto las resinas convencionales se atribuya a una deficiencia en el
proceso de derivatizacion, no estando del todo optimizado. Es por ello que los estudios que se
presentan en este trabajo representan un primer paso para identificar los puntos débiles del

proceso y, en este sentido, la derivatizacién es uno de los mas significativos.
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Figura 3.1.4 Efecto del tiempo en la carga de las nanoparticulas para los cuatro iones
estudiados.

En relacién al estudio del pH las condiciones estan limitadas por posibles precipitaciones
de los iones o cambios en los grupos funcionales de las nanoparticulas (ver capitulo 3.1.1). Los

resultados se pueden observar en la Tabla 3.1.1 donde se recogen los resultados obtenidos.

(41 Langmuir I. The constitution and fundamental properties of solids and liquids. part i. Solids. J/ Am Chem Soc. 1916,
38: 2221-2295.



F- PO Ca2* Zn2+

mmol/g mmol/g mmol/g mmol/g
PH pPH pH pH
nanos nanos nanos nanos
Formacién de Protonacion grupo carboxilico de las
Formacion de HF compuestos protonados nanoparticulas
2,1 0.62 4,2 3.2 1,4 0.4
2,7 0 2,2 0.53 5,0 3.8 3,5 0.82
3,5 3.0 6,3 0.34 10,3 4.7 4,8 0.95
52 3.7 7.1 0. 12,07 4.1 5,0 1.2
6,5 2.8 9,8 0.04 Precipitacién 5,5 1.8
Desprotonacién grupo amino de las sélido (Ca(OH),) Precipitacion solido
nanoparticulas (probablemente Zn(OH),)

Tabla 3.4.1 Valores de % de ion absorbido por las nanoparticulas en funcién del pH de carga.

En la tabla se observan los valores maximos de carga obtenidos segun el pH de trabajo. En
la mayoria del los resultados obtenidos coinciden aproximadamente con el valor elucidado
segun los diagramas de distribucion de especies realizados en el apartado 3.1.1, excepto para
el caso del ion calcio. Para este el valor maximo de carga se obtiene a un pH superior al
esperado, 10,3. La causa de esto es la precipitacion que se produce a pH basicos del hidroxido
de calcio de manera que éste queda adherido a las nanoparticulas (como se observa en las
imagenes de TEM del apartado 3.1.2) dando falsos resultados de carga. Adicionalmente, las
variaciones altas de los valores de carga en pequefios cambios de pH nos sugieren lo sensible
que es el proceso de carga a pequefios cambios de pH, tanto por la formacion de compuestos
interferentes como en la variacion del estado de los grupos funcionales de las nanoparticulas.
Esta dependencia del pH de trabajo es mayor al trabajar con nanoparticulas que la demostrada
por las resinas, segun observado en estudios anteriores ['l, debido a que la superficie se

encuentra mas funcionalizada y por tanto, con mayor niumero de grupos funcionales.

3.1.4 Caracterizacion de /la remineralizacion dental por microscopia electronica de rastreo
(SEM)

La superficie de las muestras dentales se analizdé por SEM antes y después de aplicar el
tratamiento para poder caracterizar la cristalizacion resultante.

En la Figura 3.1.5 se observa el resultado del grabado acido, que emula al que se produce
en el esmalte en las primeras etapas del proceso de caries. Este proceso inicial se lleva a cabo
para obtener una superficie activada por el acido donde se aplica el agente remineralizante y
asi evaluar cualitativamente el proceso de remineralizacion. Como se observa en la Figura
3.1.5 (a) de menor magnificacion, el grabado es regular en toda la superficie. En la imagen de
mayor magnificacion (Figura 3.1.5 (b)), se observa que han aparecido unas estructuras

semejantes a escamas que corresponden a capas mas internas del esmalte. Por tanto, el



tratamiento de grabado ha realizado una preparaciéon adecuada en la totalidad de la superficie

observada a tratar.
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Figura 3.1.5 Imagen a diferente magnificacién de la superficie del diente después del grabado
dcido.

La Figura 3.1.6 muestra la superficie de la muestra después del tratamiento con la mezcla
de nanoparticulas cargadas (segun descrito en el capitulo de metodologia 2.2.3.1). Como se
observa, en la Figura (a), las escamas que habia provocado el tratamiento acido han quedado
cubiertas por una nueva capa que pertenece a compuestos de hidroxiapatita/fluorapatita, de
manera que el tratamiento es efectivo. Observando a una mayor magnificacién se descubren
restos de nanoparticulas adheridas a la superficie que no se han eliminado después del
proceso de cepillado. Con el fin de eliminarlas se realizaron dos lavados en agua MilliQ durante
30 segundos cada uno con sonicacion. El resultado fue una disminucion de la cantidad de
nanoparticulas presentes pero no total, de manera que la adhesion de la silice a la superficie

del diente es alta, probablemente debida a la porosidad que presenta el esmalte.
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Figura 3.1.6 Imagen a diferente magnificacién de la superficie del diente después del
tratamiento remineralizante con nanoparticulas y del cepillado utilizado para limpiar la
superficie.



3.2 ESTUDIO DE LA CRISTALIZACION DE HIDROXIAPATITA EN PRESENCIA DE
AMELOGENINA

Para evaluar la accién de la amelogenina en el crecimiento cristalino durante un proceso
remineralizante se realizaron una serie de experimentos /nvifro previos a la aplicacion en
muestras dentales. Se simularon las condiciones de liberacién controlada que aportan las
resinas/nanoparticulas mediante bolsas de didlisis de tamano de poro concreto y se analizaron
los sdlidos precipitados en la interfase. La caracterizacién fue primeramente por difraccién de
rayos X para poder identificar si se trataba de hidroxiapatita y, a continuacion, por microscopia
electrénica para determinar si la forma de cristalizacion es dependiente de la presencia de

amelogenina o no.

3.2.1 Anélisis Rayos X de las diversas cristalizaciones de las bolsas de didlisis

Los difractogramas obtenidos para las muestras del precipitado correspondiente al
resultado de la reaccion de los iones liberados a través de las bolsas de didlisis en la solucién
se compararon con el difractograma de referencia correspondiente a la sustancia comercial de
hidroxiapatita para poder identificar el compuesto. Como se observa en la Figura 3.2.1 las
sefales caracteristicas correspondientes a la hidroxiapatita estan presentes con menor
intensidad en las muestras sintetizadas debido a la diferencia de cristalizacion que muestran
las muestras. Aun asi, el precipitado obtenido en ambas condiciones se puede identificar como

hidroxiapatita.
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Figura 3.2.1 Difractogramas de las muestras de hidroxiapatita sintetizada comparados con la referencia:
(a) sintesis sin proteina y (b) con amelogenina

3.2.2 Anélisis SEM de las diversas cristalizaciones de las bolsas de didlisis

Como se ha descrito en la introduccién en el apartado 1.1.2, las proteinas tienen un
importante efecto en el proceso de remineralizacidon dental. Por ello se caracterizaron los
resultados obtenidos en las cristalizaciones /nvifro con bolsas de dialisis sin y con presencia de
amelogenina mediante microscopia electronica de barrido comparandolos con la hidroxiapatita
comercial. En la Figura 3.2.2 se observan las tres muestras comparadas a las mismas
magnificaciones. La primera corresponde a la hidroxiapatita comercial y presenta aglomeracién
de cristales algunos de ellos con bordes redondeados que no presentan un crecimiento
conjunto. Para el segundo caso sin presencia de proteina (Figura 3.2.2 (b)) se puede observar
que los cristales son notablemente mas grandes con bordes bien delimitados. El tercer caso
(Figura 3.2.2 (c)), con presencia de amelogenina, los cristales que presentan son mas
pequefios y compactos en comparacion con las dos muestras anteriores. Esto se debe a un

crecimiento guiado por la proteina que permite obtener cristales con una cierta orientacion y



compactacion, dicha estructura les dota de caracteristicas mejoradas como una alta resistencia

al ataque acido 551

Figura 3.2.2 Comparacién a diferentes magnificaciones de las cristalizaciones de hidroxiapatita
en diferentes condiciones: (a) compuesto comercial, (b) sin amelogenina y (c) en presencia de

amelogenina.

5] Zhu D, Paine ML, Luo W, et. al. Altering Biomineralization by Protein Design, J Bio/ Chem. 2006, 281 (30): 21173-
21182.



3.3 ESTUDIO ESPECTROSCOPICO CON RADIACION SINCROTRON DE LA
REMINERALIZACION DENTAL

Como se ha referenciado en la introduccién, existe una amplia variedad de dificultades a la
hora de determinar y caracterizar el resultado de procesos de remineralizacion que impliquen la
formacién de fluorapatita. Es por ello que en este apartado se presentan los resultados
obtenidos en la aplicacion de la microscopia infrarroja con las mejoras que ofrece utilizar una
fuente de luz sincrotron en el andlisis.

Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 2.2.3, hemos obtenido los resultados que

se describen a continuacion.

3.3.1 Seleccion de las regiones de inferés (ROI) y analisis por sincrotron

Para la localizaciéon de las areas de mayor interés en la muestra dental inicialmente se
realizé un escaneo completo de la superficie con un microscopio FT-IR sin radiacion sincrotron
que permitié gran velocidad de escaneo para cubrir toda la muestra en un tiempo relativamente
corto. Se escanearon muestras de referencia (sin ningun tipo de tratamiento) y muestras con
diversos tratamientos. Los datos obtenidos se trataron con el Software Omnic de Thermo
Fisher para obtener los correspondientes mapas de intensidad de picos.

Las sefales obtenidas en la regién del espectro comprendida entre 900 y 1200 cm-!
corresponde, segun bibliografia €, a los sfreching simétricos (v1) y asimétricos (vs3) de la
vibracion del grupo fosfato representado como una doble banda en el espectro IR. Para
localizar las sefales caracteristicas de los compuestos de fluoroatita e hidroxiapatita se
analizaron muestra de referencia que se observan en la Figura 3.3.1 donde se muestra que los
dos compuestos tienen maximos a diferentes longitudes de onda y, por tanto, que son

diferenciables realizando el espectro IR.

5] penel G, Leroy G, Rey C, et. al. Infrared and Raman microspectrometry study of fluor-fluor-hydroxy and hydroxyl-
apatite powders. J Mater Sci-Mater M. 1997, 8: 271-276.
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Figura 3.3.1 Espectros IR de las referencias de hidroxiapatita y fluorapatita.

En la Figura 3.3.2 (a) se muestra el mapa de intensidad del pico a 1094 cm-' y en la (b) se
representa el area a 1061 cm-'. En la representacion del pico de 1094cm-! se observa una fina
capa de maxima intensidad en la superficie del esmalte. Esta nueva capa no presente en las
muestras de referencia es consecuencia de la accion del material remineralizante empleado en
el tratamiento. Por el contrario, la distribucion de la sefial caracteristica de la hidroxiapatita se
encuentra repartida de manera homogénea en toda el area del esmalte (Figura 3.3.2 (b)).
Adicionalmente, al observar el area correspondiente a la dentina, se puede concluir que, la
sefal de fluorapatita es completamente inexistente, y complementariamente, se encuentran
zonas homogéneas correspondientes a hidroxiapatita. La zona verde en el interior del diente
que se observa en la figura (b) corresponde a la pulpa y muestra un espectro completamente

diferente.
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Figura 3.3.2 Mapas de intensidad representando el Grea de los picos de IR: (a) 1094 cm™ (FA) v (b)
a 1061 cm™ (HA).

Aparece reportado en la bibliografia que los cambios en la vibracién en el area del fosfato
estan correlacionados con las dimensiones de la celda unitaria. La banda que se estudia
aparece en esa region y puede explicarse como una superposicion de multiples bandas
correspondientes a los dos sfrefchings antes comentados [7l. En el articulo de Pleshko N et. al.,
un espectro IR de hidroxiapatita se define como la combinaciéon de 3 componentes principales
denominados A, B y C (Figura 3.3.3). El componente B se asigna al “hombro” centrado cerca
de 1090 cm-' que aumenta cuando los cristales tienden a ser mas pequefos. El componente B
juntamente con el C (centrado en 1105cm-) representan los dos elementos de 03 cuya forma
depende de la simetria local de los cristales de hidroxiapatita que varia cuando se produce la
sustitucion de los grupos hidroxilos de la hidroxiapatita por los fluoruros para obtener
fluorapatita. Esta variacion provoca el aumento del pico que se observa a longitudes de onda

mayores y que se asigna a la fluorapatita (Figura 3.3.1).

[ Pleshko N, Boskey A, Mendelsohn R. Novel infrared spectroscopic method for the determination of crystallinity of
hydroxyapatite minerals. Biophys J. 1991, 60(4): 786-93.



Figura 3.3.3 Asignacién de componentes para

el pico de hidroxiapatita en el estudio publicado
por Pleshko N et. al. ™,

Absarbonce
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Los resultados obtenidos juntamente con los espectros Raman (apartado 3.4.2) permiten
observar que la presencia de fluorapatita es mayor en zonas externas del esmalte. Teniendo en
consideracion estos resultados, se analizaron tres diferentes profundidades en el esmalte:
externo, medio e interno, ademas de una regién de dentina. En la Figura 3.3.4 se muestra un
esquema del mapa realizado con radiacion sincrotrén que corresponde a un area de 300 x 100
pm2, Las areas seleccionadas distaban entre ellas en unos pocos micrometros empezando des
de una pequefia area proxima a la resina de encaste de la muestra dental y correspondiente a
la interfase, para poder seleccionar la capa mas externa del esmalte, hasta llegar al limite entre

el esmalte y la dentina.

Figura 3.3.4 Esquema de la
situacion de los puntos medidos
en las ROIs seleccionadas:

1) Esmalte interno
2) Esmalte intermedio
3) Esmalte externo

La Figura 3.3.5 muestra los espectros y el mapa de intensidades para las bandas
presentes centradas en 1660 cm' que corresponden a las vibraciones de amidas de las
proteinas presentes. La distribucion que sigue muestra su presencia mayoritariamente en la
region de la dentina, siendo inexistentes en el esmalte. En muestras tratadas con agente
remineralizante en presencia de amelogenina no se observa presencia de sefales en el

esmalte, por tanto, no hay incorporacién de proteina durante el tratamiento.
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Figura 3.3.5 Espectros y mapa de intensidad representando el Grea de los picos de IR a 1660 cm”™

para: a) esmalte y b) dentina.

3.3.2 Distribucion de hidroxiapatita y fluorapatita en el esmalfe

La clara presencia de fluorapatita en el exterior del esmalte revela un buen proceso de
remineralizacion y fluoracion producido por el agente NMTD ya que en dientes de referencia no
se observa (figura 3.3.6 (a)). La presencia de pixeles de cierta intensidad en la sefal de
fluorapatita observados en el interior del esmalte cerca de la dentina es el resultado de la
difusion de esta especie por los conductos del esmalte [8l. Debido a que la dentina presenta una
composicion diferente al esmalte, el proceso de difusién no continia en aquel medio, y por
tanto, no se encuentra fluorapatita en la dentina, quedando toda acumulada en la interfase. La
inexistencia de fluorapatita en el esmalte intermedio es debido al sellado de los conductos
debido a la formacién de una nueva capa de fluorapatita en el exterior del esmalte.

En la Figura 3.3.6 se muestran tres espectros IR medidos a diferente profundidad en el
esmalte dental y su comparacién con los espectros de referencias de fluorapatita e
hidroxiapatita. La relacién de intensidades entre los dos picos sobrepuestos sobre 1100 cm-!
varia segun la concentracion de fluorapatita. En ciertas partes del esmalte externo la aparicion
de un pico alrededor de 1200 cm-! claramente correlacionado con el espectro de referencia de
la fluorapatita permite corroborar las hipotesis. Al contrario que los espectros de la zona interna
y media que muestran grandes similitudes con la sefal de hidroxiapatita de referencia. Estos
resultados forman parte de la evidencia de un proceso de remineralizacion dependiente del

tratamiento aplicado.

(6] Takahashi M, Zheng J, Mori K, et. al. Histological structures and acidic etching sensitivities of the enamels at the

occlusal pit parts in the deciduous and permanent teeth. Mater Sci Eng. 2006, 26: 703- 706.
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Figura 3.3.6 Seiial IR del grupo fosfato de fluorapatita (1094cm™) e hidroxiapatita (1061 cm™) del
esmalte dental tratado con proteina a diferentes profundidades en el diente.




3.4 EFECTO DE LA AMELOGENINA EN EL PROCESO DE REMINERALIZACION

Corresponde esta parte a los resultados obtenidos en el estudio de la presencia de la
proteina amelogenina en el proceso de remineralizacion. De esta forma, los resultados que se
describen a continuacién corresponden a la aplicaciéon de la espectroscopia vibracional (IR y
Raman) a muestras dentales antes y después del tratamiento remineralizante en diferentes

condiciones.

3.4.1 Estudios con IR en muestras remineralizadas

En la Figura 3.4.1 se muestra el espectro IR obtenido con luz de sincrotrén correspondiente
al grupo fosfato para una muestra dental tratada con el producto remineralizante NMTD en
presencia de amelogenina (Figura 3.4.1 a)) y otra muestra tratada unicamente con dicho
producto remineralizante en ausencia de amelogenina (Figura 3.4.1 b)). No se observan
diferencias significativas entre los dos dientes, el espectro muestra para ambos casos una
sefnal similar a la obtenida para la referencia de fluorapatita (ver Figura 3.4.1) en la medida
correspondiente al esmalte externo y una similitud a la sefial de hidroxiapatita en las medidas
de esmalte interno e intermedio. En concordancia con estos resultados la presencia de
amelogenina en el proceso para obtener la formacién de una nueva capa de remineralizacion

en forma de fluorapatita no parece ser necesaria.
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Figura 3.4.1 Comparacién de la seial IR de fosfato en espectros de esmalte tratado (a) en presencia y
(b) en ausencia de amelogenina.



Sin embargo, la orientacion especifica del ensamblado molecular es uno de los resultados
de la interaccion entre la proteina y las nuevas unidades resultantes de la remineralizacion.
Esta orientacion especifica correspondiente a la cristalizacion no es posible observarla en el
espectro IR, por este motivo se realizd la caracterizacion de la superficie con microscopia
electrénica de barrido (SEM). Las imagenes SEM obtenidas revelan un crecimiento controlado,
obteniendo cristales alargados y con una cierta orientacion €. En la Figura 3.4.2 (a) se muestra
la superficie resultante después de un tratamiento de grabado acido. El esmalte presenta los
cristales de manera discontinua y poco compactados, este estado es caracteristico de las
primeras etapas de las caries. Como se puede apreciar en las imagenes de las Figuras 3.4.2
(b) y (c), una capa de fosfato de calcio, identificada como fluorapatita en los espectros de IR y
Raman, se ha formado en la superficie del diente cubriendo las “escamas” que presentaba el
esmalte tratado con acido. La diferencia se observa en la Figura 3.4.2 (c) donde los cristales
forman pequefias agujas debido al mecanismo de cristalizacion guiado por la proteina.
Adicionalmente la densidad de empaquetado de los cristales nuevos es claramente superior si
se compara con la imagen 3.4.2 (b). Estas caracteristicas que produce la presencia de
amelogenina son la que dotan al tejido dental de una mayor resistencia frente al ataque acido

por un nuevo proceso de caries [0,

Figura 3.4.2 Imdgenes SEM del esmalte después de (a) un tratamiento écido, (b) tratamiento
remineralizante y (¢) tratamiento remineralizante con amelogenina.

T Fan Y, Sun Z, Moradian-Oldak J. Controlled remineralization of enamel in the presence of amelogenin and fluoride,
Biomaterials, 2009, 30: 478-483.

[0l Tanimoto K, Le T, Zhu L. Effects of Fluoride on the Interactions between Amelogenin and Apatite Crystals. J Dent
Res. 2008, 87: 39-44.



3.4.2 Estudios con Raman en muestras remineralizadas

Los resultados anteriores se han completado con medidas de espectroscopia Raman. Para
ello, se midieron los espectros Raman de los compuestos de referencia, fluorapatita e
hidroxiapatita. En la Figura 3.4.3 se comparan los espectros de muestras de polvo de HA y FA,
donde se han senalado regiones espectrales con las diferencias mas destacadas. Estas
diferencias son debidas a una contraccién de la celda unitaria debida a la transformacion de
hidroxiapatita en fluorapatita la cual produce cambios en las frecuencias de algunos de los
modos vibracionales, en particular los correspondientes al grupo fosfato, que dan lugar a las
bandas mas fuertes en los espectros Raman. Este cambio en el tamafio de la celda produce un
desplazamiento de aproximadamente 4cm-! entre el valor para HA a 960 cm-! hasta el de FA a
964 cm-', Figura 3.4.3(a) que corresponde a la misma variacibn que ha sido descrita
previamente por Campillo M et. al. ["l. Esta diferencia en el espectro Raman es debido al
cambio en el blue shift (anti-Stokes) de la banda v1 correspondiente al pico caracteristico. Se
selecciond la region entre 805 — 1185 para registrar los espectros Raman de las muestras de
dientes tratados y no tratados. La relacién sefial:ruido obtenida no permitié, en las condiciones
de medida, obtener datos suficientemente concluyentes de las zonas marcadas (b) y (c) en la
Figura 3.4.3.
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Figura 3.4.3 Espectros Raman de hidroxiapatita (HA) y fluorapatita (FA).

1] Campillo M, Lacharmoise P, Torrado A, et. al. Calcium speciation on dental enamel by Raman scattering to assess

effective teeth fluoridation. In press.



En la Figura 3.4.4 (a) se presenta un imagen compuesta registrada en el microscopio
Raman de una muestra dental tratada donde se sefiala una de las ROIs seleccionadas
previamente (apartado 3.3.1). En la 3.4.4 (b) se muestra una ampliacién de la imagen donde
tiene representada una linea de pixeles sobre la cual se han adquirido los espectros Raman en
intervalos de 2 ym. Como se puede observar, las medidas se realizaron desde la interfase

entre la resina y el esmalte (pixel amarillo) hasta el esmalte intermedio (pixel negro).

14880 1567 (22 Lram 15 1¥me 1378

Figura 3.4.4 Imagen microscépica de: (a) la superficie total del diente y (b) ROI seleccionada para
hacer las medidas de Raman.

La representacion de la Figura 3.4.5 representa la posicion del pico caracteristico segun la
posicién en la linea denotada en la muestra. De manera que en el eje de ordenadas (eje y) se
sefiala la posicion del pixel analizado en la muestra segun la distancia con el origen. Y en el eje
de abcisas (eje x) se muestra el valor del desplazamiento (Raman shiff) en el que se encuentra
la sefial Raman caracteristica. De esta manera se puede observar que en la capa externa del
diente, el pico corresponde a fluorapatita con un desplazamiento de 964 cm-!, en cambio a
medida que el espectro se adquiere a mayores profundidades del esmalte la sefal se desplaza
hacia el shift de la hidroxiapatita, llegando a aproximar el valor de 960 cm-' a una profundidad

de 30 ym en el esmalte.
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Figura 3.4.5 Representacién de la posicién del pico caracteristico seg(in la posicién en la linea
denotada en la muestra.

La Figura 3.4.6 presenta los espectros registrados en la ROI seleccionada, donde se puede
observar un desplazamiento en la frecuencia del modo v1 de 960 a 964 cm-', relacionado con la

presencia de fluorapatita que se encuentra en las capas del esmalte mas externo.
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Figura 3.4.6 Espectros Raman tratados que muestran la presencia de fluorapatita (FA) (964 cm™) en
ciertas partes del esmalte externo. Sefial a 960 cm™ correspondiente a hidroxiapatita (HA).



El mismo analisis realizado en muestras sin tratamiento con NMTD (ver Figura 3.4.7)
confirma que en toda la capa externa del esmalte de dichas muestras no hay presencia de
fluorapatita, ya que todos los espectros obtenidos presentan un desplazamiento Raman de
aproximadamente 960 cm-'. Tanto los espectros medidos en diferentes partes del esmalte
como en la dentina muestran el desplazamiento Raman correspondiente a hidroxiapatita. Por
tanto, la ausencia de senal de fluorapatita en las referencias y la aparicion de ésta en la
superficie de las muestras sometidas al tratamiento remineralizante corrobora la efectividad del

tratamiento aplicado, asi como los resultados obtenidos por IR.
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Figura 3.4.7 Imagen y espectros Raman del esmalte externo de una muestra sin tratamiento en
comparacién con espectro de referencia de fluorapatita (FA) (964 cm™).

Todos los espectros fueron analizados mediante un ajuste de curvas, utilizando el software
Renishaw Wire 3.3 y empleando una sola curva mixta Gausiana/Lorenziana (aprox. 30%/70%)

en el rango entre 930 — 990 cm-1, para obtener el valor de intensidad maxima del pico.



3.5 ESTUDIO DE LA INHIBICION DE CALCULOS DENTALES

Para evaluar la accion antisarro de mezclas de los compuestos fitato y pirofosfato se
realizaron una serie de experimentos en los que se varié la concentracidon de los dos
inhibidores. Se calculd el % de inhibicién obtenida y, paralelamente, se evalué el efecto que el

tratamiento tenia sobre la dureza del esmalte.

3.5.1 Valores de inhibicion

Se testaron 3 diferentes concentraciones de fitato y pirofosfato siempre manteniendo la
relacion de 5 veces mayor la cantidad de pirofosfato en relacién a la de fitato. Esta relaciéon
corresponde a la relacién de concentraciones existente de los dos compuestos en muestras de
orina con un alto poder de inhibicion ['21'3], Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla
3.5.1 donde se observa que los valores de inhibicion aumentan al aumentar la concentracién
de inhibidores, llegando a ser maxima y cercana al 100% para 3 ppm de fitato y 15 ppm de
pirofosfato. De manera que se puede determinar que los dos compuestos tienen un efecto

sinérgico positivo obteniendo valores elevados de inhibicion a concentraciones bajas.

Fitato (ppm) Pirofosfato (ppm) % Inhibicion
0 0 N/A
0,3 1,5 12,0
1,5 75 83,3
3 15 96,8

Tabla 3.5.1 Valores de inhibicién obtenidos en presencia de diversas concentraciones.

3.5.2 Efecto sobre el esmalfe

Las mismas concentraciones utilizadas en el tratamiento inhibidor del apartado 3.5.1 se
aplicaron aqui para estudiar el efecto que esta formulacidon podian provocar en los tejidos
dentales. Las medidas de diferencia de dureza sobre el esmalte entre los valores iniciales y los
de después del tratamiento se muestran en la Figura 3.5.2. Las observaciones de variaciones
de dureza revelan una disminucion de la dureza del esmalte para la formulacion con mayor
concentracion de inhibidores. En cambio, para el resto de formulaciones inferiores se observa
que la variacion es similar a la que se obtiene con el grupo de control, por tanto, no es
significativa. El analisis estadistico t para muestras dependientes revela que solo existen
diferencias significativas para el grupo de mayor concentracién de inhibidores, que por tanto, si

que producen un efecto negativo respecto la dureza del esmalte.

[12] Grases F, Conte A. Urolithiasis, inhibitos and promoters. Uro/ Res, 1992, 20: 86-88.

(23] Muhoz JA, Lépez-Mesas M, Valiente M. Inhibitors of Oxalocalcic Lithiasis: Effects of Their Interactions on Calcium

Oxalate Crystallization. Urology. 2012 [Epub ahead of print].
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Figura 3.5.2 Valores de variaciéon de la dureza del esmalte después del tratamiento con diversas
concentraciones de inhibidores.



3. 6 INCORPORACION DE UN CATALIZADOR HETEROGENEO AL BLANQUEAMIENTO
DENTAL

En este apartado se resumen los estudios correspondientes a la modificacion de un
producto blanqueante comercial con un sistema de catalisis heterogénea consistente en zeolita
cargada con iones de hierro. El objetivo principal de esta variacién es aplicar los principios de la
reaccion de Fenton a un material con peréxido de carbamida para obtener una mayor eficiencia
en el blanqueamiento debido a que la reaccién de Fenton provoca una mayor produccién de
radicales hidroxilo y dotando de un poder oxidante mas elevado, como se indicd en la
introduccién (ver capitulo 1.3.1). La finalidad de utilizar este catalizador heterogéneo es evitar
la formacion de los tipicos hidroxidos de hierro insolubles que se forman en la reaccion de
Fenton convencional y, al mismo tiempo, evitar la posible formacion de manchas que podrian
aparecer sobre el diente por la adsorcion de las especies hidroliticas del hierro. De esta forma,
el hierro se inmoviliza en una zeolita, lo que permite realizar lo que se denomina un proceso de
catélisis heterogénea. Para evaluar la mejora que aporta este sistema se han estudiado
diferentes condiciones, tales como, tiempo de aplicacion, concentracion y estado de oxidacion

del hierro.

3.6. 1 Deferminacion de la carga de la zeolita

La capacidad de la zeolita para adsorber iones de hierro es un parametro basico en el
proceso de catalisis. Tal y como se ha descrito en el apartado 2.2.6.1, la evaluacion de esta
capacidad se lleva a cabo mediante la determinacién de la carga de iones de hierro en estas
zeolitas. En este caso, esta determinacién se realiza a partir de la cuantificacion del ion
presente en la solucién de desorcion.

La capacidad se calcula como milimoles de hierro retenido por gramo de zeolita segun la
ecuacion recogida en el capitulo 2.7.1.

Los valores mas altos obtenidos para la carga con hierro con la Zeolita USY fueron para
Fe (lll) 0,447 £ 0,006meq/g y para Fe (Il) 0,185 £ 0,005meq/g. Mediante el test de tiocianato
41, realizado para todas las muestras, se verificd que los iones inmovilizados en la zeolita no se
liberan al contacto con la disolucidon acuosa. Adicionalmente y utilizando la reaccién con
permanganato, se demostré que el peroxido de hidrogeno no es absorbido por la zeolita ['4, de

manera que la concentracion permanece constante después de adicionar zeolita al medio.

3.6.2 Efecto blanqueante en presencia de catalizador heterogéneo (zeolita)

En los datos que recoge la Figura 3.6.1 muestra la variacion de color representada por AE
respecto el tiempo para todos los grupos estudiados de ambas especies de hierro. La
pendiente de las rectas de blanqueo con zeolita cargada con Fe (lll) aumentan con el aumento

de la cantidad de zeolita afiadida al producto blanqueante (Figura 3.6.1 (a) y Tabla 3.6.1),

141 Burriel FM, Lucena CF. Quimica Analitica Cualitativa. Madrid: Paraninfo, 1992.



indicando el efecto positivo de la presencia de i6n hierro en la produccion del radical hidroxilo,
Figura 3.6.2 (P<0,001). La mayor pendiente (1,56 min-') corresponde a la concentracién de 7,6
mM de Fe (lll). Asimismo, los dos grupos sin presencia de hierro (referencia y blanco)
presentan las pendientes mas bajas 0,9139 y 1,0155 min-! respectivamente, sin diferencias

significativas.

81 (a)

AE
(&)
4

—e— Referencia

—a— Blanco

2 ‘ ‘ 1.9 mMFe
Tiempo (min) 3.8 mMFe

——5.7 mMFe
(b) —e— 7.6 MMFe

AE
IN

Tiempo (min)

Figura 3.6.1 Cinética del proceso de catdlisis utilizando: (a) Fe lll y (b) Fe Il variando la
concentracion de catalizador.

Fe (Il) Fe (llI)
Referencia y = 0,8388x + 2,092
Blanco y =0,6753x + 1,971 y=1,016 x + 2,710
1,9 mM y =0,6082x + 1,610 y = 1,194x + 2,539
3,8 mM y = 1,240x + 0,994 y = 1,453x + 1,762
5,7 mM y = 0,4922x + 2,760 y =1,337x + 2,779
7,6 mM y = 0,9642x + 2,316 y = 1,564x + 2,203

Tabla 3.6.1 Comparacién del efecto catalitico de Fe (lll) y Fe (ll) segdn la relacién AE = f(t)
en las diferentes condiciones estudiadas.



Los resultados obtenidos (Tabla 3.6.1) para los grupos que contienen zeolita cargada con
Fe (ll) revelan diferencias significativas para P<0.05. Como se observa en la Figura 3.6.1 (b),
los valores de blanqueo de los grupos de referencia y blanco son inferiores comparados con los
grupos que contienen zeolita cargada. La concentracion de 3,8mM presenta la pendiente
mayor 1,240 min-".

La Figura 3.6.2 ilustra el contraste de cinéticas entre los dos estados de oxidaciéon del
hierro estudiados, se muestran diferencias significativas (P<0.05) en todos los grupos excepto
en el de referencia. Las muestras tratadas con el blanqueante que contenia Fe (Ill) muestran

mayores valores de blanqueamiento.
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Figura 3.6.2 Comparacién de las diferentes concentraciones estudiadas de Fe (lll) y Fe (lI).

Como se puede observar en la representacion del blanco, el material de la zeolita tiene un
cierto efecto en el proceso de blanqueamiento. La maxima carga conseguida para la especie

de hierro (Il) es sustancialmente menor a la conseguida con el ion Fe(lll) de manera que la



cantidad de zeolita necesaria para tener la misma concentracién de hierro en ambos casos
requiere afiadir una mayor cantidad para el ion Fe(ll). Comparando los valores de la figura 3.3
correspondientes al blanco y a la referencia se puede observar que este material tiene un
efecto negativo sobre el proceso de blanqueamiento. Este efecto puede estar relacionado con
el secuestro de ciertas especies reactivas, pero no del peréxido como ya se demostré con el
test del permanganato ['4. De manera que la disminucién del blanqueo puede ser debido a que
se produzca una interaccion entre la zeolita y la cantidad de radicales OH libres en el medio. La
reaccion Fenton depende directamente de la liberacién de los radicales generados en los poros
del interior de la zeolita, por tanto, una baja difusion de éstos y la posible adsorcion en el
material puede provocar el efecto negativo que se observa [19],

Respecto las diferencias entre los resultados obtenidos para Fe (ll) y Fe (lll), el proceso
que parte de la especie en estado de oxidacion Ill deberia ser mas lento ya que, de acuerdo
con el mecanismo conocido y recogido en el capitulo 1.3.1, la reaccion Fenton necesita pasar
por la especie Fe (ll) ['6I'7]. Sin embargo, los valores de blanqueo son significativamente
inferiores en todos los grupos con el ion Fe (ll).

Este comportamiento se puede explicar debido al efecto del material utilizado. La zeolita
tiene un efecto negativo sobre el efecto blanqueante. Adicionalmente, la carga de Fe(ll) en la
zeolita es inferior a la de Fe(lll) lo que ocasiona una mayor presencia de zeolita cuando
utilizamos Fe(ll) para obtener la misma concentracién total de i6n de Fe. Ciertos estudios han
demostrado que la velocidad de un proceso catalitico depende del grado de dispersion de los
centros activos en la superficie del catalizador '8, de manera que el reactivo migra por los
centros activos e inactivos y el control de la difusion determina la velocidad del proceso
catalitico. La baja carga en Fe (Il) incrementa las distancias entre los centros cataliticos activos
en la zeolita lo que provoca un descenso del numero de radicales disponibles para el proceso
de blanqueamiento.

Estos resultados se han comparado con otro estudio publicado por el Dr Lee et. al. 19,
aunque debido a las diferencias de condiciones en que se han realizado ambos estudios, esta
comparacion es sélo cualitativa. En el trabajo presente, los tiempos de aplicacion no exceden
los 20 minutos frente a las 72h maximas empleadas en el trabajo mencionado del Dr. Lee.

Ademas, las concentraciones de H2O> utilizadas son claramente inferiores en nuestro estudio

(18] Chanaga-Quiroz T, Giraldo-Duarte S, Almanza-Pubiano L. Modification of the Zeolite-Matrix Ratio in FCC Catalysts
and its Impact on Yields and Quality of Middle Distillates. /ng Univ. 2009, 13 (1): 9-26.

[16] Gonzalez-Olmos R, Holzer F, Kopinke FD, et. al. Indications of the reactive species in a heterogeneous Fenton-like
reaction using Fe-containing zeolites. App/ Catal A-Gen. 2011, 398: 44-53.

[17] Laat J, H Gallard, Ancelin S, et. al. Comparative study of the oxidation of antrazine and acetone by H20./UV,
Fe(I)/UV, Fe(lll)/H202/UV and Fe(ll) or Fe(lll)/H202. Chemosphere. 1999, 39 (15): 2693-2706.

(18] Cwiklik L, Jagoda-Cwiklik B, Frankowicz M. Influence of spatial distribution of active centers on the kinetics of model
heterogeneous catalytic processes. Surf Sci. 2004, 572: 318-328.

(197} ee BS, Huang SH, Chiang YC, et. al. Development of in vitro tooth staining model and usage of catalysts to elevate

the effectiveness of tooth bleaching. Dent Mater. 2008, 24(1): 57-66.



se ha utilizado una concentracién de peréxido de carbamida del 15% equivalente a 5.4% de
H202, inferior al 30% utilizado en el estudio de Lee et. al. ['9],

El proceso de manchado utilizado en el estudio de Dr. Lee difiere del utilizado en este
trabajo, de manera que las manchas obtenidas en condiciones desiguales pueden provocar
diferencias en los resultados del proceso de blanqueamiento. Pese a estas diferencias, se
observa una eficiencia de blanqueamiento superior en los resultados del presente trabajo. Asi,
el valor de AE obtenido para Lee et. al. en los procesos de blanqueamiento es de
aproximadamente 26 utilizando una concentracion de perdxido del 30% con hierro y durante un
periodo de 72 horas. En cambio, el presente trabajo obtiene un AE de 5,5 utilizando una
concentracion del 15% de gel de peroxido de carbamida, que corresponde al 5,4% de H202 y

un periodo de aplicacion de 20 minutos.
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€Conclusiones




Los resultados expuestos constituyen una nueva contribuciéon al desarrollo de materiales

dentales para su aplicacion en el area de la salud bucodental. Para ello se han aplicado nuevas

metodologias analiticas que han permitido la caracterizacion tanto de estos materiales como de

los procesos en que se aplican. A continuacion se detallan las conclusiones mas importantes

que se pueden extraer de los resultados expuestos.

En relacion al desarrollo de sistemas de intercambio idnico basados en nanoparticulas de

silice derivatizada y su aplicacién en procesos de remineralizacion dental:

Las cargas obtenidas para los sistemas estudiados son relativamente bajas respecto a
los resultados esperados. Esto se atribuye tanto a un bajo rendimiento de la
derivatizacién como a los procesos de agregacion de las nanoparticulas que hacen
disminuir drasticamente la superficie de contacto.

El tratamiento con nanoparticulas produce una nueva capa sobre la superficie del
diente cubriendo casi totalmente la estructura que deja el grabado de los especimenes.
Capa que incluye las propias nanoparticulas a pesar de la limpieza por cepillado y

proceso de sonicado de las muestras tratadas.

Sobre el desarrollo de nuevos métodos analiticos para la caracterizacion de procesos de

remineralizacion dental:

La radiacion sincrotron permite obtener una buena resolucion de especies quimicas
(hidroxiapatita frente a fluorapatita), permitiendo adicionalmente realizar mapas
precisos del proceso de remineralizacion de las muestras dentales.

Los mapas de intensidad de sefial IR realizados muestran sefal de fluorapatita
solamente en la capa mas externa del esmalte. En las capas denominadas intermedia
e interna, el espectro IR corresponde al compuesto de hidroxiapatita. En el caso de
muestras no tratadas (de referencia) las sefales de fluorapatia son inexistentes, por
tanto, el agente utilizado en el proceso permite la remineralizacion del esmalte formado
el compuesto de fluorapatita.

La presencia de amelogenina Unicamente afecta la forma de cristalizacion de la
fluorapatita, ya que los espectros obtenidos en muestras en presencia y en ausencia de
proteina son practicamente iguales. Atribuimos a la amelogenina la guia del proceso de
cristalizacion para obtener una superficie mas compacta formada por pequefnos
cristales de fluoraptita. Adicionalmente el espectro IR no observa sefal de proteina lo
que se interpreta como ausencia de incorporacién de proteina al esmalte en el
tratamiento, la Unica sefal de proteina se localiza en la dentina.

Los espectros Raman confirman los resultados obtenidos con IR, observando la
presencia de fluorapatita en el esmalte externo de las muestras. Asimismo, en el

esmalte intermedio e interno de las muestras tratadas sélo se observa sefial Raman de



hidroxiapatita. Para las muestras dentales de referencia no se localiza sefal de

fluorapatita en ningun punto.

En relacién a los estudios realizados sobre la inhibicion de calculos dentales mediante

inhibidores y sus efectos en los tejidos dentales:

La mezcla binaria de fitato y pirofosfato produce un efecto inhibidor en la cristalizacion
de calculos dentales de oxalato calcico. Dicho efecto aumenta al aumentar la
concentracioén, llegando a ser cercana al 100% para 3 ppm de fitato y 15 ppm de
pirofosfato.

Los inhibidores no afectan a la dureza del esmalte de forma significativa, exceptuando
la mayor concentracion utilizada, por tanto, podrian ser aplicables a productos

comerciales.

Sobre la utilizacion de zeolitas cargadas con iones Fe2* o Fe3* como catalizador Fenton

para la mejora de las propiedades blanqueantes de un producto comercial:

La presencia de las zeolitas cargadas con iones de hierro mejora la accion del
blanqueador comercial aumentando su velocidad de actuacion, por el contrario, la
zeolita sin cargar o en grandes cantidades tiene un efecto negativo que disminuye la
velocidad de blanqueo.

En el caso de la zeolita cargada con Fe3*, a medida que se aumenta la concentracion
de hierro presente aumenta también la velocidad de blanqueamiento siendo maxima
para la concentracion maxima estudiada de 7,6mM Fe (lll) lo que se debe al aumento
del area de contacto del catalizador.

Para el i6n Fe2* alcanza un valor maximo a una concentracién de 3,8 mM, dando
velocidades inferiores a concentraciones mayores de hierro, y por tanto, mayores
cantidades de zeolita. Este hecho explica la contribucion negativa del soporte de zeolita
en el proceso de blanqueo, contribucién que hemos atribuido a la adsorcién por la
zeolita de radicales hidroxilo.

La conclusion anterior viene reforzada por el hecho que para la misma concentracion
de i6n hierro, los valores de velocidad de blanqueo son significativamente mayores en
el caso del ion Fe3* ya que el idbn Fe2* tiene una considerablemente menor carga en la
zeolita, lo que implica una presencia mayor de zeolita para conseguir las mismas

concentraciones.
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Heterogeneous catalyst improves commercial teeth bleaching by using Fenton reactions

INTRODUCTION

Nowadays a white, beautiful smile has become an important issue for a large portion of the
society [1, 2]. It is well known that some dietary factors, habits like smoking or some medicines
can lead to extrinsic and intrinsic tooth discoloration [3-5]. Consequently, the sales of whitening
products are increasing substantially and there is a wide variety of bleaching agents [6-8].

The exact mechanism of action of most marketed bleaching products on the teeth whitening
systems is still unclear. However, there is evidence of the ability of hydrogen peroxide to
penetrate the tooth structure and generate free radicals, which oxidize the organic compounds
responsible for the stains [9, 10]. Currently, most vital teeth whitening systems incorporate
carbamide peroxide as the active agent. Carbamide peroxide is chemical adduct of urea and
hydrogen peroxide which upon dissolving in water or saliva disassociates back into hydrogen
peroxide and urea [11]. Whitening systems based directly or indirectly on the action of hydrogen
peroxide have shown good clinical results and great satisfaction of the patients [12].

The increasing number of patients asking for faster whitening treatments has lead to the
development of different systems based on light sources, addition of chemicals or metal
activation to accelerate the action of hydrogen peroxide [13-16].

On the other hand, the Fenton-like processes have been used as a powerful source of hydroxyl
radicals obtained from hydrogen peroxide. The presence of transition metal cations allows
producing the radicals in mild reaction conditions [17-21]. Previous studies have shown that
bleaching treatment can be more efficient when ferrous ion is added and Fenton’s reaction can
take place [22, 24]. However, the penetration of iron ions to the enamel creates new stains, thus
decreasing the efficacy of the overall whitening process [6]. Zeolites loaded with ferrous iron
can fix the cations and be efficiently used in combination with hydrogen peroxide in the
oxidation process [21, 23]. In fact, the rate of Fenton reactions is higher for heterogeneous
catalysts than for homogeneous media [18].

In this concern, previous studies developed zeolite system loaded with ions with the purpose of
increasing the bleaching efficacy of H,O, [24]. In this publication, Lee et. al. were able to
successfully improve the whitening process and established the feasibility of the concept.
However, the whitening conditions used required a long application time and high
concentrations of H,O, that can cause gum irritation and more sensitive teeth [9,10,11]. On the
other hand, the reported methodology does not consider the hydrogen peroxide degradation
that occurs in presence of iron ion [25]. Thus, a considerable decrease of H,O, can be expected
for the proposed treatment times leading to results non suitable for reported comparison.
Considering Lee et al study as a proof of concept for the use of Fenton type heterogeneous
catalysts in the tooth whitening process, the need to explore the kinetic parameters of the
process under conditions that are suitable for in vivo applications becomes obvious. Thus, the
present work is addressed not only to overcome the limitations of previous studies but specially

to provide fundamental support for the new observed findings.



The main purpose of the present paper is to study the catalytic effect when commercial teeth
whitening materials are applied in the presence of a cation-loaded zeolites in order to provide
basic fundamentals of the results obtained. In this concern, both oxidation states (Fe (ll) and Fe

(1)) were studied systematically under application times recommended by producers of
whitening materials.



MATERIALS AND METHODS

Specimen preparation

One hundred and eighty freshly extracted bovine intact incisors were stored in 0.5% (w/w)
chloramine T for no more than 1 week. Roots were removed using a diamond blade saw (SBT
865, South Bay Technology Inc., CA, USA). Teeth were embedded in acrylic resin (Probase
Cold, Ivoclar Vivadent, Shaan, Liechtenstein) with the labial surface facing the outer side of the
specimen. Once the polymer was set, specimens were lightly polished using wet SiC paper P-
200 (Abeja Debray, Spain) in order to expose a flat surface of fresh enamel. The surface was
then finished by sequentially polishing with P-600 and P-1500 SiC paper (Abeja Debray, Spain)
in order to allow precise color measurements.
The whitening material (15% carbamide peroxide, VivaStyle, Ivoclar Vivadent, Shaan,
Liechtenstein) was purchased in the open market from a dental wholesaler.
To improve the staining procedure, specimens were sequentially exposed to solutions of HCI
0.12M for 60 seconds, saturated NaCO; for 30 seconds and again HCI 0.12M for 60 seconds.
This etching process allows colored substances to penetrate deeply in the tooth. After the
etching process, teeth were rinsed with deionized water for 1 minute [23].
The staining solution was prepared by dissolving 5.5g of soluble coffee (Natural coffee,
Carrefour, Spain) and 4g of gastric mucin (Gastric mucin powder, American Laboratories Inc.,
USA) in 1600 ml of tea (Classic Tea, Hornimans, Spain). After mixing all the components, the
solution was kept at 37 C and stirred by bubbling with N2. The staining process was monitored
every day during the first week and at the end of the process by determining AE from measured
L*, a*, and b* using a chromameter (Konica Minolta CR-221, Japan). The staining solution was
renewed after each measurement. As discussed below, AE revealed to be most appropriate
parameter to observe teeth staining. This staining process was conducted for a total 14 days in
order to obtain homogeneous stains. Then, specimens were washed and kept in water until
measured.
After the staining process was completed, specimens were randomly divided in twelve groups
(six groups for Fe (lll) and six for Fe (Il)) (n=15). Group size was calculated in order to
distinguish variations of 3 units of the L parameter of the color space considering the variability
observed in previous studies.
Each group was treated with different amounts of zeolite loaded with iron Il or Ill added to the
whitening material:
e Reference. Original commercial whitener. (1 syringe for whitening step)
e Blank. OmM Fe (lll) or Fe (ll). (1 syringe + 51,2mg zeolite or 122,6mg zeolite without
iron load)
e 1.9 mM Fe (lll) or Fe (II). (1 syringe + 13,4mg zeolite Fe (IIl) or 31,8mg zeolite Fe (I1))
e 3.8 mM Fe (lll) or Fe (). (1 syringe + 26,0mg zeolite Fe (lIl) or 61,5mg zeolite Fe (ll))
e 5.7mM Fe (lll) or Fe (Il). (1
e 7.6 mM Fe (lll) or Fe (II). (1)

(1 syringe + 38,6mg zeolite Fe (lll) or 92,4mg zeolite Fe (Il))
(1 syringe + 51,5mg zeolite Fe (lll) or 123,6mg zeolite Fe (I1))



Zeolite loading
The catalyst was prepared starting from commercially available Y zeolite in ammonium form

(Zeolyst International, USA). This zeolite is characterized by an 11.5 SiO,/Al,O3 molar ratio, with
0.05 % wt. of Na,O. The unit cell size is 24.35 A and the total surface area of 730 m2/g. The
structure of this material is given in Fig. 1[26].

< Fig. 1>
Three grams of the zeolite were loaded with Fe (lll) in a solution with 70 ml of 0.05 M Fe (NO3);
at pH 1.88 for 1h at room temperature. The pH was strictly controlled using a glass electrode
(Crison 52-02, Spain) connected to a potentiometer (EDT Instrument series 3, England) to avoid
the formation of iron complexes that could decrease the load of the zeolite. After the
conditioning period, the solid was filtered and washed thoroughly with MillliQ water. The zeolite
was finally dried in an oven at 80 C for 24 h.
The zeolite loaded with Fe (llI) was obtained using the same process except that a FeSO, 0.05M
solution at pH 4.03 was used and the process was carried out under N, atmosphere to avoid the
oxidation of Fe (ll).
The loading capacity of the zeolite was determined using a stripping process. Fifty milligrams of
zeolite were treated with 10 ml HCI 1M for 3 h. The concentration of Fe was determined using
ICP-OES (Iris Intrepid Il XSP, Thermo Electron).
In order to determine whether the Fe ions loaded in the zeolite were released in water solution,
3ml of whitener mixed with 123.6mg load zeolite was stirred in 10ml of MilliQ water for 2
minutes. The mixture was then filtered and 0.5ml of a saturated sodium tyocianate solution was
added to the filtered solution in order to visually assess the absence of iron. Iron in the medium
reacts (reaction 1 and 2) with tyocianate and red complexes are obtained [27].
Fe®* + 3 SCN” — Fe (SCN); (1)
3 SCN + 2 Fe (SCN); < [Fe (SCN)4J + [Fe (SCN)* (2)
The possible absorption of hydrogen peroxide by the zeolite was evaluated by stirring 1g of
zeolite in 25ml 0,48% (w/w) peroxide solution. Hydrogen peroxide concentration was quantified
before and after the contact with zeolite using a 0.02M potassium permanganate solution. In the
presence of hydrogen peroxide, the redox reaction (3) would take place and the characteristic
violet color of MnO,4 would disappear giving way to a colorless solution of Mn?* [27]:
5H,0,+ 2 MnO, + 6 H < 5 0,+ 2 Mn* + 8 H,O (3)

Measurement of the whitening effect

The color of the specimens after the staining process was measured using a colorimeter
(Konica Minolta CR-321, USA). Color coordinates of the L*a*b* color space were recorded in
order to calculate Delta E [28, 29]. This parameter was shown to be most appropriate to monitor
the bleaching effect (see Fig. 2). Samples were marked in order to perform all the
measurements on the same area of the specimen.

< Fig. 2>



The bleaching agent was prepared by mixing the commercial whitener and a controlled amount
of zeolite to obtain the desired iron (Il or Ill) concentration. The whitening system was then
extended over the specimen surface using a small plastic spatula. Specimens were kept in a
plastic tray with the tooth facing the tray at 37 C during the whitening time. The whitening
process was followed stepwise in periods of various minutes to study the kinetics at the
beginning of the process:

1% step: 6 minutes

2" step: 3 minutes (9 minutes of total whitening)

3" step: 5 minutes (14 minutes of total whitening)

4" step: 6 minutes (20 minutes of total whitening)

After each step, specimens were washed with water and brushed with a soft toothbrush for 20
seconds to remove the whitener from the surface. Then, the color was measured and a new
dose of whitener was applied.

The color change ratio was calculated as (4):

AE* = J(AL®Y +(Aa*)’ +(Ab*) @)
Data obtained were analyzed using ANOVA one-way to detect the presence of significant
differences among the study groups with the same oxidation state of iron. When differences
were detected a Student Newman Keuls test was used to identify such differences. All the

statistical tests were conducted at the 95% confidence level [30].



RESULTS

Load of the zeolite

The values of load were 0,447+0,006 mmol Fe/g zeolite and 0,185+0,005 mmol Fe/g zeolite, for
Fe(lll) and Fe(ll) respectively. All the samples tested negative on the tyocianate test [27],
indicating that the iron loaded on the zeolite was not released to the water. No hydrogen
peroxide absorbed by the zeolite was detected using the reaction with permanganate [27],
peroxide concentration remains constant after the addition of zeolite to the solution.

Staining process dynamics

Figure 3 shows the staining process variation with time. Most of the staining build-up took place
during the first three days (near 90% of total amount). Then, the absorption of chromophore
substances dramatically decreased, and after 8 days no significant changes of the AE
parameter were observed.

< Fig. 3>

Whitening with zeolite loaded with Fe

Figure 4 shows AE vs. time for all the studied groups and for both iron species. The slopes of
the whitening curves with zeolite loaded with Fe (lll) increase with the amount of zeolite added
to the whitener product (Fig. 4b), thus indicating the positive effect of iron in the hydroxyl radical
production Table 1 (P<0.001). The highest slope (1.56 min'1) corresponds to the concentration
of 7.6mM Fe (lll). On the other hand, the two groups considered that did not include iron
(reference and blank) presented the slowest whitening slopes of 0.9139 and 1.0155 min”’
respectively, without significant differences.

<Fig. 4 - Table 1>
Groups containing different amounts of zeolite loaded with Fe (llI) revealed significant
differences (P<0.05). As shown in Figure 4b, whitening values for reference and blank groups
are lower compared those of the zeolite containing groups. The concentration of 3.8mM
presents the highest slope of 1.24.
Figure 5 illustrates the contrast of kinetic plots in the whitening process for the different
concentrations of zeolite added of both iron ions. Samples containing Fe (lll) showed higher
whitening values revealing significant differences (P<0.05).

< Fig. 5>



DISCUSSION

In this study, the potential of accelerating a carbamide peroxide whitening material using a
zeolite loaded with iron was evaluated.

The monitoring of the staining process showed a remarkable decrease after the second day.
Therefore, saturation of external enamel with chromophore compounds seems to take place at
the beginning of the process. Once the external enamel is saturated, the slow diffusion rate of
the organic compounds through the highly mineralized tissue possibly prevents the absorption
of more chromophore substances [31]. It should be pointed out that the staining process
performed in this study does not reproduce a clinical situation, in which the exposure to staining
substances is not continuous [32]. However, the process was designed to obtain homogeneous,
reproducible stains that allow accurate measurements in an in-vitro setting.

The observed differences in Figure 2 between AE and AL values correspond to variation in the
parameters a and b from the CIE L*a*b. Such variations are noticed to be in the same direction,
except for b values that are negative for Fe(ll) catalyst and are positive for Fe(lll). This behavior
may be related to the possible release of respective ions from the zeolite support. In any case,
the release is negligible and the average contributions of these variations are less than 5% of
the AE variation.

Zeolite material can affect the whitening process as it is observed in the variation of Blank
results (Figure 5-b), since, as stated before, higher amount of zeolite is employed when Fe(ll) is
the target catalyst. This negative effect of the zeolite on the whitening process is assigned to the
withdrawal of some reactive species, since it was proved by performing the permanganate test
[27] that the interaction between zeolite and hydrogen peroxide does not change its
concentration [33]. Thus, the observed decrease of bleaching is attributed to a decrease in
available OH radicals during the process. Fenton reaction strongly depends on the delivery of
such small size radicals. In this case, OH radicals generated at the internal zeolite porous
present a difficult diffusion and a possible adsorption, thus, leading to a less effective bleaching
process [34].

Regarding the differences between Fe (Il) and Fe (lll) groups, the use of Fe (lll) needs the
Fenton type reaction to obtain Fe (ll) and start the Fenton process [35, 36]. Thus, a slower
process should be expected for samples containing Fe (lll). However, the whitening values
obtained with Fe (lll) are clearly higher than Fe (ll) values. This can be explained by the lower
load obtained with Fe(ll), which results in higher amounts of zeolite needed to obtain the same
concentration of Fe as in Fe (lll) samples. Due to the negative effect of the zeolite, the color
change is lower. In addition, a decrease of peroxide concentration occurs due to the dilution
produced by the larger amount of zeolite added.

Since conditions are dramatically different, in particular application time, only a rough
comparison with the previous study [24] can be made. In the present study, application time
does not exceed 20 minutes in any case. Moreover, H,O, concentrations used in this paper are
normally used in commercial whitening systems. The concentration of carbamide peroxide in

the commercial system used is 15%. This is equivalent to 5.4% of H,O,, as compared to 30%



H.O, used by Lee et al. Furthermore, Lee et al used a staining process that differs from the one
used in the present study. The different stains obtained may account for some of the differences
observed in the whitening process. Therefore, a direct comparison of the results of the two
studies is not possible. However, it shall be pointed out that an improved efficiency of the
whitening system is observed in the present study. Thus, AE/% H,O, values of 0.87 correspond
to the results reported by Lee et al using 30% H,O,, while our results show AE/% H,O, values
of 1.02 using a carbamide peroxide gel, with a corresponding H,O,.concentration of 5.4 %.

Furthermore, concerning our results of lower efficiency when using Fe(ll) as catalyst, the rate of
the catalytic process depends on the dispersion degree of active centers on the catalyst
surface, since the reactant can migrate between active and inactive regions, the surface
diffusion will control the overall rate of the catalytic process. The lower load of Fe (ll) will
increase the distance between the active catalytic centers in the zeolite leading to a lower

release rate of radicals, thus decreasing the whitening process [37].

CONCLUSION

In the present in-vitro study, zeolite loaded with iron ions has revealed the potential to
accelerate the whitening process of a carbamide peroxide commercial gel. Basic foundations for
these results are provided.

In addition, Fe(lll) loaded ions produce higher decolorization against Fe(ll) ions. Loaded zeolite
was found stable during the process application, allowing its incorporation in commercial

bleaching products.
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Table Captions

Table 1. Comparison of Fe(ll) against Fe(lll) catalytic effect by the linear relationship AE = f(t)
for the different conditions employed.

Figure Captions

Figure 1. Schematic representation of Y zeolite.

Figure 2. Comparison of AE and AL values vs time for a whitening experiment.

Figure 3. Staining process of bovine teeth vs time for successive applications.

Figure 4. Whitening kinetics using catalyst:. a) Fe (lll) and b) Fe (ll) varying catalyst
concentration (presented as AE vs time for the different conditions assayed).

Figure 5. Comparisons of Fe(lll) against Fe(ll) catalyst effect at the different conditions
assayed.



Table 1

Fe (I) Fe (Il

Reference Y =0.7638x+2.433 y=0.9139x + 1.750

Blank y=0.6753x+1.971 y=1.0155x+2.710

1.9 mM y=0.6082x + 1.610 y=1.1944x + 2.539

3.8 mM y=1.2404x + 0.994  y=1.4527x+ 1.762

5.7 mM y =0.4922x + 2.760 y=1.3372x + 2.779

7.6 mM y=0.9642x + 2316 y=1.5641x + 2.203
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Advanced Remineralization Processes of Human Dental
Tissues. Spectroscopic Characterization Using Synchrotron-

based Fourier-Transform Infrared and Raman Microspectroscopy




Advanced Remineralization Processes of Human Dental Tissues.
Spectroscopic Characterization Using Synchrotron-based
Fourier-Transform Infrared and Raman Microspectroscopy

Ortiz-Alias P ', Blanco F', Ellis G?, Dumas P?, Valiente M

1 Universitat Autonoma de Barcelona, Dept. of Chemistry, Centre GTS, Campus de la UAB,
Edifici CN. 08193 Bellaterra (Barcelona), Spain

2 Institute of Polymer Science & Technology, ICTP — CSIC, ¢/ Juan de la Cierva 3, 28006
Madrid, Spain.
3 SOLEIL Synchrotron, L’'orme des Merisiers, BP48, F-91191 Gif-sur-Yvette cedex, France.

* Corresponding author at: Centre Grup de Tecniques de Separacio en Quimica, Edifici CN,
Universitat Autonoma de Barcelona, 08193 Bellaterra (Barcelona), Spain, Tel.: +34 93 581 29
03. Fax.: +34 581 23 79 E-mail address: Manuel.Valiente@uab.cat.



Advanced Remineralization Processes of Human Dental Tissues.
Spectroscopic Characterization Using Synchrotron-based
Fourier-Transform Infrared and Raman Microspectroscopy

Ortiz-Alias P ', Blanco F', Ellis G?, Dumas P?, Valiente M

1 Universitat Autonoma de Barcelona, Dept. of Chemistry, Centre GTS, Campus de la UAB,
Edifici CN. 08193 Bellaterra (Barcelona), Spain

2 Institute of Polymer Science & Technology, ICTP — CSIC, ¢/ Juan de la Cierva 3, 28006
Madrid, Spain.

3 SOLEIL Synchrotron, L’'orme des Merisiers, BP48, F-91191 Gif-sur-Yvette cedex, France.

Abstract

Newly developed ion exchange resins and mesoporous silica nanoparticles containing a fluoride
ion act as novel anti-caries products when they come into contact with the tooth surface,
producing new apatite layers. Raman and reflection-mode synchrotron IR microscopy
techniques reveal differences in morphology and composition between treated and reference
samples. The P-O stretching region between 900 — 1200 cm” presents a doublet in the IR
spectrum where clear intensity variations between pure hydroxyapatite (HA) and fluorapatite
(FA) spectra can be identified. On the contrary to the internal enamel layers, the external region
presents strong similarities with the reference FA spectra. In addition, a characteristic Raman
shift for FA was observed in the external layer of treated samples enamel. Furthermore, the
presence of amelogenin during the new enamel formation process induces and controls the
crystallization of apatite. The use of SEM technique allowed a better assessment of the apatites
created in the tooth surface and has enabled the observation of a new HA layer with ribbon-like

crystal formation in treated samples.

Keywords: Raman spectroscopy, FTIR spectroscopy, Amelogenin, Hydroxyapatite, Fluorapatite,
Synchrotron radiation

Introduction

The most widespread disease affecting teeth is due to dental caries and its consequences.
Despite the general use of home care strategies such as fluoride toothpaste, dental caries is still
considered as the most common oral disease in developed countries [1]. Because of its high
mineral content (~97%; apatite) and low amount of organic matrix (~3%; protein) human dental
enamel can be considered as a biogenic ceramic with a high microscopic and nanoscopic
architectural organization [2]. Hydroxyapatite (HA), as the main component of tooth enamel,
undergoes a continuous cyclic demineralization and remineralization process, and in an acidic

environment the demineralization process dominates and the first steps of caries emerge [3]. It



is known that the administration of fluoride ions helps to prevent the cariogenic demineralization
to a large extent [4]. In this respect, the formation of fluoroapatite (FA) is the goal, either by the
substitution of hydroxyl groups from HA by fluoride ions or by the new formation of FA in the
tissue structure, thus providing higher mechanical strength and acid resistance [5]. Most of the
fluoride release systems developed thus far are inefficient for this purpose since the release
mechanism is not appropriate to generate FA [6]. In this sense, new controlled release
formulations based on ion exchange resins loaded with calcium, fluoride and phosphate ions
have been developed [7,8,9]. The total amount of caries-inhibiting ions available depends upon
the resin capacity and the rate of the discharge. The optimum conditions are provided by a
system which achieves a deposition effect with gradual discharge of the ions onto the tooth
surface forming the desired fluoride compounds [8].

Biological control over mineral formation through protein recognition is of capital importance for
biomineralization processes such as dental remineralization [10]. Many studies on dental
proteins demonstrate the key role of proteins in the control of nucleation, orientation,
polymorphism and morphology of the mineral phase providing highly organized hierarchical
microstructures with high strength and anti-abrasive properties [11,12]. The extracellular matrix
of the developing enamel comprises two major classes of protein: the hydrophobic amelogenins
and the acidic enamelins. Supramolecular assembly of several units of amelogenin into
nanospheres has been recognized as a key factor in controlling the oriented and elongated
growth of enamel apatite crystals in matrix-mediated mineralization [13,14,15,16].

A large number of methods based on different techniques have been suggested to evaluate
tooth material composition, such as microradiography, microhardness, luminescence
[17,18]. Although these techniques are useful for estimating the mineral content, they cannot
reveal the spatial position and/or concentration in dental tissues. Due to a very similar atomic
structure and the same space symmetry group, the clear identification of FA and HA using
spectroscopic techniques is difficult. Since F™ is smaller than OH", the triangle formed by the
three coordinating calcium ions shrinks causing a symmetry-conserving contraction of the unit
cell in the a,b plane. This volume reduction which amounts to about 1% is responsible for the
greater mechanical strength of fluorapatite versus hydroxyapatite [19,20]. Moreover, this
substitution cause an increase in crystal size by virtue of better packing of the crystal lattice
causing a variation in the intensity of phosphate bands. Vibrational spectroscopic methods have
been widely used for measuring phosphate and hydroxide vibrations, which are very sensitive to
substitution within the apatite lattice [21], and FT-Raman spectra are used to provide evidence
for the identity of the apatite. Furthermore, fluoride substitution in HA causes a strong variation
in the v; phosphate modes [22]. FTIR spectra can provide concise information on the fluoride
content from dental samples [23, 24, 25, 26]. Synchrotron IR microspectroscopy is emerging as
a powerful technique that combines the high brightness of the synchrotron source (that yields a
better signal to noise ratio, compared to the traditional globar sources) together with high spatial

resolution for even the smallest biological targets [27]. These two unique features allow the



characterization of the structure and morphology of dental tissues and the collection of spectral
maps in specific regions of the tooth [28].

The aim of this work is focused on the understanding of the behavior of a new dental
remineralization agent and the effect of low protein levels on the formation of new mineral
structure using Raman, synchrotron IR microspectroscopy and SEM to evaluate the

remineralization results.

Methods and Materials

The methodology applied has followed a procedure including sample preparation, spectroscopic

observations and analysis of the data obtained:

Sample preparation

1. Tooth preparation and biomimetic coating application

For dental profile studies, 15 recently extracted human caries-free molars were selected and
sectioned in 4 pieces using a diamond saw (Southbay Technology Inc., USA). Each tooth
fraction was treated following a different procedure for subsequent comparison: reference,
etching and NMTD treatment with and without protein. The specimens prepared were stored in
0.5% chloramine-T (Panreac, Spain). Previous to the remineralization process, the surface was
slightly etched with 37% H;PO, (Panreac, Spain) for 30 seconds to dissolve the first apatite
layer, thus obtaining the enamel surface as an early stage caries model. The coating was
prepared by application on the tooth surface of a mixing paste of unknown weight NMTD with
some drops of artificial saliva with electrolyte capacity with and without amelogenin (4,5M KCI
and 2,3M NaCl, 100ug/ml amelogenin) [29]. The treatment was continued for 4 days at room
temperature with the addition of artificial saliva every 12 hours and daily NMTD renewal. The
NMTD material was removed by rinsing the teeth with MilliQ water. Subsequently, each tooth
fragment was sliced using polishing equipment with different weights to obtain a width of 30-35
pum. The support used for the samples was an epoxy resin, serving for both polishing and also

for performing the measurements at the synchrotron facility.

2. Amelogenin preparation

Purified recombinant porcine amelogenin full-length rP172 was prepared as described
previously [30]. The rP172 protein consists of 172 amino acids and is an analogue to the full-
length native porcine P173, but lacking the N-terminal methionine and a phosphate group
Ser16. The proteins were expressed in Escherichia coli strain BL21-codon plus and purified by
ammonium sulfate precipitation, and reverse-phase high performance liquid chromatography
(Waters Alliance, USA, Grace fenil, 250*4 mm, 5um, Vydac C18, 250*4.6mm, 5um).

Spectroscopic Measurements

Spectroscopic measurements were performed on the SMIS beamline at SOLEIL Synchrotron,
France, (proposal numbers 20101061 and 20100419).



3. Fourier transforms infra-red spectroscopy measurements

A Thermo Scientific Nicolet iN10 FT-IR Microscope was used to scan the whole surface of the
tooth, working at a lower spatial resolution allowing a greater scan speed. Spectra were
recorded in the reflection mode at spectral resolution of 16 cm™"in the range between 4000-650
cm” after recording a background from Au. To examine specific areas of the tooth, synchrotron
infrared microscopy was performed at the SMIS beamline (SOLEIL, France). This beamline is
equipped with a Continuum IR microscope (Thermo Nicolet, USA) coupled to a NEXUS FTIR
spectrometer bench Nicolet 5700 (Thermo Nicolet, USA) and a liquid nitrogen cooled mercury
cadmium telluride (MCT-A) detector. The microscope was equipped with a computer-controlled
x/y stage allowing acquisition of profiles or maps of the sample. In the present study, spectra
were collected in reflection mode, at 8 cm™' spectral resolution over the range between 4000-
650 cm™ using Atlus software (Thermo Nicolet Instruments), and for each spectrum, a minimum
of 200 scans was accumulated. The raw data was transformed into absorbance values format.
Spectra with synchrotron radiation were collected from the dentine and in three parts of the
enamel: external, medium and deep, from 300 x 100 pm2 areas of the teeth. The background
was defined by combining 500 scans from Au. Data acquisition and processing were performed

using Nicolet Omnic software (Version 8.0, Thermo-Nicolet).

4. Raman spectroscopy measurements

Raman spectroscopy was used for ensuring the presence of fluoroapatite in treated samples,
and their comparison with references. For this purpose, a Thermo Scientific DXR Raman
Microscope (Thermo Scientific, USA) equipped with an excitation laser at 532 nm was used.
The samples were analyzed over the range 3500-50 cm” collecting spectra from 2x2 pm2 areas

on the sample using a 50x — 0,75 NA objective with a 50 um pinhole.

Results and discussion

The analysis of teeth samples using Raman and synchrotron IR microspectroscopy in reflection
mode have shown interesting and promising differences in morphology and composition
between treated and reference teeth samples. The results have been expressed in terms of
spectral evidences. In this respect, specific spectral regions were considered to be
representative of the observed effects, basically those regions depending on phosphate and

hydroxide group vibrations.

Regions of Interest (ROI) selection. In order to locate the areas of major interest, complete
tooth samples were scanned using Thermo Scientific Nicolet iIN10 FT-IR Microscope due the
greater scan speed. The spectral region from 900 to 1200 cm-1 corresponds to phosphate
symmetric and antisymmetric stretching vibrations (04 and v; respectively) showing a double
band in the IR spectrum [31]. Figure 1a shows the intensity map representing the area under
the IR peak at 1094 cm™ and Figure 1b the area at 1061 cm™. A thin red layer of maximum

intensity at the 1094 cm™ (Figure 1b) of the enamel is observed at the external surface. In



contrast, the relative intensity map reveals homogeneous 1061 cm” signal distribution
throughout both enamel and dentine areas (Figure 1b). The green region inside the tooth
corresponds to the pulp and has clearly different spectra.

As reported in bibliography the changes in the spectral region of phosphate stretch are
correlated with the size (c unit cell dimension) and the dimension of the crystals [32]. Pleshko N
et al explain the 900-1200 cm-1 region as a multiple bands arising from both the phosphate
vibration v1 and v3 modes. In this paper is resolved into three modes when the degeneracy is
lifted. Component B corresponding to the shoulder centered near 1090cm-1 is largest for the
apatite mineral of smallest crystal size, this increase arises from a disordered phosphate not
located in the crystalline environment. It is probable that this component, together with
component C centered near 1105 cm-1 represent two elements of the v3 mode, whose

degeneracy is lifted by the local symmetry of the HA crystal lattice.
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External areas where the FA intensity was observed to be higher were further analyzed by
means of both Raman and synchrotron IR microscopy. Taking into account these observations,
three different depth sites of the enamel, identified as internal, intermediate and external were
analyzed as selected ROls. As shown in Figure 3, the mapping was performed over an area of
300 x 100 pmz. Areas selected were used for depth analysis distant between them by a few
micrometers starting in the outer enamel to deep enamel and before reaching dentine.

On the other hand, as shown in Figure 2b IR spectra demonstrated the presence of protein
amide | band at 1660 cm™ and phosphate mineral on the dentine but not in the enamel region
[29]. The mapping image in Figure 2 represents the distribution of protein in treated human
teeth. As it can be appreciated, the protein is predominantly an important part of the dentine. In
addition, no protein band is observed in the external enamel layer in treated samples with
amelogenin. As a consequence, it can be assumed that no incorporation of protein in the

enamel occurs during the treatment with NMTD containing amelogenin.

FA and HA distribution in tooth enamel. The clear presence of FA in the outer region of the
enamel reveals a good remineralization and fluoridation processes, due to the remineralization

agent NMTD both in presence and in absence of amelogenin (Figure 1a). The high intensity



pixels for FA signal observed at the inner enamel near to dentine area is a result of the FA
diffusion process through the enamel ducts [33]. Due to the different composition of the dentine,
this flow of FA into dentine medium is stopped, so the FA is accumulated until this interface
point. The inexistence of FA in medium enamel is because of the sealing of the external ducts
with the new FA layer formed.

Figure 4 shows three IR spectra recorded at different depths of the tooth, recorded using the
synchrotron source, for their comparison with pure HA and FA references. The ratio of
intensities of the two peaks overlapped around 1100 cm™' is modified because of the variation in
the concentration of FA. Indeed, the external enamel shows a peak around 1120 cm™, clearly
correlated to the FA reference spectrum. These strong similarities suggest a new
remineralization layer might have been formed. Besides, the intermediate and internal dentine
regions show similarities amongst themselves and with HA. This evidence appears to confirm
that the remineralization process occurs only on the enamel surface and depends directly on
the treatment applied.

As already mentioned, the transformation from HA into FA causes a unit cell contraction which
can be followed by monitoring the changes in the frequency of the vibrational modes of the
phosphate units, which are Raman active. Reference spectra of HA and FA were acquired, as
illustrated in Figure 5. The most notable difference in the Raman spectrum is the blueshift of the
v1 band corresponding to the main peak, which is associated to the volume reduction of the unit
cell, and is approximately 3 cm’” (HA: 961 cm” and FA: 964 cm'1), which closely fits the
theoretically calculated value of 4 cm” [34]. As occurring with IR data, a Raman shift is
observed for the FA peak in the external layer of the enamel (Figure 5). Hence, the Raman

spectra confirm the same positive results for the expected remineralization process.

Effect of amelogenin on the remineralization process. Figure 6 shows the phosphate IR
signal of an amelogenin treated tooth (Figure 6a) and a tooth treated only with the
remineralization system (Figure 6b). No significant differences were observed between both
teeth samples, and the spectra from external enamels are clearly similar to the reference FA
signals, and the intermediate and internal enamels show HA band profiles. According to these
results, no amelogenin is necessary for the formation of a new FA remineralization layer.

Nonetheless, the oriented supramolecular assembly of the extracellular macromolecules that is
only achieved by the interaction with amelogenin is a crucial step, although impossible to
observe in the IR spectra. SEM images of the enamel surface may reveal the controlled,
oriented and elongated growth of the carbonate-containing fluoridated hydroxyapatite crystals
within enamel prisms [29]. The SEM image of the enamel surface following acid etching is
presented in Figure 7a. Enamel crystals at the surface were discontinuous and broken
resembling early enamel caries. As it can be appreciated in Figure 7b and 7c, a calcium
phosphate coating, identified as FA by IR and Raman spectra, was formed on the surface of the
tooth. As shown in Figure 7c, the crystals were needle-like fluoridated hydroxyapatite, due to

the effect of the protein on the crystallization mechanism. Interestingly, the packing density of



the needle-like crystal coating increased dramatically with the presence of protein, compared
with Figure 7b.

Conclusion

High spatial resolution IR and Raman miscrospectroscopy has provided clear evidence of the
distribution of fluorapatite in teeth after applying a remineralization treatment, showing high FA
concentration in a thin layer on the surface of the enamel, and penetration to the dentine
interface through the enamel ducts, before these were sealed by remineralization. The
spectroscopic evidence did not show any difference in treatments with or without protein,
however SEM evidence showed that a coating with the highest mineral packing density was

obtained in the presence of amelogenine.

We are grateful to Dr. Christophe Sandt for assistance and to the SOLEIL staff for smoothly
running the facility.
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Figures

Fig. 1. Intensity maps representing the areas under the IR peaks at: a) 1094
cm™ (FA) and b) at 1061 cm™ (HA).
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Fig. 2. Intensity map representing the area under the IR peaks at 1660 cm™,
FT-IR for enamel (a) and dentine (b).
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Fig. 3. Measured points in a ROI corresponding to 1) External enamel, 2)
Intermediate enamel and 3) Internal enamel.




Fig. 4. Phosphate IR signal of FA (1094 cm™) and HA (1061cm™) on enamel
treated with protein in different depths of tooth.
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Fig. 5. Raman shift spectra of dental sample in different depths of treated tooth.
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Fig. 6. Phosphate IR signal comparison between enamel treated with (a) and

without (b) amelogenin.
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Fig. 7. SEM images of enamel (a) after acidic etching, (b) after the treatment
and (c) treatment with amelogenin.







Los estudios que se presentan en esta Tesis Doctoral se encuentran focalizados en la
mejora de las propiedades de materiales dentales y su caracterizacion mediante
técnicas que permitan su evaluacion.

La Tesis consta de tres bloques de estudios concretos: blanqueamiento dental,
remineralizacion y efecto antitartar. En el primero de ellos, se modifica un producto
blanqueador comercial con un sistema de catdlisis heterogénea consistente en zeolita
cargada con iones de hierro. En segundo lugar, se ha evaluado los resultados de la
aplicacion de dos sistemas remineralizantes (resinas y nanoparticulas) en esmalte
dentales. Para la caracterizacion de los resultados se han utilizado diversas técnicas que
han permitido la distincién entre los compuestos de hidroxiapatita y fluorapatita en
muestras dentales, como por ejemplo, espectroscopia Raman, IR con fuente de
radiacion sincrotrén, microscopia electrénica, entre otras. Y por ultimo, se han
cuantificado los resultados de la aplicacién de dos compuestos antitartar en la inhibicion
de formacién de calculos dentales.
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