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RESUMEN

Los objetivos de este estudio fueron medir la capacidad desmineralizante del acido
fosférico al 37% en esmalte bovino en periodos de tiempo diferentes (0 h, 24 h, 72 h,
y 7 dias) después de realizar un blanqueamiento con el peroxido de carbamida al
30% (Vivastyle®) y peroxido de hidrégeno al 30% (llumine Office™). Se obtuvieron
cinco secciones de 4x4mm del esmalte de cada corona de 25 incisivos bovinos.
Después de aplicar los agentes blanqueadores durante 90 minutos, los especimenes
fueron almacenados en la saliva artificial durante Oh, 24 h, 72 h y 7 dias, y
posteriormente sumergidos en una solucién de acido fosférico al 37%. A los 15, 30,
60, 90 y 120 segundos, se extrajeron alicuotas de 5ml. Los especimenes de los
grupos controles no fueron blanqueados. El Ca?* presente el la solucién de acido
fosférico se midié mediante Espectroscopia de Absorcién Atomica y adicionalmente
se realizaron estudios de FTIR, ATR, Raman y DRX sobre muestras de esmalte
finamento pulverizado. El &cido fosférico extrajo una mayor cantidad de Ca** del
esmalte después de la aplicacién de peréxido de carbamida al 30% (Vivastyle®) y
peréxido de hidrégeno al 30% (llumine Office™). En los grupos blanqueados con
peréxido de carbamida al 30% la mayor cantidad de Ca** pasé a la solucién de acido
fosférico en los primeros 30 segundos de inmersién. A las 24 h la cantidad de Ca**
extraido fue significativamente mayor en relacion al control, estas diferencias fueron
mas evidentes a las 72h y persistieron a la semana. Cuando el blanqueamiento se
realizé con peréxido de hidrégeno se perdié mas Ca?* cuando la inmersién en acido
fosférico se realizd inmediatamente y a las 24h tras el blanqueamiento. Aunque el
peréxido de hidrégeno ocasiona una mayor extraccion de calcio, no se encontraron

diferencias significativas con respecto al perdéxido de carbamida

Palabras clave: peréxido de carbamida; peréxido de hidrégeno; descalcificacion;
acido fosférico; esmalte; espectrofotometria.



ABSTRACT

The objectives proposed on this study were to measure the demineralizating
capability of the phosphoric acid at 37% in bovine enamel in different periods of time
(Oh, 24h, 72h, and 7 days) after clearing with carbamide peroxide at 30%
(Vivastyle®) and hydrogen peroxide at 30% (llumine Office™). It was obtained five
4x4mm sections of enamel of each crown of 25 bovine incisive teeth. After applying
the clearing agents during 90 minutes, the samples were stored in artificial saliva
during Oh, 24h, 72h, and 7 days, and then were submersed in a phosphoric acid
solution at 37%. At 15, 30, 60, 90 and 120 seconds, were extracted 5ml aliquots. The
control groups’ samples weren’t cleared. The Ca™ present in the phosphoric acid
solution were verified by Atomic Absorption Spectroscopy, and, additionally, studies
of FTIR, ATR, Raman and DRX were made on samples of very fine dust of enamel.
The phosphoric acid extracted a greater quantity of Ca™ of the enamel after the
application of carbamide peroxide at 30% (Vivastyle®) and hydrogen peroxide at
30% (llumine Office™). On the groups cleared with carbamide peroxide at 30%, the
greatest quantity of Ca™ outstripped the phosphoric acid solution at the firsts 30m
seconds of insertion. At 24h the quantity of Ca™ extracted was significantly bigger
than the control group; these differences were more evident at 72h and persisted by
all the week. When the clearing was made by hydrogen peroxide, there was a
greater loss of Ca™, when submersed immediately in phosphoric acid and at 24h
after the clearing made. Even though the hydrogen peroxide have occasioned a
bigger extraction of calcium, wasn’t found significant difference when compared with
the carbamide peroxide.

Keywords: carbamide peroxide; hydrogen peroxide; decalcification; phosphoric acid;
enamel; photospectroscopy;
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1 JUSTIFICACION

Actualmente muchas personas desean mejorar el aspecto de sus dientes, y
se someten a tratamiento de blanqueamiento dental sin reflexiones sobres sus
posibles efectos adversos. El blanqueamiento dental es el tratamiento de eleccion

para tener dientes blancos’ 2*.

La ADA ha expresado su preocupacion con respecto a la seguridad de los
productos blanqueadores, principalmente los utilizados de forma incontrolada en el
hogar, y ha recomendado limitar inicialmente su uso hasta que se haya establecido
totalmente su seguridad. Todavia sigue su uso y las preocupaciones por la

seguridad de eses materiales blanqueadores’ *.

Existe un amplio conocimiento sobre las caracteristicas de la
desmineralizacion ocasionada por el grabado acido del esmalte, que no tiene
. . . 5
consecuencias perjudiciales cuando es correctamente usado®. Los resultados de
varias investigaciones han informado que los productos blanqueadores ocasionan
desmineralizacion de las estructuras dentales e incrementa la ocasionada por el

grabado &cido del esmalte’ > ©.

Es de suma importancia que el dentista tenga conocimientos actualizados a
cerca de los agentes blanqueadores, de sus posibles efectos adversos y de las

distintas técnicas para prevenirlos *.
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En la actualidad hay pocos estudios sobre la pérdida mineral dental
provocada por el uso del material blanqueador o su influencia sobre otros
procedimientos odontoldgicos rutinariamente utilizados en la clinica diaria. En vista
del expuesto anteriormente, este trabajo de investigacion se propone evaluar la
influencia del blangueamiento con perdxido de carbamida y peréxido de hidrégeno al
30% sobre el poder descalcificante del acido fosférico al 37%, inmediatamente
después y en diferentes periodos de demora 24hs, 72hs y 7 dias y en diferentes

periodos de aplicacion 15, 30, 60, 90 y 120 segundos.
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2 INTRODUCION

El blanqgueamiento dental es una técnica relativamente simple y conservadora

que posibilita el restablecimiento del color y la recuperacion de la estética dental.>”®

9,10

Los primeros casos de blanqueamiento dental fueron realizados a finales del
siglo XIX* ° pero no se popularizaron hasta la década de los 70, cuando se
consiguieron los primeros resultados satisfactorios en tinciones por tetraciclinas. En
1989 Haywood y Heymann'' publicaron con detalle la técnica de blanqueamiento
domiciliario mediante la aplicacién de peroxido de carbamida. A partir de ese
momento se ha divulgado enormemente el blanqueamiento domiciliario y su mayor

incremento ha ocurrido en los Gltimos diez afios'

Recientemente, se ha empezado a alternar el blanqueamiento realizado en
casa por el paciente con el realizado en la consulta’. La posibilidad de abuso del uso
de blanqueadores por los pacientes en su casa sin la supervisién del dentista es

actualmente preocupante” '*.

El tratamiento blanqueador se considera seguro y no destructivo, para
eliminar descoloraciones de diente. Sin embargo, a pesar de su extendido uso, no
hay consenso sobre el efecto de los agentes blanqueadores sobre el esmalte.
Algunos investigadores no han observado ningun efecto deletéreo sobre el esmalte

o la dentina después de las aplicaciones de altas concentraciones de agua
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oxigenada usada como blanqueador'’. Sin embargo, numerosos estudios in vitro
han observado efectos negativos de las terapias blanqueadoras sobre las
propiedades fisicas, la integridad marginal del esmalte y color de materiales

restauradores.'

2.1 ETIOLOGIA DE LAS ALTERACIONES DE COLOR

La etiologia de las alteraciones de color de los dientes es multifactorial, ya
que diferentes partes del diente pueden aceptar distintos tipos de manchas'. El
oscurecimiento del diente puede ser ocasionado por distintos factores, esta
decoloracion de las piezas dentarias es un problema que afecta a un gran parte de
la poblacién. Entre los multiples tratamientos que existen para solucionar este

problema destaca el blanqueamiento dental” '® 7

Las alteraciones de color de los dientes se clasifican segun la literatura en las

causadas por factores externos o extrinsecos y las causadas por influencia factores

internos o intrinsecos, que pueden ser congénitas o adquiridas.

2.1.1 Factores Externos o Extrinsecos:

Diversos agentes externos pueden manchar o dafar la superficie de los

dientes, a través de su incorporacion a la pelicula adquirida. Son los mas frecuentes,
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causando alteraciones superficiales del color. Las manchas mas frecuentes son:
café, té negro, tabaco, pipas, vino tinto, marihuana, mascar tabaco, coca-cola, frutos
silvestres, placas bacterianas, mala higiene oral, uso excesivo de productos para
enjuague, metales, taninos y cromoégenos. El blanqueamiento en los casos citados
puede ser eficaz. Es importante que el paciente sea consciente que el abandono de

sus habitos permitira un efecto mas duradero del blanqueamiento® & 16 19. 20.21.22.

23,24

2.1.2 Factores Internos o Intrinsecos:

Son aquellas producidas por sustancias cromégenas en el interior de las
estructuras dentarias. Ese tipo de manchas son mucho mas complicadas y dificiles
de tratar por afectar tanto al esmalte como a la dentina. Generalmente esas
manchas solo pueden eliminarse mediante blanqueamiento dental o procedimientos

mas radicales®”.

Las manchas internas mas frecuentes son las ocasionadas por la herencia,
fluorosis y tetraciclinas. A demas de otras causas como: traumatismos durante la
formacién dentaria; necrosis pulpar; hemorragia intrapulpar debida a traumatismo;
hipercalcificacion dentaria; caries dental; uso de selladores de conductos radiculares
a base de nitratos; ictericia grave; eritroblastosis fetal; deficiencia vitaminica;
fenilcetonuria; tinciones debidas a la edad (envejecimiento); restauraciones
degradadas; restauraciones metdlicas y otros materiales usados en las

restauraciones dentales pueden producir tinciones ° 61°:16:18.19.20.21.22:23
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2.2 AGENTES BLANQUEADORES

Actualmente los agentes blanqueadores mas utilizados son el perdxido de
hidrogeno y el peroxido de carbamida. Ambos pueden ser aplicados tanto en la

consulta como en el domicilio 0 en una asociacion de ambas técnicas?®

2.2.1 Agentes Blanqueadores usados en la consulta

2.2.1.1 Peréxido de Hidrégeno

Este agente blanqueador, parece ser el producto mas eficaz para blanquear
los dientes®®. Se puede utilizar asociado con el perborato de sodio en forma de
pasta. Habitualmente se utiliza a concentraciones del 30 o el 35%, pero puede ser
usado a concentraciones mas bajas. El peréxido de hidrégeno es el agente
blanqueador que habitualmente se utiliza en la consulta tanto en dientes vitales

como no vitales & 2526,

La mayoria de los agentes blanqueadores contienen peréxido de hidrogeno,

siendo habitual su presentacion comercial en gel. Para potenciar su accion de
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decoloracion, se ha recomendado aplicar una fuente de calor, pero debido a su

elevada causticidad, es necesario realizar una técnica muy cuidadosa.

Los geles blanqueadores usados en los tratamientos ambulatorios se deben
aplicar con una férula termoplastica, que tiene como objetivo mantener un contacto
prolongado entre el gel blanqueador y los dientes. Es importante que tenga un buen
ajuste, para que el producto no se disuelva rapidamente en la saliva, lo que reduciria

su eficacia.

2.2.1.2 Peroxido de Carbamida:

El uso del perdxido de carbamida inicialmente se introdujo como antiinflamatorio
en heridas de guerra®’. Posteriormente se extendié a otras especialidades®. El
peréxido de carbamida se considera una alternativa segura al blanqueamiento vital

con PH 328,

Habitualmente se usa a una concentracion del 10 al 15%. El peréxido de
carbamida se descompone en perbéxido de hidrogeno y urea. El peréxido de
hidrégeno a su vez se transforma en oxigeno reactivo y agua. Para el
blanqueamiento en la consulta habitualmente se utiliza a concentraciones que van
del 30 al 44% % 293032 Casj siempre se afiade carbopol y otros espesantes para

producir un gel o pasta para mejorar las propiedades del material.
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2.2.1.3 Perborato de Sodio:

El perborato de sodio es un polvo blanco, alcalino y cristalino que, en contacto
con el agua, se descompone en metaborato de sodio, perdéxido de hidrégeno y
oxigeno & #2932 gy yso est4 indicado en el tratamiento blanqueador de los dientes
no vitales. Se puede usar solo o conjuntamente con peréxido de hidrogeno, con el
objetivo de aumentar su poder blanqueador. Al mezclar los dos componentes se
obtiene una pasta espesa que se coloca en el interior de la cdmara pulpar. La mayor
parte de las preparaciones son alcalinas, ya que permiten un mejor manejo y mayor

seguridad.

2.2.1.4 Acido Clorhidrico

Aunque no es un verdadero agente blanqueador, sus aplicaciones justifican su
presencia en la revision de los tratamientos de las pigmentaciones dentales. Se
utiliza en la técnica de la microabrasion asociado a otros compuestos como la piedra
pomez y el agua oxigenada. El acido clorhidrico es altamente caustico y por lo tanto

es el mas peligroso de todos los agentes blanqueadores®
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El &cido clorhidrico es un potente agente descalcificante. No actlia
selectivamente y descalcifica tanto la estructura dentaria sana como las manchas. Si
se asocia el acido clorhidrico con agentes abrasivos, se elimina completamente el

esmalte junto con la mancha®.

2.2.2. Agentes Blanqueadores Usados en el Domicilio

El blanqueamiento domiciliario es una técnica simple, en la que el dentista
confecciona una férula, para que el paciente la utilice con el agente blanqueador en
su casa Yy vuelva al consultorio una vez por la semana, para que el dentista pueda

. . . 16 Lo
supervisar y monitorizar su uso °. Los productos usados se basan en perdxido de
carbamida en concentraciones que van del 10% al 22%, y en perdxido de hidrogeno

entre 1% y 10% 2.

2.2.2.1 Per6xido de Carbamida:

Se presenta en la forma del gel a distintas concentraciones: 10, 15, 16 y 22%.
El peréxido de carbamida al 10% es la solucién acuosa mas utilizada en los

estuches de blanqueamiento domiciliario. Cuando se pone en contacto con los
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dientes, libera oxigeno, verdadero responsable del blanqueamiento. Aunque sea
auto-administrable y su uso se considera seguro, solamente se debe adquirir y
aplicar bajo la indicacién y orientacién de un dentista'® # 2 31:3% | as soluciones
blanqueadoras de perbxido de carbamida pueden ser clasificadas en dos clases,
segiin Haywoood y Heymann? (1991), segln la presencia o ausencia de un
polimero denominado carbopol. Las soluciones que contiene carbopol liberan el
oxigeno lentamente y las que no lo contienen, lo liberan rapidamente. El carbopol se
anade con la finalidad de espesar el material, prolongar la liberacidon de oxigeno y

mejorar la adherencia del agente blanqueador a los tejidos %

2.2.2.2 Peréxido de Hidrégeno:

Es un agente oxidante de bajo peso molecular y produce radicales libres
(HO,)" a concentraciones del 1.5 a 7.5 % es de los agentes blanqueadores mas
utilizados. Debe ser aplicado utilizando una férula y su efecto blanqueador se

produce por oxidacién.
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2.3. MECANISMO DE ACTUACION DE LOS AGENTES BLANQUEADORES.

El blanqgueamiento dental ocurre gracias a la permeabilidad de los dientes.
Las moléculas de peroxido fluyen a través del esmalte y dentina, debido a su bajo
peso molecular’. La mayoria de las sustancias blanqueadoras son ligeramente

acidas, lo que favorece su difusion®?.

El proceso en que se basa el blanqueamiento dental es una reaccién de
oxidacién que consiste en un proceso quimico por el que el material organico se
transforma en di6xido de carbono y agua. Los pigmentos dentales estan
compuestos por numerosas moléculas de carbono. Estas se dividen y se convierten
en compuestos intermedios (pocas cadenas). Esta reaccion quimica modifica el tipo,
el niumero y la posicion relativa de los atomos que componen estas moléculas. En el
transcurso del blanqueamiento, las cadenas de carbono se transforman en diéxido
de carbono y agua, que se libera gradualmente junto con el oxigeno. En un
determinado momento el proceso blanqueador alcanza el maximo blanqueamiento.
Ese momento se denomina saturacién. En el punto de saturaciéon se empieza a
degradar la estructura de las proteinas y otros compuestos que contengan carbono.
En esa etapa la acciéon blanqueadora deja de producirse y el agente blanqueador
empieza a actuar en otros compuestos que presentan cadenas de carbono, como en

las proteinas de la matriz del esmalte 78 2934353637

Las técnicas utilizadas para el blanqueamiento de dientes sin vitalidad se basan

en reacciones quimicas de oxidacién y reduccién®.
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SegUn Baratierri et al®? (1989) la oxidacién es un proceso quimico por el cual los

materiales organicos son eventualmente convertidos en diéxido de carbono y agua.

El blanqueamiento ocurre desde la superficie hacia el interior. ElI punto de
saturacién, en el que se obtiene el maximo blanqueamiento, ocurre en el punto

medio y més alla solo tiene lugar la degradacién del material '"2°.

Carrilho et al ® (2006) describen todo el proceso de las reacciones quimicas
que ocurren durante el blanqueamiento: en la estructura dentaria existen cadenas
moleculares largas y complejas responsables del aumento de absorcion de la luz por
el diente. Estas macromoléculas se van transformando en cadenas moleculares
mas pequefas vy, al final del proceso, son total o parcialmente eliminadas de la
estructura dentaria. Inicialmente, los compuestos con anillos de carbono fuertemente
pigmentados se abren y se convierten en cadenas de color mas claro. Al progresar
la oxidacién, el blanqueamiento también continda hasta el punto de saturacion
(donde se llega al blanqueamiento maximo). Cuando se sobrepasa ese punto, los
compuestos de carbono, empieza a degradarse. Compuestos del grupo hidroxilo (en
general sin color) son fragmentados en sus constituyentes menores que se
degradan rapidamente. Si este proceso sigue adelante ocurre la conversion en

dioxido de carbono y agua.

2.4 HISTOLOGIA DEL ESMALTE
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Los dientes estan formados por cuatro tejidos diferentes: esmalte, dentina,
cemento y pulpa. Los tres primeros estan mineralizados, mientras que el cuarto, en

condiciones normales, no lo esta 3% 4,

Los tres tejidos duros estan formados por una matriz organica sobre la que se
encuentra depositado en material inorganico. La matriz organica de la dentina y
cemento son estructuralmente semejantes entre si y muy parecidas a la del hueso,

pero todas ellas difieren notablemente de la del esmalte % **

El esmalte es el tejido humano mas duro, debido a que estructuralmente esta
constituido por millones de prismas altamente mineralizados. La dureza del esmalte
se debe a su constitucién, integrada por un 96% de matriz inorganica y 4% de matriz
organica (Figura 1). El esmalte esta mas mineralizado en la superficie, aumentando
la proporcién de materia organica y de agua a medida que se acerca al limite amelo-

dentinario .

Composicion del esmalte

02,5

O Agua
O M. Organica
O M. Inorganica

096

Figura 1 — Composicién del esmalte humano *°
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La matriz inorganica esta constituida por fosfato de calcio en forma de
cristales de hidroxiapatita, lo que la hace semejante a los otros tejidos calcificados *
0 El esmalte estd compuesto principalmente de cristales de hidroxiapatita, que
pertenecen al sistema hexagonal bajo distintas formas, cristales aciculares,

39. 41 Este es el Gnico factor semejante que

paralelepipedos o barras hexagonales.
existe entre el esmalte y los otros tejidos calcificados, sin embargo, hay una serie de
caracteristica que hacen del esmalte humano maduro sea Unico entre todos los

tejidos calcificados, en los siguientes aspectos 3% *'.

1- Deriva del ectodermo.

2- Su matriz organica es de naturaleza proteica con agregados polisacaridos y
colageno.

3- Sus cristales de hidroxiapatita son extremadamente grandes, mucho mayores
que los de otros tejidos calcificados.

4- Las células secretoras del tejido adamantino, los ameloblastos, tras completar
la formacion del esmalte involucionan y desaparecen durante la erupcién
dentaria, no existiendo crecimiento ni nueva aposicién de esmalte después de
la erupcién dentaria.

5- Las vesiculas de la matriz en calcificacion, limitadas por membranas, no

participan en el proceso de calcificacién del esmalte.

2.4.1 Composicion Quimica del Esmalte

El esmalte esta constituido de una matriz organica, una matriz inorganica y agua:
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La matriz organica: es de naturaleza proteica, y esta constituida por un

complejo sistema multiagregado polipeptidos. Entre las proteinas

presentes en mayor o menor medida en la matriz organica del

esmalte, en las distintas fases de su formacién hay que destacar: *’

1

Las amelogeninas, moléculas hidrofébicas, fosforiladas y
glicosiladas, ricas en prolina, glutdmico, histidina y leucina.
Son las mas abundantes. Se denominan proteinas del esmalte
Inmaduro y se localizan entre los cristales y las sales
minerales sin estar ligadas a ellos.

Las enamelinas, moléculas hidrofilicas, glicosiladas, ricas en
serrinas, acido aspartico y glicina. Representa del 2 al 3 % de

la matriz organica del esmalte.

Las ameloblastinas o amelinas que
inmunohistoquimicamente se localizan en las capas mas
superficiales del esmalte y en la periferia de los cristales.

Representan el 5% del componente organico.

La tuftelina, se encuentra en la zona de wunibn
amelodentinaria al comienzo del proceso de formacion del

esmalte.

La pavalbumina, proteina identificada en el polo distal del

proceso de Tomes del ameloblasto secretor. Su funcion esta
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asociada al transporte de calcio del medio intercelular al

extracelular.

Matriz inorganica: esta formada por sales minerales calcicas
basicamente de fosfato y carbonato. Dichas sales cuando se utiliza
difracciébn de rayos X muestra una organizacién apatitica que se
ajusta, al igual que ocurre en hueso, dentina y cemento, a la formula
general [Caig (PO4)s (OH).]. Eses sales se depositan en la matriz del
esmalte originando un proceso de cicatrizacién que transforma la
masa mineral en cristales de hidroxiapatita*’. La unidad de cristales de
hidroxiapatita [Ca1o (PO4)s (OH)2] contiene otros componentes ademas
de calcio, fosfato y residuos de hidroxilo. Cuando se analiza, el
esmalte de la union amelodentinaria se encuentra sodio, magnesio y
carbonato. Esa concentracién es menor en la superficie del esmalte.
Por otro lado, se han encontrado altas concentraciones de elementos
como flaor, plomo y zinc en las capas mas superficiales del esmalte, lo
que hace que los cristales sean extremamente duros y resistentes a la

disolucién por acidos*.

Agua: se localiza en la periferia del cristal constituyendo la
denominada capa de hidratacién, en la que el catién Ca®* puede se

sustituido por Na*, Mg?*, e H3O*, y el anién OH  por F’, CI' y otros.
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2.4.2 Estructura Histolégica del Esmalte

La estructura histolégica del esmalte esta constituida por la denominada unidad
estructural basica “el prisma del esmalte” y por las secundarias (Estrias de Retzius;
Penachos adamantinos; Bandas de Hunter-Schreger; Esmalte Nudoso; Conexién
amelodentinaria y Husos adamantinos) *'.

Mediante microscopia optica, los primeros especialistas en histologia bucal
identificaron la unidad estructural de este tejido y se crey6é que los prismas seguian
un trayecto rectilineo, que se extendia hasta la union amelo-dentinaria. Estudios
posteriores con microscopia electronica han revelado que los prismas siguen un

trayecto ondulado y, en ciertas regiones mas cercanas al limite amelo-dentinario,

existen zonas aprismaticas.

Las zonas aprismaticas se relacionan con la ausencia de prolongaciones de
Tomes durante la amelogénesis. Todo el esmalte ya sea prismatico, aprismatico o

interprismatico esta formado por cristales de hidroxiapatita agrupados.

2.5 EFECTO DEL GRABADO EN ESMALTE DENTAL POR ACIDO FOSFORICO

El grabado de areas seleccionadas del diente es ejecutado por el profesional
mediante la aplicacién de una solucién que generalmente es acida, con la finalidad

de remover, por reaccion quimica, los detritos existentes en la superficie del esmalte
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y dentina, originando asi micro-poros y la consecuente desmineralizacién de esas

superficies, que funcionaran posteriormente como micro-retenciones para la resina®*.

La técnica de grabado acido del esmalte fue desarrollada por Buonocore (1955) y
cambié totalmente el rumbo de la Odontologia. El acido actua de manera selectiva
sobre la estructura prismatica del esmalte, promoviendo la disolucion inorganica de
los prismas. Tras un corto periodo de grabado, se originan espacios microscopicos,
que proporcionan un aumento en su reactividad e irregularidades en el esmalte

dental 32,33, 39.

Cuando la superficie del esmalte dental se graba con acido fosférico y se expone
al contacto con la saliva, ocurre una remineralizacion por la precipitacion del fosfato
de calcio de la saliva. En un periodo de aproximadamente 96 horas, el esmalte

grabado por el 4cido estara completamente remineralizado *.

El grabado &cido del esmalte se ha utilizado como referencia para evaluar la
posible pérdida de calcio inducida por el tratamiento blanqueador, ya que es un
procedimiento habitual en Odontologia y sus efectos son bien conocidos.* También
se utilizan como referencia los modelos experimentales basados en la exposicidén a
bebidas dulces carbonatadas*®. Asi, los efectos de la exposicién ciclica a estas
bebidas y saliva artificial se han utilizado como control para evaluar el impacto sobre
la pérdida mineral del esmalte sometido a blanqueamiento en situaciones clinicas

simuladas in vitro) '®
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2.6 EFECTOS DEL BLANQUEAMIENTO SOBRE LA ESTRUCTURA DENTAL

En la actualidad no existe un acuerdo general sobre los efectos de los agentes
blanqueadores sobre las estructuras dentales. Algunos investigadores no observan
efectos deletéreos en esmalte o dentina tras la aplicacion de perdxido de hidrégeno
al 35% durante 30 minutos °, o de peréxido de carbamida al 35%** concentraciones
maximas recomendadas para los procedimientos de blanqueamiento profesional.
Incluso con la ayuda de sofisticados métodos analiticos, algunos autores no
obtienen evidencias de alteraciones quimicas o estructurales en el esmalte

superficial o subsuperficial*®

Sin embargo, existen numerosas aportaciones a la literatura que indican que el

blanqueamiento tiene efectos no deseables sobre

La mayoria de los estudios coinciden en afirmar que el agente blanqueador
causa algun tipo de efecto en los tejidos dentales, los materiales de obturacion, su

adhesion y adaptacion al diente “°.

A nivel del esmalte, los efectos mas frecuentemente descritos en las

investigaciones consultadas son cambios en la morfologia superficial del esmalte’,

4,21,35, 48, |1, 214849

21,4849 disminucion de la dureza y pérdida del contenido minera

La mayor parte de la investigacion sobre dichos efectos se ha realizado in vitro y

explora distintas concentraciones de esos productos. El PH generalmente se aplica
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a concentraciones entre el 5,3 y el 38% y el PC, a concentraciones entre el 10 y el

37% 9.

Se han utilizado diversos metodologias para evaluar la desmineralizacion

ocasionada por los agentes blanqueadores: Espectrofotémetro de Absorcion por

Dispersién de Rayos-X*°'; Espectrofotometro de Absorcion en el Infrarrojo®*°,

Espectrofotémetro  de  Absorcién  Atémica'?*%%;  Tomografia  Micro
Computadorizada °*; Microscopia Electrénica de Barrido®, ' °* > ¢y Microscopia
Optica *’.

2.6.1 Efecto en la Morfologia y Pérdida Mineral

La posibilidad de que el tratamiento blanqueador induzca alteraciones cualitativas
y cuantitativas en la superficie dental se ha estudiado mediante diversos métodos,
entre los que destacan la MEB sobre esmalte y dentina y la perfilometria. Esta
técnica permite, mediante medios mecanicos u épticos, determinar la rugosidad de
la superficie dental antes y tras la aplicacion del agente blanqueador, cuantificando
asi los cambios inducidos y la pérdida de material dentario del espécimen inducida
por el tratamiento *°. Sin embargo, se han utilizado otras técnicas analiticas como la

microscopia de fuerza atémica*® o la microscopia laser confocal (MLC) ©°.

Haywood et al®' (1990), evaluaron in vitro los efectos del PH liberado a partir

de un gel de PC al 10%, aplicado durante 5 semanas en un régimen similar a su
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utilizacién nocturna domiciliaria. Se protegieron de su efecto algunas areas de las
superficies dentales que actuaron como control. Al final del periodo experimental, se
obtuvieron réplicas de los modelos dentales en epoxi-resina y se examinaron bajo
MEB. Los autores no apreciaron alteraciones en la textura del esmalte blanqueado
respecto a las areas de esmalte sin contacto directo con el producto. Sin embargo,
tampoco apreciaron diferencias en la coloracién del diente entre las areas control y

las expuestas directamente al PC.

Spalding et al®® (2000), exploraron las alteraciones morfolégicas del esmalte
tras aplicar tres protocolos distintos de blanqueamiento. Observaron que la
variabilidad morfolégica del esmalte no tratado supera en ocasiones a las
alteraciones atribuidas a la aplicacion del peroxido de hidrogeno al 35% solo o

combinado con peréxido de carbamida al 10%.

Josey et al °" (1996), mediante Microscopia éptica y microscopia electrénica de
barrido, observaron que el proceso de blanqueamiento da como resultado una
pérdida del contenido mineral del esmalte que se hace evidente 24 horas tras el
tratamiento y se mantiene tras 12 semanas de almacenamiento en saliva artificial. El
grabado acido del esmalte sometido previamente a blanqueamiento produjo una
pérdida de la estructura prismatica del mismo y le proporcioné una apariencia de

‘sobregrabado’.

Bitter®® (1998) observé que las alteraciones en la micromorfologia superficial

del esmalte se mantenian a largo plazo, entre 21 y 90 dias post tratamiento, con
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exposicion del esmalte prismatico y extension del las alteraciones en la profundidad

de los prismas del esmalte.

Perdigao et al*’ (1998) verificaron que blanqueamiento vital no provoca
alteraciones en la concentracion relativa de oxigeno del esmalte, pero disminuye las
concentraciones relativas de calcio y fosforo, produciendo alteraciones morfolégicas
en la mayor parte de los cristales superficiales del esmalte, con puntos de densidad
electronica reducida y disminucion del material cristalino presente en torno a los

mismos.

Se han demostrado alteraciones microestructurales mediante MEB similares a
la lesion inicial de caries que se acompanan de disminucion de las concentraciones
de calcio y fésforo respecto a las del esmalte no tratado. Potonick et al al*® (2000)
observaron cambios en la micro-estructura del esmalte después del tratamiento con
PC al 10% similares a las de la lesion inicial de caries. Mediante microanalisis por
sonda de electrones, comprobaron que las concentraciones de Ca®* y P eran

inferiores en el esmalte blanqueado que en el no blanqueado.

Las alteraciones inducidas por el blanqueamiento vital con peréxido de
carbamida se han relacionado con la concentracion a la que se aplica el producto y

el tiempo de exposicion®?.
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McGuckin et al®* (1992) investigaron la topografia y morfologia del esmalte
humano sometido a dos productos de blanqueamiento domiciliario y a PH al 30%.
Este ultimo indujo la aparicibn de mayores irregularidades en la superficie del
esmalte evaluadas mediante MEB vy perfilometria, lo que apoya la afirmacién de que
la concentracion del agente blanqueador es el factor determinante en la aparicién de

alteraciones morfolégicas en el esmalte.

Hedegus et al*® (1998) observaron mediante Microscopia de Fuerza atémica,
la superficie del esmalte tratada con PC 10% y una preparacién de PH al 30%. Las
alteraciones morfolégicas del esmalte tratado fueron evidentes tras 28 horas de
tratamiento. El esmalte no tratado presentaba numerosas fosas que se hicieron mas
profundas en todos los casos tratados. Las alteraciones mas pronunciadas
correspondieron al tratamiento con solucién de PH al 30%, lo que relaciona las
alteraciones morfolégicas con la concentracién del agente blanqueador. En este
sentido, Oltu y Giirgan® (2000) afirman que los productos que contienen peréxido de
carbamida al 10 6 al 16% no inducen cambios en la estructura del esmalte, mientras

que éstos son evidentes al aplicar el producto a una concentracion del 35%.

Martinez Bello et al'” (2002) investigaron los cambios que produce el peréxido
de carbamida al 10% sobre la superficie del esmalte y compararon los efectos de
dos blanqueadores de distinta marca comercial y una formulacion magistral,
utilizando MEB. Los blanqueadores se aplicaron durante dos horas. Las muestras
del grupo control presentaron una superficie de esmalte lisa y en algunos casos se
observaron lineas de desgaste fisioldgico. Las muestras tratadas con las sustancias

blanqueadoras revelaron alteraciones topograficas superficiales con disolucion
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selectiva de los prismas de esmalte, que afectd principalmente a su centro,

manteniéndose la periferia intacta.

Cavalli et al® (2005) examinaron la rugosidad superficial del esmalte
mediante perfilometria antes y después de la exposicién del esmalte a un protocolo
de blanqueamiento profesional con PH al 35 y al 37%. Los resultados revelaron la
presencia de irregularidades en la superficie del esmalte blanqueado similares a un

patrén de grabado &cido de tipo II.

En el estudio de Namen et al®® (2005) se aplicaron cuatro productos basados
en PC. Tres de ellos tenian entre un 10 y el 16% de PC y el cuarto producto, una
concentracion del 35%. El tiempo de aplicacién oscilé entre 28 y 56 horas para los
peréxidos de 10 y 16% y fue de 30 minutos para el PC al 35%. Todos los productos
indujeron alteraciones superficiales en el esmalte dental, aunque existen diferencias

significativas entre materiales, tiempos y concentraciones de los mismos.

Pérez Vargas et al®” (2004) observaron la variacion de la morfologia
superficial, estructura histolégica y color del esmalte de las caras vestibulares
expuestas a diferentes concentraciones y tiempos de exposicion de peroxido de
carbamida. Los especimenes se dividieron en tres grupos y se sometieron a distintas
concentraciones de perdxido de carbamida (5%, 10% y 20%). La cara vestibular de
cada diente se dividié en cuatro cuadrantes, que se expusieron a 5, 20 y 40 horas de
blanqueamiento, respectivamente, mientras que un cuadrante no se blanqued,
actuando como grupo control. Aunque en todos los grupos del estudio se obtuvieron

resultados similares en cuanto a la intensidad del blanqueamiento, se observaron
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cambios superficiales del esmalte relacionados con el tiempo de exposicion y la
concentracion del peréxido de carbamida. El tiempo de exposicién mayor a 20 horas

produjo cambios histolégicos en los prismas del esmalte.

Ademas del tiempo de aplicacién y la concentracién del agente blanqueador,
otras caracteristicas del mismo podrian influir en la aparicion de las alteraciones
superficiales del esmalte descritas. En opinién de Shannon et al® (1993), el pH del
producto concreto que se utiliza puede ser determinante de los efectos erosivos del
blanqueamiento. Utilizaron tres compuestos basados en peroxido de carbamida al
10% Yy observaron las alteraciones superficiales mas intensas en los especimenes

tratados con productos de menor pH.

Castelo y Monnerat >* (2004) aplicaron blanqueador con peréxido de
hidrégeno al 35% en dos presentaciones: comercial (Whiteness HP FGM®) 6
formulacion magistral. Las alteraciones en la superficie externa e interna del esmalte
aumentaron con el tiempo de exposicibn al agente blanqueador, siendo mas
acusadas cuando se utilizé la férmula magistral, de pH acido, que cuando se aplico

el producto comercial, de caracter alcalino.

En el estudio sobre esmalte humano de Andrade et al ® (2005) las superficies
tratadas con blanqueador se analizaron mediante Espectrofotometria de Emisién
Atémica por induccién de plasma de argdn acoplado. Observaron una pérdida de
calcio y fosfato y alteraciones morfologicas en todos los grupos de estudio sometidos

a blanqueamiento. La severidad de las alteraciones se relacion6 con la acidez del
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producto blanqueador siendo, en las de menor pH, semejantes a las obtenidas con

el grabado con &cido fosférico 15 segundos.

Otros factores, ademas del pH del producto blanqueador podrian ser
responsables de las alteraciones detectadas en la superficie del esmalte. Los
agentes blanqueadores liberan peréxido de hidrégeno que afecta a la fase organica
del esmalte. De esta manera el PH podria afectar no sélo a la superficie, sino
también al interior del esmalte ya que, dado su bajo peso molecular, presenta una
elevada capacidad de difusién. Asi, la capacidad oxidante del PH podria alterar la

superficie y la subsuperficie del esmalte.

Labramanti # (2005) observé alteraciones de la morfologia de la mayoria de
los cristales de la capa superficial del esmalte, en comparacién con esmalte no
tratado. La liberacién de oxigeno a partir de los agentes blanqueadores podria
inducir cambios en la estructura organica del esmalte, favoreciendo la pérdida en su

: 42
contenido en Cay P.

Esberard et al °°

(2004), evaluaron la union amelo-cementaria tras el
tratamiento blanqueador mediante SEM. Demostraron que se producian grandes
defectos estructurales en el cemento con intensa pérdida mineral. Se observaba un
incremento de la superficie dentinaria expuesta, asi como la formacion de defectos o

fenestraciones en forma de valle en las que el cemento se separaba del esmalte,

con exposicion de los tubulos dentinarios.
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2.6.2 Efectos en las Propiedades Fisicas del Esmalte

La medida de la microdureza superficial mediante micro-identacién es el método
mas utilizado para determinar las propiedades mecanicas de esmalte y dentina
porque guarda una estrecha relaciéon con las pérdidas o ganancias en su contenido
minera °°. Otros estudios evaltan directamente la pérdida de iones cuantificandola

11899 5 mediante ambas aproximaciones .

mediante métodos quimicos analiticos
También se han evaluado las propiedades mecanicas de esmalte o dentina
mediante su resistencia a distintos tipos de carga mecanica ®> - # 3. Otros autores
han cuantificado la abrasién superficial tras el blanqueamiento mediante la pérdida

real de masa del diente > 7.

McCracken y Haywood '(1996) advirtieron que el PC tiene capacidad
intrinseca de desmineralizacién. La aplicacion de peroxido de carbamida al 10%
durante 6 horas causd desmineralizacion del esmalte. Esta pérdida de calcio se
cuantific6 mediante espectroscopia de absorcién atémica, en pgr/mm? de superficie
expuesta y fue significativamente mayor a la que se produjo en el mismo tiempo de
exposicién a agua deseonizada. Sin embargo, resulté ser similar a la movilizacion de
calcio inducida por la exposicion a una bebida carbonatada durante dos minutos y

medio, por lo que, probablemente, su impacto clinico sea limitado.

Pinheiro Junior " et al (1996) estudiaron la accién de los blanqueadores a
base de perdxido de carbamida sobre la microdureza en el esmalte humano. Los

especimenes fueron sometidos a la accién de blanqueadores de 5 diferentes firmas,
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durante 8 horas diarias. Después del periodo experimental de siete dias, se tomaron
nuevas medidas de microdureza de Vickers con 200 gramos de carga y 15
segundos de aplicacién. Bajo las condiciones del estudio, todos los productos
testados disminuyeron de manera estadisticamente significativa la microdureza del

esmalte.

Sulieman et al * (2004), no observaron efectos perjudiciales en el esmalte ni
en dentina humanos tras aplicar altas concentraciones (35%) de PH durante 30
minutos. Esta pauta de blanqueamiento no indujo por si misma alteraciones
detectables, ni aumentd la susceptibilidad a la erosién por acido citrico o por el
cepillado, medible mediante perfilometria o detectable mediante microscopia
electrénica, ni alter6 de forma de forma significativa en la microdureza de los

tejidos'?.

Unlu et al "® (2004) utilizaron PC a concentraciones del 10 o 15% en
regimenes cortos de aplicacion (4 horas), simulando un tratamiento domiciliario de
una semana de duracién. Durante los intervalos entre las aplicaciones del
blanqueador, los especimenes se almacenaron en agua destilada a 37%. No se
observaron diferencias significativas en la dureza superficial del esmalte ni de la

dentina frente a los especimenes no tratados.

Joiner et al *? (2004) analizaron la influencia del blanqueamiento con peréxido
de hidrégeno al 6% (XtraWhite) en la microdureza, morfologia (SEM) y el color en

esmalte y dentina, sin que detectaran efectos adversos significativos debidos al
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blanqueamiento a lo largo de 28 aplicaciones de 20 minutos, ni diferencias entre las
distintas pautas de almacenamiento (en agua o saliva artificial con o sin fldor

anadido).

Pinto et al *® (2004) evaluaron las alteraciones inducidas sobre el esmalte
humano por 6 productos blanqueadores, basados en PC al 10, 35y 37% o en PH al
7,5 y al 35%, respecto a un grupo control sin tratamiento. Todos los productos

indujeron una disminucién de la microdureza y un aumento la rugosidad del esmalte.

Oliveira et al *° (2005) analizaron la repercusién del blanqueamiento con
peréxido de carbamida al 10% sobre la microdureza del esmalte bovino y los efectos
de la adicién al agente blanqueador de calcio o de fluor a distintas concentraciones.
El protocolo de blanqueamiento incluyé la aplicacion diaria durante 6 horas del
producto y el almacenamiento de los especimenes en saliva artificial 8 horas diarias,
durante 14 dias. El grupo control no se sometié a blanqueamiento. Se determiné la
microdureza del esmalte al inicio del experimento, a los 7 dias, a los 14 dias y una
semana tras completar el protocolo blanqueador. Todos los grupos experimentales
sometidos a blanqueamiento demostraron una disminucién de la microdureza del
esmalte respecto al grupo control, sin que se observaran efectos protectores debidos

a la adicion de calcio o de fldor a ninguna de las concentraciones utilizadas.

Al-Salehi et al ° (2007) evaluaron la pérdida mineral y la microdureza de
Vickers de esmalte y dentina bovinos sometidos a distintas concentraciones de
peréxido de hidrogeno (0%, 3%, 10% y 30%). La pérdida de calcio y fésforo se midio

en la solucion de blanqueamiento mediante espectrometria de masas por plasma
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inductivamente acoplado y demostré un incremento significativo tanto en los
especimenes de esmalte como en los de dentina, respecto al grupo control para
cualquier concentracion de PH aplicada. Esta liberacién de iones aumento de forma
significativa al aumentar la concentracion del PH, con la Unica excepcion de la
concentracion de fosfato liberado del esmalte, que se mantuvo estable al
incrementar la concentracién del PH del 3 al 10%. La microdureza del esmalte
disminuyé significativamente (p <0,05) después de la decoloraciéon con PH para

todas las concentraciones aplicadas.

Cavalli et al ™ (2004) midieron el efecto del peréxido de carbamida a bajas
concentraciones sobre la resistencia a la tensién del esmalte humano. El protocolo
de aplicacion comprendié la aplicacion del blanqueador 6 horas diarias durante 14
dias. Se demostré un descenso en la Resistencia tensional ultima (Ultimate Tensile
Strength, UTS) del esmalte blanqueado respecto al control, no sometido a
blanqueamiento, sin diferencias significativas entre los productos o concentraciones
empleados. El analisis de las superficies fracturadas demostré que el esmalte
blanqueado presentaba un aspecto mas poroso que el de los especimenes no
blanqueados y que el tratamiento parecia atacar preferentemente los limites entre

los prismas y la sustancia interprismatica.

Adachi ° (2001) evalué la pérdida cuantitativa de la masa dental inducida por
el uso de PC al 10% respecto a la ocasionada con el grabado con &cido fosforico al
37%, durante 30 segundos en esmalte y 15 segundos en dentina. La pérdida de la
masa total de esmalte sometido a grabado acido durante 30 segundos fue de 15,05

g/mm?y en dentina de 154,2 g/mm?®.
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Tong et al ™ (1993) estudiaron los efectos de las técnicas de blanqueamiento
microabrasivas en dientes vitales sobre el esmalte dental. Los especimenes tratados
con acido fosférico al 37% mostraron una pérdida de 5,7 mm de esmalte. Los
tratados con aplicacion del acido fosforico al 37% previa a la accién del peréxido de
hidrégeno al 30% tuvieron una pérdida de 5,3 mm. La aplicacién directa de acido
clorhidrico al 18% result6 en la pérdida de 100 mm de esmalte. La aplicacién del
acido clorhidrico al 18% con piedra pémez ocasiond perdidas de 360 mm de

esmalte.

Aunque la mayor parte de los autores detectan alguna disminucién de la
dureza y por tanto del contenido mineral de la superficie y subsuperficie dental estos

efectos pueden ser reversibles por remineralizacién "% 7°.

Attin et al ® (2007) evaluaron el periodo de tiempo necesario para restablecer
la microdureza del esmalte bovino tras el tratamiento con un blanqueador con
fluoruro (0,5% NaF). El procedimiento de blanqueamiento consistié en aplicaciones
de 8 horas diarias con periodos de remineralizacion en saliva artificial de 16 horas,
durante una semana. Las pruebas de microdureza de Knoop se llevaron a cabo al
principio del estudio, tras cada intervalo de blanqueamiento y después de su
conclusion. Al cabo de una semana de tratamiento, el test de Knoop demostré una
reduccion de la microdureza en todos los grupos blanqueados, que oscilaba entre el
7 y el 15% respecto a los valores iniciales. Sin embargo, la reduccion fue menor en
los grupos experimentales con fluoruro afiadido, en los que también se observé una

remineralizacién mas rapida.
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Giannini et al "' (2006) se propusieron revertir los efectos negativos del PC
sobre la resistencia a la tension del esmalte mediante la adicion de fltor y calcio. Los
grupos blanqueados recibieron un blanqueador con PC al 10% no acido (pH 6.5 a
7.2), 6 horas al dia durante 14 dias consecutivos y se mantuvieron en saliva artificial
a 37°C entre aplicaciones. El esmalte de los grupos sometidos a blanqueamiento
con PC al 10% exhibi6 una resistencia a la traccion (UTS) significativamente
reducida respecto al esmalte no blanqueado, mientras que los agentes
blanqueadores experimentales que contenian fluoruro 6 calcio demostraron una UTS
similar a los grupos de control sin blanquear. El analisis fractografico de los
especimenes mediante MEB, demostré6 que el esmalte fracturado sin blanquear
presentd una estructura compacta, tipica del esmalte intacto. El esmalte fracturado
blanqueado con el PC al 10% presenté prismas desplazados y aspecto poroso. Esta
porosidad era menor en los especimenes experimentales con fluoruro o el calcio en
la composicion del blanqueador. Por lo tanto, la adicién del calcio o del fluoruro al
agente blanqueador constituye, en opinién de los autores, una alternativa aceptable
para reducir los efectos nocivos causados por los perdxidos durante el proceso de
blanqueamiento. Los autores atribuyen la debilidad del esmalte sometido al PC al

10% a la capacidad oxidante del mismo.

Algunos estudios recientes sugieren que tanto la pérdida mineral como las
alteraciones morfologicas del esmalte podrian estar relacionadas no sélo con la
aplicacion de peroxidos, sino también con los efectos de los excipientes de cada
producto. El carbopol es el agente espesante mas utilizado en los sistemas de
blanqueamiento y ha demostrado que, por si mismo, puede causar una disminucion

de la microdureza del esmalte ® El objetivo del estudio fue evaluar el efecto del
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tratamiento con peroxido de carbamida al 10%, con o sin agentes espesantes
(carbopol) respecto a la aplicacion de los excipientes aplicados de forma aislada. La
disminuciéon de la microdureza dependié del tiempo de aplicacion, pero no se
obtuvieron diferencias significativas entre los distintos blanqueadores o sus

excipientes®.

Lee et a I'® (2006) investigaron el efecto del peréxido de hidrégeno al 30%
aplicado durante un tiempo total de 120 horas sobre el contenido mineral del esmalte
bovino. Para ello se cuantifico tanto la pérdida mineral del esmalte mediante
microanalisis por sonda de electrones con espectrémetro de dispersion de
longitudes de onda, como la cantidad de calcio y fosforo disueltos en la solucion
blanqueadora, asi como la presencia y cantidad de otros elementos, como fllor,
magnesio y Zinc. Se utilizd un espectrometro de emision atémica por plasma
inductivamente acoplado para el analisis cuantitativo de los elementos disueltos en
la solucién en forma de iones positivos. Para cuantificar los iones negativos, se
utilizé6 cromatografia de iones (IC) El contenido de calcio y fosfatos en el esmalte
blanqueado fue aproximadamente un 5% menor que el del esmalte intacto tras 120
horas de contacto con el PH al 30%. La cantidad de calcio que pasé a la solucion
blanqueadora en ese tiempo (1,23+ 220,08 pg.mm) fue similar a la que tiene lugar
en dientes expuestos a un refresco o zumo durante 2 a 2,5 minutos. Por lo tanto, los
autores consideran que la pérdida mineral causada por el proceso de

blanqueamiento no supone una amenaza para la integridad del esmalte.

De Medeiros et al ®° (2008) cuantificaron la influencia de la aplicacién previa

de peréxido de carbamida al 30 % sobre la capacidad de descalcificacion del acido
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fosférico al 37%, utilizando la espectrofotometria de absorcion atomica. La cantidad
de Ca*" extraido del esmalte por el acido fosférico se evalué inmediatamente, a las
24 h, 72 h, y 7 dias tras el blanqueamiento. El calcio movilizado por el grabado &cido
tras la aplicacion del peroxido de carbamida al 30% aumentd de forma inmediata
tras el blanqueamiento, siendo significativamente mayor a las 24h después del

mismo y esta diferencia persistié durante, al menos, una semana tras el tratamiento.

2.6.3 Efectos en la Subsuperficie

La gran capacidad de difusion del PH justifica que distintos autores hayan
investigado qué consecuencias estructurales, quimicas o mecanicas pueden

derivarse de la aplicacion de blanqueadores en la superficie del diente.

Potonick et al ** (2000) no encontraron reduccién alguna en la microdureza del
esmalte subsuperficial tras un tratamiento prologando, de 336 horas, con PC al 10%.
Tampoco Unlu et al " (2004) obtuvieron diferencias significativas en la microdureza

del esmalte ni de la dentina tras la aplicacién de PC al 10 6 al 15%.

En cambio, Attin et al " (2005) obtuvieron valores reducidos en el test de
microdureza de Knoop en la subsuperficie del esmalte, aunque no en la dentina
subsuperficial. La profundidad a la que el esmalte resultaba afectado dependi6 del

producto y pauta de aplicacién. Entre los productos testados se incluian protocolos
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de blanqueamiento con PH 6 PC al 35%. La profundidad a la que se observd

desmineralizacion del esmalte oscil6 entre 150 y 700 pum.

Mediante métodos no destructivos, como la Microscopia Laser Confocal, Gotz
et al ® (2007) no observaron alteraciones subsuperficiales tras la aplicacién de PC al
10%. Exploraron la reversibilidad de las alteraciones en la superficie y subsuperficie
del diente, simulando in vitro un protocolo de blanqueamiento domiciliario, para el
que se utilizaron tiras impregnadas en peréxido de hidrogeno a concentraciones del
13% y 16% aplicadas de forma discontinua 1 hora diaria, alternando con periodos de
remineralizacién por inmersiébn en saliva humana, durante un total de 28 dias.
Demostraron la eficacia del blanqueamiento respecto al obtenido en los
especimenes tratados con tiras placebo, sin que se observaran alteraciones en la
microdureza del esmalte ni en la morfologia superficial del mismo, mediante
microscopia electrénica de barrido de presion variable (VP-SEM). La Microscopia
laser confocal (MLC) permitié observar la subsuperficie de los especimenes
blanqueados, sin que se detectaran alteraciones respecto a los especimenes de
control en esmalte ni dentina. Tampoco mediante espectroscopia Raman se
observaron alteraciones superficiales ni subsuperficiales en las bandas
correspondientes a fosfatos y carbonatos, que conservaron los espectros

correspondientes a las apatitas dentales.

Sin embargo, Efeoglu et al * (2005) mediante microtomografia
computadorizada observaron la desmineralizacion del esmalte humano hasta una

profundidad de 50 pm, sin afectacién dentinaria. Su pauta de administracion
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experimental simuld un tratamiento domiciliario de 14 de duracién, con periodos de

blanqueamiento de 8 horas y de contacto con saliva artificial de 16 horas.

Mas tarde, Efeoglu et al 3 (2007) obtuvieron valores significativamente
reducidos en el contenido mineral, cuando de la aplicacibn de per6xido de
carbamida al 10%, siendo la causa de la desmineralizacion del esmalte, que

extendié una profundidad de 50 um por debajo de la superficie del esmalte

Se han demostrado, ademas, valores reducidos en la resistencia
micromecanica del esmalte sometido a tensién. Da Silva et a I®° (2005), comprobaron
una disminucién de la resistencia ultima a la tension en la subsuperficie del esmalte
sometido a tratamiento con concentraciones elevadas de PH (35%) 6 PC (37% 6
10%). Resultados similares obtuvieron Cavalli et al ”” (2004). Sin embargo, en
opinién de los autores, este método de ensayo podria sobreestimar los efectos de
los agentes blanqueadores ya que los especimenes a testar son barritas de esmalte
de dimensiones muy reducidas obtenidas mediante reduccion mecanica. El esmalte
testado no representaria de forma fiable los efectos del agente blanqueador en la
superficie del diente in vivo, la cual se espera que exhiba una mayor grado de
mineralizacion y, por tanto, de resistencia a la tension, a la vez que favoreceria la

difusion del agente blanqueador al interior del espécimen testado.

Tam et al "® (2005), evaluaron las propiedades mecanicas de la dentina
mediante dos parametros: la resistencia a la flexion (FS) y el médulo de flexién (FM),
tras la inmersion de bloques de dentina bovina en PC é PH a distintas

concentraciones y tiempos de aplicacion. EI PC al 10 6 al 15% se utilizé simulando



56

regimenes nocturnos de aplicaciéon durante 6 horas diarias, de 2 semanas 6 2 meses
de duracién, mientras que el PH se testé en un protocolo de aplicacién domiciliaria
diurna, a concentraciones del 6,5 0 7,5%, 1 hora a la semana, durante 3 semanas y
en un protocolo de aplicacion profesional, al 35%, 1 hora al dia, 2 dias por semana,
durante 3 semanas. Se observdé que el PC a las concentraciones y pautas de
administracion empleadas reducia significativamente los valores de FS y FM de la
dentina bovina respecto a los de los grupos control sin blanqueamiento. Sin
embargo, ninguno de los regimenes de aplicacion del PH indujo cambios
significativos en las propiedades mecanicas de la dentina, lo que podria estar
relacionado con los tiempos mas cortos de tratamiento que se utilizaron en estos

grupos experimentales.

En un trabajo relacionado, Tam et al "® (2005) compararon las propiedades
mecdénicas de la dentina bovina cuando se sometia a PC 10%, de forma directa o
indirecta, es decir, cuando el blanqueador se aplicaba sobre el esmalte. Las pautas
de aplicacion del blanqueador en los grupos experimentales fueron similares. La
aplicacion directa del PC sobre la dentina redujo de forma significativa el FS 'y FM,
mientras que no se observaron efectos significativos sobre estos parametros en la

aplicacion indirecta del blanqueador.

Por otra parte, Carrasco et al 8 (2003) usaron el peréxido de hidrégeno al
35%, en el blanqueamiento interno con activacion con LED y luz halégena y en la
técnica convencional. Evaluaron cuantitativamente la accion de éstos en la

permeabilidad de la dentina mediante métodos histoquimicas. Todos los
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procedimientos de blanqueamiento aplicados en el estudio demostraron una

efectividad similar y aumentaron la permeabilidad de la dentina de forma parecida.

2.6.4 Efecto en la Estructura Molecular de Esmalte y Dentina.

Cimilli y Pameijer ® (2001) utilizaron peréxido de carbamida al 10, 15y 16%
sobre el esmalte humano y observaron, mediante espectroscopia infrarroja,
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier y difracciéon de Rayos X que el PC
provocod un cambio en la estructura de la hidroxiapatita a ortofosfato calcio amorfo
[Ca(H2P0O4)2], con la Unica excepcion del grupo experimental en el que se aplicé PC

al 10% durante so6lo 5 6 10 dias.

Bistey et al ** (2007) evaluaron los efectos de las soluciones del peréxido de
hidrégeno al 10, 20 y 30% en la estructura molecular del esmalte humano, mediante
espectroscopia Infrarroja Transformada de Fourier (FT-IR). Se utilizaron 10
especimenes por grupo, que se sometieron a blanqueamiento con PH. Se
determinaron los espectros antes del tratamiento, asi como para los tiempos de
aplicacién del blanqueador de 30, 60 y 120 minutos y transcurrida una semana
desde su realizacién, tiempo durante el que los especimenes permanecieron
almacenados en solucién salina isotdnica. El andlisis espectroscépico demostrd, en
los especimenes blanqueados, modificaciones estructurales del esmalte superficial
respecto al grupo control sin blanqueamiento a nivel de las bandas que definen al

ion PO4. Dichas alteraciones eran proporcionales a la duracién del tratamiento y a la
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concentracion del PH y persistian 1 semana después del blangueamiento, sin

tendencia, por tanto, a la reversibilidad espontanea.

Jiang et al ° (2007) investigaron los efectos de H.O, al 30 % sobre la
estructura de la dentina humana y sus mecanismos posibles de actuacion. Los
espectros de la dentina intacta y tratada se determinaron mediante espectroscopia
infrarroja por trasformada de Fourier (FTIR) y reflexién total atenuada (ATR). Las
diferencias mas importantes fueron observadas en los espectros de ATR de la
dentina tratada. Al someter al blanqueador especimenes de dentina previamente
desmineralizada, se pudo observar su practica disolucion en el PH. Los autores
proponen que la pérdida mineral se podria explicar por la acidez de los productos,
mientras que la destruccion de los componentes organicos se explicaria por un

mecanismo de oxidacion.

2.6.5 Efecto en los Materiales de Restauracion

Basting et al ® (2005) evaluaron los efectos del peréxido del carbamida al 10%
en la rugosidad y la microdureza superficiales de tres resinas compuestas
condensables. Los especimenes fueron expuestos a perdxido de carbamida al 10%
durante 6 horas al dia, 3 semanas. Durante el tiempo restante se almacenaron en
saliva artificial, como solucibn remineralizadora. Las resinas compuestas
condensables sometidas al PC al 10% presentaron una rugosidad superficial mayor

que la del grupo de control. Sin embargo, no se afecté su microdureza superficial
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Mujdeci y Gokay % (2006) no observaron diferencias significativas en la
microdureza de Vickers de tres materiales de restauracion, una resina microhibrido,
y un vidrio ionédmero convencional, tras el tratamiento durante 21 dias con agua

destilada, gel de PC al 10%, o blanqueamiento en tiras con PH al 14%.

2.6.6 Efectos en la Adhesion

Uno de los inconvenientes mas conocidos del blanqueamiento es el hecho de
que afecta negativamente a la adhesién de los materiales de restauracion. Se ha
demostrado que los agentes blanqueadores que incorporan PC a concentraciones
comprendidas entre el 10 y el 35% tienen un efecto adverso sobre la fuerza de
adhesién al esmalte previamente grabado. Numerosos estudios han comprobado
que existe una reduccion significativa en la resistencia adhesiva de las resinas

9.91.92.93 "cando la adhesion se lleva a cabo tras el blanqueamiento.

compuestas

Tarkin et al ®* (2004) comprobaron que la resistencia adhesiva a la cizalla era
significativamente menor en los grupos de especimenes de esmalte bovino
blanqueados con PC al 10, 16 6 22% respecto al grupo control no blanqueado y, en
su trabajo, la reduccién de la fuerza de adhesion fue mayor cuanto mayor era la
concentracion del agente blanqueador®. No obstante, no todos los autores coinciden
en esta afirmacién. De hecho, Cavalli et al ® (2001) no observaron influencia alguna
de la concentracion del blanqueador sobre la fuerza de adhesién inmediata con el

test de cizalla en esmalte humano.
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Numerosas investigaciones han intentado establecer las causas del descenso

en la fuerza adhesiva inmediatamente tras el blanqueamiento.

Josey et al °(1996) observaron que, tras el blanqueamiento, tenia lugar una
disminucién del contenido mineral superficial del esmalte que se manifestaba 24
horas tras el blanqueamiento y se mantenia incluso tras 12 semanas de
almacenamiento en saliva artificial, con cambios en su textura superficial y pérdida
de su estructura prismatica. Esto hacia al esmalte mas sensible al ataque del

grabado acido que le proporcionaba una apariencia de ‘sobregrabado’.

Santos % (2004) utiliz6 el peréxido de carbamida en diferentes
concentraciones 10,15 y 20%, sobre esmalte bovino. La fuerza de adhesion de un
adhesivo de grabado total evaluada mediante microcizalla, disminuyé de forma
significativa sobre el esmalte recién blanqueado, lo que atribuy6 a la presencia de
peréxido residual. El grabado acido de la superficie de esmalte blanqueada indujo,

ademas, un patrén de sobregrabado.

Los agentes blanqueadores reducen la microdureza superficial del esmalte .
Ademas, se sabe que el PH, debido a su bajo peso molecular puede penetrar en el
esmalte y ser retenido en su interior. Adibfar ¥ (1992), liberando oxigeno residual
que podria inhibir la polimerizacién y dificultar la penetracién de los adhesivo %,

proporcionando un aspecto poroso a la interfase adhesivo %.

Algunos autores han propuesto diversos métodos para evitar los problemas

clinicos que plantea la adhesion al esmalte blanqueado.
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Dishman et al ® (1994) observaron que los valores de resistencia a la cizalla
de la adhesién de una resina de grabado total a esmalte caian de forma significativa
cuando la adhesién se realizaba inmediatamente tras el blanqueamiento, pero se
recuperaban cuando la adhesion se retrasaba 1 dia y permanecian al nivel de los
obtenidos en el esmalte no blanqueado durante, al menos, un mes. Sugieren que la
capa rica en oxigeno seria eliminada cuando se aplica el grabado acido, antes de la

resina adhesiva.

Cadenaro et al ' (2006) consideran que dicha eliminacién no se produce y
demuestran, mediante calorimetria diferencial de barrido, una disminucién en el
grado de conversién de los adhesivos en los especimenes blanqueados. El aumento
del tiempo de polimerizacion y una demora de 14 dias entre el blanqueamiento y la
adhesién mejorarian el nivel de polimerizacion de los adhesivos tras el

blanqueamiento.

La mayor parte los investigadores aconsejan esperar una semana antes de
realizar algin procedimiento adhesivo sobre el esmalte blanqueado %. Machado
Silveiro et al '°' (2004) comprobaron que, tras una semana de demora entre el uso
del agente blanqueador y el agente de adhesion, la penetracién de éste ultimo era

maés alta con la formacién de los habituales tags de adhesivo '%

La remocién del oxigeno residual podria reducir los efectos negativos del
blanqueamiento sobre la adhesién, reduciendo asi el periodo de demora entre los
tratamientos blanqueador y consevador. Kum et al ' (2004) compararon la eficacia

del lavado con agua, la aplicacién de etanol é de catalasa antes de la adhesion a
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esmalte blanqueado. El pretratamiento de la superficie blanqueada con catalasa y
etanol previo al proceso adhesivo, mejoraron significativamente la fuerza de
adhesién respecto al simple lavado con agua. Sin embargo, el etanol no restauraba
los niveles de adhesion al nivel de los obtenidos en esmalte no tratado. El examen
fractografico demostré que la disminucién de la adhesién inducida por el PH se
debia tanto a alteraciones tanto a nivel de la interfase resina-esmalte como en la

calidad de la resina.

Tarkin y Kaya ' (2004) testaron la aplicacién de acido ascérbico y la demora
de una semana de almacenamiento en saliva artificial sobre la fuerza adhesiva tras
el blanqueamiento. Se comprobd que la fuerza adhesiva era significativamente
inferior en el grupo experimental adherido inmediatamente tras el blanqueamiento
respecto a la obtenida en el grupo control no tratado, diferencia que no se hall6 en el
grupo tratado con antioxidantes ni en el grupo mantenido en saliva artificial durante

una semana.

2.7. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORSION ATOMICA

Espectrofotometria significa estudio de la estructura y dinamica moleculares
mediante la absorcion, emision y dispersion de la luz. La interacciéon de la materia
con la radiacién afecta a los niveles energéticos de dicha materia. El paso de un

estado fundamental a un estado excitado tiene lugar cuando la radiacion tiene la
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energia correspondiente a la diferencia entre dichos estados y la materia lo absorbe

105

La espectroscopia de Absorcion atémica se basa en la absorcién de radiacion
por atomos libres en estado fundamental mientras que la Espectroscopia de Emision

Atémica estudia la emisién de radiacion por 4&tomos o iones en estado excitado '%.

La caracterizacién de un material mediante Espectroscopia de Absorcion o
Emisiéon Atémica pasa por una etapa fundamental y de enorme repercusion en el
resultado del analisis, se trata de la preparacién de muestra. Las determinaciones
cualitativa y cuantitativa sélo sera posible si los elementos a medir se encuentran en
disolucion o en la forma adecuada para ser transportados a la llama o plasma donde

se romperan los enlaces quedando como atomos libres '%.

Histéricamente la espectrofotometria de emisiébn atémica requeria la
atomizacion y excitacién mediante llama, arco eléctrico y chispa eléctrica ®'. Durante
muchos afnos, las llamas se han utilizado para obtener los espectros de emisién por
excitacion de diversos elementos, y los mas modernos espectrometros de absorcion

atémica estan adaptados para trabajar en la modalidad de emisién de llama '%’.

Las muestras tanto liquidas, que es lo mas habitual, como sélidas pueden ser
introducidas directamente en el sistema de medida de Absorcidén atémica con llama.

El mas habitual es que la muestra a analizar se encuentre en estado liquido y se
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introduce mediante un sistema de nebulizacion, que consta de dos componentes: el
nebulizador y la camara de nebulizacién. El nebulizador transforma la muestra
liguida en un conjunto de gotas muy pequefias, denominado aerosol primario, éste

presenta normalmente una elevada dispersién de tamario de gota '’.

Una llama resulta de la reaccion exotérmica de un gas combustible y un gas
comburente. Se pueden obtener llamas de temperaturas y caracteristicas muy
variadas la naturaleza y proporciones de ambos gases adecuadamente, de manera

que las posibilidades de sus aplicaciones analiticas se multiplican '%’.

La eleccién del tipo de llama dependera de las propiedades espectroquimicas
del elemento, de su forma quimica en disolucién, de la especie quimica que se
puede originar en el seno de la llama, etc. Las llamas mas frecuentemente utilizado
son las de acetileno/ aire y, para aquellos elementos refractarios que requieren un

mayor aporte energético (Al, Si, Ti, V, Zr,...), la de acetileno/éxido nitroso.

La reaccion quimica que genera la llama viene dada por la relacion
estequiométrica de los correspondientes. Esta proporcidon de gases en la llama suele
modificarse ligeramente, dependiendo del elemento a determinar, para originar llama
mas oxidante o mas reductora, lo que permite optimizar las condiciones de analisis

de forma particular, pues se ajustan todos los pardmetros hasta conseguir la maxima



65

relacion senal/ruido. Ademdas, de esta forma se pueden prevenir posibles

interferencias, sobre todo de origen quimico %1%,

El dispositivo de aporte mas energético mas utilizado y estandar para obtener
atomo en estado fundamental es una llama, que suministra a la muestra diferentes
dosis de energia en cantidad suficiente como para disociar las moléculas, romper
sus enlaces y llevar a los 4&tomos hasta el estado fundamental. Las temperaturas
gue se alcanzan son aproximadamente 2.200K con llamas de acetileno-aire y 2.900

k con llamas de acetileno-6xido nitroso.

2.8 ESPECTROSCOPIA

2.8.1 Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR)

La espectroscopia infrarroja (IR) estudia la interaccién entre la materia y la
radiacion infrarroja, radiacion que corresponde a la regién del espectro electro-
magneético que abarca las longitudes de onda entre 0,78 y 1000 um (micrometro)
(que se corresponden a nimero de onda comprendido entre 12800 y 10 cm™). Se
encuentra entre la zona superior de la regién visible y la regién de micro-ondas. Los
rayos infrarrojos se han utilizado para obtener imagenes de objetos lejanos ocultos

por la bruma atmosférica'®.
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Esta region se divide a su vez en tres regiones denominadas infrarrojo
cercano (NIR, 14.300 y 4000 cm™), que contiene bandas fundamentales y de
combinacién, infrarrojo medio (MIR, 4000 y 400 cm™) e infrarrojo lejano (FIR, 400 vy
10 cm™). Las regiones de infrarrojo medio y lejano presentan absorciones debidas a
bandas fundamentales, arménicas y de combinaciéon. La gran mayoria de las
aplicaciones analiticas clasicas de la espectroscopia infrarroja se basan en el
empleo del infrarrojo medio (longitud de onda de 2,5 a 25 um). Esta radiacion es

también absorbida por la mayoria de las sustancias (efecto de calentamiento)'® 1%,

La espectroscopia infrarroja tiene una gran aplicacion en el analisis cualitativo

y cuantitativo, siendo su principal utilizacién la identificacion de especies quimicas a
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través de la determinacién de la frecuencia (nGmero de ondas) a la que los distintos
grupos funcionales presentan bandas de absorcion en el espectro IR. La intensidad
de estas bandas puede utilizarse para determinar la concentracién de estas
especies en la muestra. Por otra parte, mediante la comparacién de los espectros IR
de dos muestras se puede determinar si ambas tienen o0 no la misma composicion.
Su elevada precisién hace posible la cuantificacion de una sustancia en una mezcla

compleja, no siendo necesaria una separacion previa %,

Las posiciones relativas de los atomos en una molécula no estan
exactamente fijas, sino que fluctian continuamente como consecuencia de multitud
de diferentes tipos de vibracion. Para una molécula simple diatomica o triatdmica es
facil definir el numero y la naturaleza de tales vibraciones, y relacionarlas con las
energias de vibracién. Sin embargo con moléculas poliatomicas el analisis se hace
dificil no sélo a causa del gran numero de centros vibratorios, sino porque ademas

ocurren interacciones entre varios centros que deben tomarse en consideracion.

Pueden distinguirse dos tipos basicos de vibraciones: de tensién y de flexién.

‘-\-H‘"'».
Tension (v)
Flexion (o)

Una vibracidon de tensién supone un cambio continuo en la distancia
interatomica a lo largo del eje del enlace entre dos atomos. Las vibraciones de
flexion se caracterizan por un cambio en el angulo entre dos enlaces y son de cuatro

tipos: de tijereteo, de balanceo, de aleteo y de torsion.



68

Vibraciones de tension

Y

Simétrica Antisimétrica

X

Vibraciones de flexion

A

Balanceo en plano Tijereteo en plano

Aleteo fuera del plano Taorsion fuera del plano

XK

Tipos de vibraciones

En una molécula que contiene mas de dos atomos, pueden darse todos los
tipos de vibraciones, ademas puede producirse una interaccién o acoplamiento de
las vibraciones si estas implican enlaces a un mismo atomo central, el resultado del
acoplamiento es un cambio en las caracteristicas de las vibraciones. La region
infrarroja, contiene ademas, muchas bandas de absorcién significativas que no son
debidas a los modos fundamentales de tension o de flexion, y se referiran a
sobretonos, bandas de combinacion, acoplamientos y bandas de resonancia de

Fermi'®.

Cuando la radiacién infrarroja incide sobre una muestra, es capaz de provocar

cambios en los estados vibracionales de las moléculas constituyentes de la misma.
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La absorcién de radiaciéon por parte de una muestra es indicativa del tipo de enlaces
y grupos funcionales presentes en la misma. Como cada molécula es una
combinacién Unica de atomos y enlaces, el espectro infrarrojo es una identificacion

de cada compuesto "% 1°,

Esta espectroscopia presenta importantes ventajas como técnica analitica.
Permite analizar todo tipo de muestras sélidas, liquidas y gaseosas, siendo una
técnica sencilla y rapida, y de una alta sensibilidad. Las aplicaciones son
multiples: analisis de polimeros, aditivos, estudios forenses, identificacion de
contaminantes ambientales, medicina, diversas areas de la quimica

(organometalica, orgénica, inorganica, bioinorganica, agricola, industrial), etc '*

110.

La técnica de transformada de Fourier supuso una revolucibn en la
espectroscopia en general y particularmente en este tipo de espectroscopia,
permitiendo la obtencion de espectros de forma rapida, precisa y con relaciones
Sefal/Ruido (S/N) elevadas. Se mejora la sefial porque se reciben simultdnemente
todas las longitudes de onda del espectro, mientras que en un equipo dispersivo,

cada punto del espectro se va registrando sucesivamente %% 1%

2.8.2 Espectroscopia de Infrarrojo — ATR (Reflectancia Total Atenuada)
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El modo mas comun y sencillo de medir un espectro de una muestra es por
transmision, tanto para muestras soélidas, liquidas y gaseosas. Sin embargo a veces
no es posible porque la muestra dispersa la radiacibn o porque esta depositada
sobre un soporte que absorbe la radiacion. En estos casos se suelen usar otras
metodologias, entre las que se encuentra la reflectancia total atenuada (ATR). En el
modo ATR las muestras no necesitan ninguna preparacion y pueden recuperarse.
En el caso del modo de trabajo de transmisién, las muestras sélidas deben

mezclarse con KBr para formar una pastilla 1% 199110,

En la técnica de ATR se usa un accesorio transparente al infrarrojo sobre el
que se deposita la muestra a analizar. Lo mas significativo es que el haz incide por
detras de la muestra, y al tratarse de una interfaz donde el medio externo tiene una
densidad 6ptica menor que la del medio donde incide, la radiacién sufre reflexion

total.

La presencia en la superficie de moléculas que absorben radiacion produce
una atenuacion de la radiacion reflejada. Este hecho tiene lugar porque el medio
absorbente cambia el indice de refracciéon local, lo que hace que parte de la
radiacion penetre en el medio menos denso y sea, por lo tanto, atenuada, de ahi el

origen de la denominacion de esta técnica.
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La técnica sirve para medir cualquier muestra no gaseosa que se mantenga
presionada sobre la superficie del accesorio. Es especialmente util para muestras de
superficie rugosa, que por transmision dispersarian la radiacion que incide
directamente sobre ellas. Como la distancia de penetracion de la radiaciéon puede
variarse con el angulo de incidencia, se pueden hacer estudios sobre el cambio de

composicion de la muestra con la profundidad.

Los espectros obtenidos de esta forma son similares a los de transmisién
aunque hay que tener cuidado a la hora de comparar los espectros de transmision
con los de ATR ya que las absorbancias obtenidas por ATR son algo menores que
mediante transmisién, especialmente a longitudes de onda cortas. La frecuencia de

las bandas sera igual pero la intensidad dependera del angulo de incidencia y no de
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la cantidad de muestra depositada. Ademas con el dispositivo de ATR los picos
pueden aparecen ligeramente desplazados respecto a los de transmision cuando el

contacto entre la muestra y la punta de diamante no es adecuado o uniforme.

2.8.3 Espectroscopia Raman

Las transiciones vibracionales se pueden observar por espectroscopia
infrarroja 0 Raman, pero se registran de manera distinta. En IR se mide la luz
infrarroja en funcion de la frecuencia; por el contrario, el origen del espectro Raman
es distinto. La muestra se irradia con un haz laser cuya longitud puede ser
cualquiera, ultravioleta, visible o infrarrojo, y se estudia la luz dispersada. Al irradiar
con el laser, los fotones del mismo son desplazados a niveles virtuales mas altos o
mas bajos. La energia de esos desplazamientos da informacién acerca de los
estados de energia del sistema y la radiacion es recogida y dirigida al
monocromador por una lente. Las longitudes de onda préximas a la longitud de onda
de excitacion son filtradas, y el resto de longitudes de onda son dispersadas hacia el

detector %% 11,
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La espectroscopia Raman es una técnica foténica de alta resolucion que
proporciona en pocos segundos informacién quimica y estructural de un compuesto.
La interaccidon entre la radiacion incidente y la molécula en estudio da lugar a una
excitacion de la molécula. La molécula excitada se relaja de dos maneras: a)
volviendo a su estado energético en el que se encontraba y entonces se libera una
energia igual que la absorbida y, b) la molécula no regresa a su estado inicial, y en
este caso la energia liberada es distinta a la absorbida de modo que ha habido un
intercambio de energia que es la dispersidn inelastica que caracteriza al fendmeno
Raman; la molécula ha experimentando ligeros cambios de frecuencia que son
caracteristicos del material analizado e independientes de la frecuencia de la luz
incidente. El analisis mediante espectroscopia Raman se basa pues, en el examen
de esa luz dispersada por el material al incidir sobre él un haz de luz monocromatico.

El analisis se lleva directamente sobre la muestra a analizar ''".
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Una de las ventajas del la espectroscopia laser consiste en su alta resolucion
espacial, es decir, su posibilidad de analizar areas muy pequenas (hasta unos
micrones) de la muestra, por otro lado tiene la ventaja de poder analizar areas que
no salen a la superficie de la muestra, como inclusiones de minerales. Igualmente,
se analiza en la actualidad el contenido quimico de las fases liquidas, sélidas y de
vapor dentro de las inclusiones fluidas, aportando una enorme cantidad de datos

adicionales al estudio microtermométrico de las ultimas.

2.9 DIFRACCION DE RAYOS X

La difraccion de rayos X es uno de los fenédmenos fisicos que se producen al
interaccionar un haz monocromatico de rayos X de una determinada longitud de
onda, con una sustancia cristalina. Ademas de diversos fenémenos, por ejemplo de
absorcién, se produce una dispersion de rayos X que mantienen la misma longitud
de onda que el haz incidente y que se conoce como dispersion de rayos X
coherente que no esta distribuida uniformemente en el espacio, sino que es una
funcién de la distribucién electrénica de la muestra. De una forma muy simple, la
difraccion de Rayos X por un cristal y la reflexién de luz por un espejo son parecidas,
ya que en ambos fenémenos el &ngulo de incidencia es igual al angulo de reflexion.
Si la muestra tiene sus atomos ordenados periddicamente, la intensidad y
distribucién de los rayos X dispersados forman un patron de difraccion especifico

que esta intimamente relacionado con la estructura interna del material "% '"".
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El fendmeno de la difraccibn puede describirse con la ley de Bragg que
predice la direccién en la que se da interferencia constructiva entre haces de rayos X

dispersados coherentemente por un cristal:

Ley de Bragg: nl=2d sen6

donde | es la longitud de onda del haz de rayos X incidente, d el espaciado de los

planos cristalograficos y 6 el angulo de Bragg al que se produce la difraccion,

Rayos X
incidentes

Rayos X
reflejados

nl=2dsend

Representacion de la condicién necesaria para la difraccion

La aplicacion de esta radiacion ha sido ampliamente utilizada en medicina en
el diagnéstico de patologias gracias al poder de penetracion a través de materiales
blandos (radiografias) y por otro lado, actualmente, es una técnica usada de forma
rutinaria para la caracterizacién de materiales cristalinos tanto inorganicos como

organicos y parar la determinacién de su estructura atébmica o molecular.
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2.10 METODOS TERMICOS Y CALORIMETRICOS

El analisis térmico es, por definicion, la medida de los cambios fisicos o
quimicos que ocurren en una sustancia en funciéon de la temperatura mientras la

muestra se calienta (o se enfria) con un programa de temperaturas controlado.

Asi, la medida se puede hacer sobre los valores absolutos de una propiedad
(p-ej. el peso o el médulo de compresibilidad), sobre la diferencia entre las
propiedades de una muestra y un material de referencia que no se ve afectado en
esas condiciones (p.ej. la temperatura, o el flujo de calor necesario para mantener
los dos materiales a la misma temperatura) y sobre la velocidad de cambio de una
propiedad (p.ej. derivada de peso o de otra propiedad). En funcidén de la medida que
se produzca, se pueden distinguir varios analisis. Los métodos térmicos mas
utilizados son tres:
¢ Analisis termogravimétrico ATG
¢ Analisis térmico diferencial ATD
¢ Calorimetria diferencial de barrido DSC (Differential scanning

calorimetry).

En el primero se registran cambios de peso de las sustancias y en los otros

dos, cambios de energia.

El analisis térmico gravimétrico es una de las técnicas de analisis térmico en
las que se determina la pérdida o ganancia de masa en funcién de la temperatura
(ATG). La curva que se obtiene derivando la del analisis termogravimétrico puede

suministrar, en algunos casos, informacién adicional (DTG). El analisis térmico
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diferencial (ATD) se basa en registrar la temperatura de una muestra en
comparacién con la de un material térmicamente inerte cuando la muestra es
calentada o enfriada a una velocidad constante en atmosfera controlada. Si en vez
de medir cambios de temperatura entre la muestra y la referencia lo que se miden
son diferencias en la cantidad de calor absorbido o desprendido entre la muestra y la

referencia, tendremos lo que se llama la calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Existen ademas diversas técnicas multiples que combinan métodos térmicos

0 bien un método térmico y un método de deteccidon de gases.

El andlisis termogravimétrico (TG y DTG) vy la calorimetria diferencial de
barrido (DSC) han sido ampliamente utilizados para el estudio de las reacciones
primarias en la descomposicién de solidos, para el estudio de la descomposicion
térmica de muchos materiales, estudio de transiciones de primer orden (fusién,
cristalizacién etc.), identificacion de polimeros, determinaciéon de purezas, estudios
cinéticos, oxidaciones etc. La interpretacion de los datos experimentales puede
proporcionar informacién detallada acerca de la composicién del material, orden de
reaccion, numero de procesos distintos que tienen lugar y las correspondientes

constantes cinéticas "% ',
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3 HIPOTESIS

Nos hemos propuesto como hipotesis de este trabajo que:

e El perdxido de carbamida y el peréxido de hidrégeno al 30% rutinariamente
utilizado en la clinica para realizar los procedimientos de blanqueamiento dental,
no van a modificar el poder descalcificante del acido fosférico utilizado en la

técnica de grabado acido del esmalte.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

» Evaluar el poder descalcificante del acido fosférico al 37% sobre esmalte
dental bovino después del tratamiento blanqueador con peréxido de
carbamida y per6xido de hidrégeno en los periodos de 15, 30, 60, 90 y 120

segundos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Verificar la cantidad de calcio que pasa a la disolucién de &cido fosforico al
37% cuando el esmalte no ha sido sometido a tratamiento con blanqueador
(Grupos Control), en los periodos de 15, 30, 60, 90 y 120 segundos.

= Verificar la cantidad de calcio que pasa a la disolucién de &cido fosforico al
37%, después del blanqueamiento inmediato y 24 horas, 72 horas, 7 dias,
tras el tratamiento blanqueador, en los periodos de 15, 30, 60, 90 y 120

segundos.

» Comparar la pérdida de calcio que pasa a la disolucién de acido fosforico al
37%, cuando se utiliza los agentes blanqueadores (Peréxido de Carbamida

y Peréxido de Hidrdégeno).
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» Determinar mediante espectroscopia infrarroja y Raman del grado de

mineralizacion después del tratamiento &cido.

= Determinar de la composicién mineraldgica y cristalinidad de las muestras

de esmalte mediante difraccion de rayos X.
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5 MATERIALES Y METODO

5.1 MATERIALES

A continuacién se indican los materiales y aparatos utilizados, en la presente

memoria, para el estudio de las muestras de esmalte procedente de dientes bovinos.

e Saliva artificial ( Laboratorio Farmacia — UGR)

e Pero6xido de Hidrégeno al 30% (llumine Office™)

e Peréxido de Carbamida al 30% (Vivastyle®)

e Acido fosférico al 85 % (Scharlau AC 1100-Barcelona , Espafia)
e Suero fisiologico ( Fisiologico Braum — Barcelona)

e Agua Milli-Q

e KBr (FT-IR grade, 299% trace metals basis (Sigma-Aldrich)

e Nevera (Rodiber. S.A)

e Lupa (Olimpo Espana éptico, Barcelona, Espana)

e Turbina de alta rotacién (Kavo — Alemania)

e Cortadora ACCUTOM HARD TISSUE MICROTOME (Struers —Denmark)
e Cortadora STRUERS ACCUTOM 50 (Struers - Denmark)

e Pulidora Exakt ( APPARATEBAU D-200 NORDESRSTEDT)

e Balanza digital de precision ( AND HM-202 - Japan)
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Micro pipeta 1-5ml (BOECO - Germany )

Agitador — MAGNETIC STIRRER MS3000 (BOECO - Germany)
Céamara digital Canon 620 (7.1mega pixeles)

Ordenador portatil Toshiba

Espectrofotdmetro de Absorcién Atdmica — Perkin EImer 5100ZL
Cronémetro

Estufa Selecta — Espana

pH-metro — CRISON microph2000

Lupa (Olimpo Esparia 6ptico, Barcelona, Espana

Disco de lija de agua grano P-220 y 500 (WS Struers 18-B, Dinamarca)
Cera de baja temperatura

Jeringa desechable de 10cc

Vaso precipitado de 50ml

Vaso precipitado 30ml

Tamices de acero CISA

Centrifuga HETTICH EBA 21

Estufa SELECTA P

Balanza METLER Toledo AX 26

Espectrofotémetro TERMO NICOLET IR 200

Prensa SPECAC

Espectrofotdmetro por Transformada de Fourier EQUINOX 55
Accesorio para ATR Golden Gate Single Reflection Diamond ATR System
de Specac.

Accesorio Bruker FRA 106 para espectros Raman

Difractometro de rayos x en polvo BRUKER D8 ADVANCE



Analizador termogravimétrico (TG) SHIMADZU mod. TGA-50H

Calorimetro diferencial de barrido (DSC) SHIMADZU mod. DSC-50Q
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5.2 METODO

5.2.1 Diseno del Estudio

Hemos realizado un estudio experimental in vitro, descriptivo, de tipo
transversal y procesado estadisticamente de la influencia del Perdxido de
Carbamida y Peréxido de Hidrogeno sobre el poder descalcificante del acido
fosférico utilizando un Espectrofotdmetro de Absorcién Atémica y hemos evaluado
las alteraciones producidas en el esmalte bovino mediante espectroscopia de

infrarrojos.

Este estudio ha sido realizado en el laboratorio de investigacion del
Departamento de Estomatologia de la Facultad de Odontologia y en el
Departamento de Quimica Inorganica de la Facultad de Ciencia. Los andlisis de las
muestras se han realizado en el Centro de Instrumentacion Cientifica de la
Universidad de Granada y en el Servicio Central de Apoyo a la Investigacion de la

Universidad de Malaga

5.2.2 Seleccion de la Muestra
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Hemos utilizado 25 dientes incisivos de bovino que fueron extraidos
inmediatamente después del sacrificio de los terneros y almacenados en agua

destilada con algunos cristales de timol en nevera hasta su utilizacién.

5.2.3 Preparaciones de los Especimenes

A todos los incisivos, se les eliminé la raiz a nivel del limite amelocementario
con disco de diamante en una cortadora ACCUTOM (Struers — Dinamarca). Las
coronas fueran pulidas con disco de carbono silicio en la pulidora EXAKT-
APPARATEBAU D-2000 NORDERSTEDT, para eliminar las convexidades y
conseguir unos limites rectos, con finalidad de llevarlos a la cortadora STRUERS
ACCUTOM-50, donde habia sido previamente programada para obtener trocitos de
la corona de tamano 4x4mm. De cada corona se obtuvieron 5 trocitos,
posteriormente se pesaron en una balanza de precision (AND / HM-202). Para
igualar el peso entre los especimenes, se utilizé un disco de lija de agua de 500girts,
siempre quitando de la superficie interior de la seccidbn para no modificar su
geometria (Figura 2). De este modo de cada corona obtuvimos 5 secciones con la
misma calcificacion y geometria (Figura 3). Posteriormente se comprobé en una lupa
(Olimpo Espana optico, Barcelona, Espana), que todas las superficies expuestas

correspondian a esmalte (Figura 4).



Figura 2- Secuencia de la preparacion del espécimen

Figura 3 - Especimenes cortados 4 x 4mm.

&9
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Figura 4 — Lupa y balanza

5.3 SUSTANCIAS BLANQUEADORAS UTILIZADAS EN LA INVESTIGACION

5.3.1 Perdoxido de Carbamida (PC)

Utilizamos el peréxido de carbamida al 30% marca VivaStyle® 30% de la casa
Ivoclar Vivadent (Figura 5). El gel blanqueador se aplic6é a los especimenes durante
90 minutos y fue cambiado completamente cada 30 minutos. Una vez transcurridos

los 90 minutos, se elimino el gel remanente con abundante agua.
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VivaStyle®30%

Figura 5 - Agente blanqueador (Per6xido de Carbamida 30%)

5.3.2 Perdxido de Hidrégeno (PH)

La sustancia utilizada fue el Hluminé™ office de la casa Dentsply DeTrey
(Figura 6). El procedimiento de uso es sencillo y consiste basicamente en las
siguientes etapas: lllumine™ Office se presenta en kits con dobles jeringas: una
jeringa Ay otra jeringa B, en la jeringa A: presenta el catalizador que se va a ocupar
de fragmentar el H>,O, en las mejores condiciones para asi obtener el mayor nimero
posible de radicales HO,, y en la Jeringa B: per6xido de hidrégeno al 30%. Y para
utilizar se mezcla ambas jeringas, para activar el peréxido de hidrégeno, durante un

breve tiempo, 30 segundos aproximadamente (Figura 7).



92

El gel blanqueador fue aplicado a los especimenes, por un periodo de 90
minutos, cambiando el gel a cada 30 minutos, transcurrido el tiempo propuesto
quitamos con una gasa todo el gel que haya quedado adherido a los dientes y se

enjagud abundantemente.

Figura 6 - Agente blanqueador (Perdxido de hidrégeno al 30%)
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[llumine" office: Instrucclones Paso a Paso| Illumine” office: Instrucciones Paso a Paso

Cologue siempr I Ponga la valvula en
jeinga A hada posician “on”
aniba, e e lopon

y enrosgue lo jernga

B sobrm la A.

Faia

.ﬁfw Mezde o contenide v \ (ologue lo valvla

péslo da la jeringo } en pasiddn “off”,

) AcBened-5
i,

H materal meztloda
dabo enaniane ol
final en fa jeringa A.

Rofirar la jeringa B . Conecta la punta
manleniendo la | aplicadom a la
jeringa A hada |einga A,

ariba )

Figura 7 - La secuencia utilizada para la preparacion de la sustancia blanqueadora.
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5.4 DIVISION DE LOS GRUPOS EXPERIMENTALES

De los 25 dientes bovinos, 10 fueron utilizados en los experimentos con
peréxido de carbamida al 30% y los demas 15 dientes bovinos fueron utilizados con
peréxido de hidrégeno al 30%, totalizando 25 muestras. Cada muestra estaba
formada por cinco especimenes, que se dividieron en cinco grupos. Y cada grupo
fue evaluado en 5 tiempos distintos 15, 30, 60, 90 y 120 segundos, segun el

esquema (Tabla 1).

5.4.1 Tratamiento con Peroxido de Carbamida

El agente blanqueador peroxido de carbamida (VivaStyle® 30%) fue testado,
en 10 muestras anteriormente citadas (PC1; PC2; PC3; PC4; PC5; PC6; PC7; PCS8;
PC9; PC10). Cada muestra estaba formada por cinco especimenes, que se
dividieron en cinco grupos. | - (C) Control no se utilizé ningun agente blanqueador;
el Il - (BL-l) blanqueamiento Inmediato, se utiliz6 el peréxido de carbamida al 30%;
el lll - (BL-24h) blanqueamiento 24 horas, se utiliz6 el peréxido de carbamida al
30% y después se almacend en saliva artificial durante 24 horas; el IV - (BL-72h),
blanqueamiento 72 horas se utilizé el per6xido de carbamida al 30% y después se
almacené en saliva artificial durante 72 horas y el V grupo (BL-7d) blanqueamiento

7
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dias se utilizd el peréxido de carbamida al 30% y después se almacend en saliva

artificial durante 7 dias. Cada grupo fue evaluado en 5 tiempos distintos 15, 30, 60,

90 y 120 segundos. En total se obtuvieron 250 experimentos (Tabla 2)

Tabla 1 - Organizacién de la muestras con Peroxido de Carbamida (PC) y Per6xido de

Hidrégeno (PH)

MUESTRAS GRUPOS Tiempos(”’) MUESTRAS GRUPOS Tiempos(”’)
CONTROL 15, 30, 60, 90, 120 CONTROL 15, 30, 60, 90, 120
BLI 15, 30, 60, 90, 120 BLI 15, 30, 60, 90, 120
PC1 PCé BL 24hs 15,30,60,90,120 PH1 PH6 PH11 BL 24hs 15, 30, 60, 90, 120
BL 72hs 15, 30, 60, 90, 120 BL 72hs 15, 30, 60, 90, 120
BL 7dias 15, 30, 60, 90, 120 BL 7dias 15, 30, 60, 90, 120
CONTROL 15, 30, 60, 90, 120 CONTROL 15, 30, 60, 90, 120
BLI 15, 30, 60, 90, 120 BLI 15, 30, 60, 90, 120
PC2 PC7 BL 24hs 15, 30, 60,90,120 PH2 PH7 PH 12 BL 24hs 15, 30, 60, 90, 120
BL 72hs 15, 30, 60, 90, 120 BL 72hs 15, 30, 60, 90, 120
BL 7dias 15, 30, 60, 90, 120 BL 7dias 15, 30, 60, 90, 120
CONTROL 15, 30, 60, 90, 120 CONTROL 15, 30, 60, 90, 120
BLI 15, 30, 60, 90, 120 BL1 15, 30, 60, 90, 120
PC3 PC8 BL 24hs 15,30,60,90,120 PH3 PHS PH 13 BL 24hs 15, 30, 60, 90, 120
BL 72hs 15, 30, 60, 90, 120 BL 72hs 15, 30, 60, 90, 120
BL 7dias 15, 30, 60, 90, 120 BL 7dias 15, 30, 60, 90, 120
CONTROL 15, 30, 60, 90, 120 CONTROL 15, 30, 60, 90, 120
BL1 15, 30, 60, 90, 120 BLI 15, 30, 60, 90, 120
PC4 PC9 BL 24hs 15, 30, 60, 90, 120 PH4 PHY PH 14 BL 24hs 15, 30, 60, 90, 120
BL 72hs 15, 30, 60, 90, 120 BL 72hs 15, 30, 60, 90, 120
BL 7dias 15, 30, 60, 90, 120 BL 7dias 15, 30, 60, 90, 120
CONTROL 15, 30, 60, 90, 120 CONTROL 15, 30, 60, 90, 120
BLI 15, 30, 60, 90, 120 BLI 15, 30, 60, 90, 120
PC5 PC 10 BL 24hs 15,30, 60,90,120  PHS PH PH 15 BL 24hs 15, 30, 60, 90, 120
BL 72hs 15, 30, 60, 90, 120 10 BL 72hs 15, 30, 60, 90, 120
BL 7dias 15, 30, 60, 90, 120 BL 7dias 15, 30, 60, 90, 120
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Tabla 2 - Grupos de estudios con Per6xido de Carbamida

GRUPOS TRATAMIENTO
Grupo | - Control (C) Acido fosférico al 37%

Per6xido de Carbamida al 30% y &cido
Grupo Il - Blanqueamiento Inmediato (BL-I) | fosfdrico al 37%.

Peroxido de Carbamida al 30%, inmersién

Grupo Il - Blanqueamiento 24horas (BL-24) @ en saliva artificial durante 24h y grabado
con acido fosforico al 37%.

Peroxido de Carbamida al 30%, inmersién

Grupo IV - Blanqueamiento 72horas (BL-72) | en saliva artificial durante 72h y grabado
con acido fosforico al 37%.

Peroxido de Carbamida al 30%, inmersién

Grupo V Blanqueamiento 7dias (BL-7d) en saliva artificial durante 7 dias y grabado
con acido fosforico al 37%.

5.4.2 Tratamiento con Peréxido de Hidrogeno

Se utilizaron 15 dientes incisivos de bovinos para testar el efecto del perdxido
de hidrégeno, totalizando 15 Muestras (PH1; PH2; PH3; PH4; PH5; PH6; PH7; PHS;

PH9; PH10; PH11; PH12; PH13; PH14 y PH15)). Cada muestra estaba formada por

cinco especimenes, que se dividieron en cinco grupos: | - (C) Control no fue
utilizado ningun agente blanqueador; el Il - (BL-l) blanqueamiento Inmediato, se
utilizé el peréxido de Hidréogeno al 30%; el Ill - (BL-24hs) blanqueamiento 24

horas, se utiliz6 el peréxido de hidrégeno al 30%; el IV - (BL-72hs),
blanqueamiento 72 horas se utilizé el peréxido de hidrégeno al 30% y se almacend6

en saliva artificial durante 72h y el grupo V (BL-7dias) blanqueamiento 7 dias se
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utilizé el peroxido de hidrégeno al 30% y se almacend en saliva artificial durante 7
dias. Cada grupo fue evaluado en 5 tiempos distintos 15, 30, 60, 90 y 120 segundos.
Totalizando 25 experimentos por muestra estudiada, multiplicado por 15, que fue la

cantidad de muestras estudiadas, se obtuvieron 375 experimentos (Tabla 3).

Tabla 3 - Grupos de estudios con Perdxido de Hidrégeno

GRUPOS TRATAMIENTO
Grupo | - Control (C) Acido fosférico al 37%

Per6xido de Hidrégeno al 30% y &cido
Grupo Il - Blanqueamiento Inmediato (BL-I) | fosforico

Peréxido de Hidrégeno al 30%, inmersién
Grupo Il - Blanqueamiento 24horas (BL-24) @ en saliva artificial por 24h y grabado con
acido fosférico al 37%.

Peréxido de Hidrégeno al 30%, inmersién
Grupo IV - Blanqueamiento 72horas (BL-72) | en saliva artificial por 72h y grabado con
acido fosférico al 37%.

Per6xido de Hidrégeno al 30%, inmersion
Grupo V - Blanqueamiento 7dias (BL-7d) en saliva artificial por 7 dias y grabado con
acido fosférico al 37%.

5.5 DISENO DEL EXPERIMENTO

Todos los grupos fueron previamente sometidos a dos tratamientos, primero
con un agente blanqueador y después al acido fosférico al 37%, excepto los
especimenes del grupo Control, que solamente fueron inmersos en el &cido

fosférico al 37%.
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La solucién de acido fosférico a 37% fue preparada a partir de una disolucion
de 311mL de 85% de acido ortofosférico (Scharlau AC 1100-Barcelona, Espana),
con la densidad de 1.71 g/mL en 689mL de agua bidestilada para obtener 1000mL
de solucion de &cido fosférico al 37% con pH de 0.14, medidos en el pH-metro

(CRISON — micro pH2000).

Previamente se prepard un blanco conteniendo acido fosférico al 37% para

determinar los niveles de Ca®* en ausencia del espécimen.

Los grupos de blanqueamiento inmediato, blanqueamiento 24 horas,
blanqueamiento 72 horas y blanqueamiento 7 dias fueron previamente
sumergidos en la sustancia blanqueadora (Peroxido de Carbamida o Perdxido de
Hidrogeno). Cuando utilizamos VivaStyle® 30% dejamos el gel blanqueador en
contacto con el espécimen durante 90 minutos, cambiando todo el gel a cada 30
minutos, segln las instrucciones del fabricante. Con el Hluminé Office™ los
especimenes se mantuvieron en contacto durante 90 minutos. Inmediatamente
después de terminar el blanqueamiento los especimenes fueron lavados con
abundante agua, secados con papel absorbente y sumergidos en la saliva artificial
en un recipiente hermético. Posteriormente se mantuvieron en una estufa a 37° C,
durante el periodo de tiempo de prueba especificado (24h, 72h o 7 dias), para que
hubiera una aproximacion entre las condiciones experimentales en la cavidad oral
(Tabla 4). Los especimenes que fueron evaluados inmediatamente tras el

procedimiento de blanqueo (BL-l), no se sumergieron en saliva artificial.

Todos los especimenes del grupo control y experimental fueron sometidos al

mismo procedimiento experimental. Las muestras fueron introducidas en un vaso de



99

precipitado, que contenia 30mL de disolucion de &cido fosférico al 37%, con
agitacién constante mediante un agitador magnético (SBS A-09 series C, Barcelona,
Espafia) para homogeneizar la distribucién de los iones Ca**. El tiempo de reaccién
fue de 15, 30, 60, 90 y 120 segundos. De la disolucion se extrajeron, a cada tiempo
indicado, alicuotas de 5mL, utilizando una micropipeta calibrada de puntas
desechables. Las extracciones fueron puestas en viales de cristal herméticamente
sellados y cuidadosamente etiquetados. La concentracién de Ca®* en la solucién
extraida fue determinada por Espectrofotometria de Absorcion Atomica (Perkin
Elmer mod. 5100ZL) usando la técnica de llama. Los resultados obtenidos, en ppm,

se expresaron en mg de Ca** eliminado por gramo de muestra.

Figura 8 -Secuencia del los procedimientos experimentales.
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Tabla 4 - Formulacién de la saliva artificial utilizada.

| COMPOSICION | CANTIDAD
| Cloruro de calcio | 0,21g

| Cloruro de potasio | 4,89

| Cloruro de sodio | 3,49

| Cloruro de magnesio | 0,279

| Fosfato de potasio | 1,329

| Benzoato de sodio | 19

| Carboximetilcelulose sddica | 259

| Sorbitol | 1209

‘ Agua destilada ‘ 4850m!

5.6 DETERMINACION DE CALCIO

La concentracion de calcio de las disoluciones fue determinada mediante
Espectrofotometria de Absorcién Atémica (Perkin Elmer mod. 5100ZL) utilizando El

método de llama aire/acetileno (Figura 9).

Figura 9- Espectrofotémetro de Absorcion Atdmica - Perkin EImer mod. 5100 ZL



101

En este método la solucién muestra, es directamente aspirada a una llama de
flujo laminar. La llama tiene como funcion generar a&tomos en su estado fundamental
de los elementos, presentes en la solucibn muestra. Temperaturas cercanas a los
1500-3000°C son suficientes para producir la atomizacion de un gran numero de
elementos, los que absorben parte de la radiacion proveniente de la fuente luminosa.
Es la mas empleada, debido a que ofrece para muchos elementos, un medio
ambiente y temperatura suficientes para la atomizacién. La llama es completamente
transparente y solamente muestra auto absorcion bajo los 230nm. La longitud de
onda utilizada fue de 422,7nm. El Espectrofotémetro fue calibrado con soluciones de
referencia Standard 0, 1, 2, 4, 6 y 8 ppm. La disolucion de partida fue de 1000 ppm
(Merck Inc. Whitehouse NJ USA). Tanto a las muestras como a los patrones se le
anadieron 1000 ppm de CsCl (Cloruro de Cesio) y 6xido de lantano con el fin de
evitar falsos positivos. Los falsos positivos se pueden producir en las soluciones

acuosas que contienen el sodio, el potasio, y el magnesio.

Los resultados de la lectura de calcio fueron obtenidos en ppm, vy

posteriormente expresados en mg de Ca?*

mg . Ca®* = (ppm . Ca®*)x 10 L/mL x V(mL) x 1/ P(mg)
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ppm: parte por millén de Ca 2* en cada periodo de tiempo (mg/L)

L: litro

mL: mililitros

V: volumen de la soluciéon (V1= a los 15 segundos, V2= 30 segundos, V3= 60
segundos, V4= 90 segundos y V5= 120 segundos)

P: peso de la muestra (mg)

Para el célculo de los miligramos de calcio extraidos se procedié siguiendo el
esquema indicado en la figura 10. A los 15, 30, 60, 90 y 120 segundos el volumen
resultante de las disoluciones fue de 30, 25, 20, 15y 10 mL respectivamente debido
a la extraccién de alicuotas de 5 mL en cada periodo de tiempo. La cantidad total de
mg de Ca®*, en cada uno de esos periodos, se calculé mediante la expresién
anteriormente mostrada, sumando los correspondientes mg que contenian las

alicuotas de 5 mL extraidas.

15" 30" 60" 90" 120"
T AT TN T TN
\_/_;___\\,/ ] N A S
N T

N PN
N T
M T
N~
@ V1-Ecc @ V2—50c @ V3-5cc Vy=bee @ V5—50c
mg C&*Vi mg C&'V2 mg Ca**V3 mg C&*V4 mg Ca®’V5
+ + + +
mg Ca*V, mg Ca'V, mg C&*V, mg Ca®'y,
+ + +
mg Ca**V, mg C£V, mg Ca*\,
+ +
mg Ca*"\, mg C&*,
+
mg Ca™\

Figura 10 — Esquema grafico para los célculos de mg de Ca".
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5.7 ESTUDIO EN FASE SOLIDA DE LAS MUESTRAS DE ESMALTE

5.7.1 Preparacion de las Muestras

Se ha estudiado el efecto del acido fosférico y agua oxigenada sobre
muestras de esmalte de dientes bovinos finamente pulverizadas. Las muestras se
homogeneizaron con el objeto de obtener estudios comparativos, y que fueran
representativos de los efectos de dichos tratamientos, de IR (Infrarrojo), ATR
(reflectancia total atenuada), de DRX (difractogramas de rayos X) y analisis de TG
(termogravimétrico) y DSC (calorimetria diferencial de barrido). Este trabajo supone

un inicio en este campo que en un futuro sera ampliado.

Se utilizaron incisivos de bovino a los que después de eliminar la raiz con un
disco de diamante, se volvieron a cortar en trozos mas pequefios exponiendo la
dentina, posteriormente, se desgastaron con disco de carbono de silicio en una
pulidora EXAHT-Apparatebau D-2000 Norderstedt hasta eliminar toda la dentina y
dejar solo esmalte, posteriormente se comprobd en una lupa (Olimpo Espania.
Barcelona) que no habia restos de dentina. Posteriormente se molturaron en un
mortero de agata (Figura 11) y se tomaron 200 mg. La muestra pulverizada se
tamizé usando tamices de acero CISA de luz de malla 250, 200, 150 y 100 micras,

obteniendo cuatro fracciones de muestras homogéneas (Figura 12 y Tabla 5)



Figura 11 — Mortero de Agata
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Figura 12 - Tamices

Tabla 5 — Fracciones de muestras

Muestra Tamano (micras)
Fraccién-1 250< F-1
Fraccién-3 100< F-3 <150

100> F-4

|

Fraccién-2 | 150< F-2 <250
|

Fraccién-4 |
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Para las experiencias se escogié la fraccién de tamarno de grano comprendido

entre 200-150 micras que llamaremos fraccion-2.

Se hicieron 11 grupos de 30 mg cada uno utilizando uno de ellos como control
(F2-control). EI primer grupo se traté con H.O, al 30% (Scharlau Chemie S.A.)
durante 1 hora y 30 minutos (F2-PH), una segunda fraccién también se traté con
agua oxigenada en las mismas condiciones que anteriormente, seguido de un
tratamiento durante 5 minutos con 1ml de acido fosférico al 0,1% preparado por
dilucién de acido fosférico del 85% (Scharlan Cemise SA) (F2-acidoPH), en agua
bidestilada, (purificada a través de un sistema Milli-Q), y con el resto de los grupos
se procedié como se indica a continuacién: Cada muestra fue tratada con 1 ml de
acido fosférico al 0,1% a diferentes tiempos (1, 2, 3, 5, 19, 15, 30 y 90 minutos que
se corresponden con las muestras F2-1, F2-2, F2-3, F2-5, F2-10, F2-15, F2-30, F2-

90 respectivamente) tal como se indica en la tabla 6.

Las muestras se centrifugaron durante 2 minutos a 2000 rpm en una
centriftuga HETTICH EBA 21 (Figura 13). A continuacion se lavaron con agua
bidestilada hasta pH neutro, se filtraron, se secaron en una estufa SELECTA P a

100°C y se pesaron en una balanza METLER Toledo AX 26 (Figura 14).



Tabla 6 - Muestras de esmalte tratadas con &cido fosforico y peréxido de hidrégeno.

Referencia

F- 2 (PH)

F- 2 (Acido
+PH)

F-2(3)

F-2(5)

F-2(10))

F-2(15)

F- 2 (30))

F- 2 (90")

Peso (gr)

30mg

30mg

30mg

30mg

30mg

30mg

30mg

30mg

30mg

30mg

Peréxido de Hidrogeno al 30%

Peréxido de Hidrogeno al 30%

Reactivo

Ac. Fosférico al 0,1%

Ac.

Ac.

Ac.

Ac.

Ac.

Ac.

Ac.

Ac.

Fosférico al 0,1 %

Fosférico al 0,1 %

Fosférico al 0,1 %

Fosférico al 0,1 %

Fosférico al 0,1 %

Fosférico al 0,1 %

Fosférico al 0,1 %

Fosférico al 0,1 %

Tiempo de
Tratamiento

1hs 30’

1hs 30’

106
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Figura 13 — Centrifuga

Figura 14 — Balanza METLER Toledo AX 26
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5 7.2 Espectroscopia de Infrarrojo (FTIR)

Los espectros de infrarrojo se registraron en el Departamento de Quimica
Inorganica de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Granada en un

espectrofotometro TERMO NICOLET IR 200 (Figura 15).

Figura 15 - TERMO NICOLET IR 200

La técnica empleada fue la dispersién de la muestra en bromuro potasico.
Para ello se molturaron 2 mg de muestra junto con 95 mg de KBr, previamente
desecado en estufa a 120 °C, en un mortero de 4gata, obteniendo una mezcla
homogénea. A continuacion se prens6 a ocho toneladas métricas durante 3 minutos

en una prensa SPECAC (Figura 16).
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Spec:

Figura 16 - Prensa SPECAC

5.7.3 Espectroscopia de Infrarrojo - ATR

Los espectros infrarrojos con ATR (Reflectancia Total Atenuada) se
registraron en el Servicio Central de Apoyo a la Investigacién de la Universidad de
Malaga en un Espectrofotémetro por Transformada de Fourier EQUINOX 55 (Figura
21). El médulo principal consta de un interferémetro de Michelson, acoplado a una
fuente y un sistema DTGS de deteccion de radiacién infrarroja, y un laser de He-Ne

como referencia interna. Para el registro de espectros ATR se utilizé un accesorio
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Golden Gate Single Reflection Diamond ATR System de Specac (Figura 17). Se

registraron en el rango de 550-4000 cm™.

Figura 17 — Golden Gate Single Reflection Diamond ATR System de Specac

5.7.4 Espectroscopia Raman

Se registraron también los espectros Raman de todas las especies tratadas

guimicamente con un accesorio Bruker FRA 106/S que permite el registro de
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espectros FT-Raman de compuestos sélidos y liquidos (Figura 18). Esta acoplado a
un detector de Ge, enfriado mediante una columna de nitrégeno liquido, que permite
deteccién a 90 y 180 grados. Dispone de una amplia y facilmente accesible camara
de muestras, con sistema de posicionamiento remoto (SPR). Utiliza como radiacién
excitatriz un laser de Nd-YAG que proporciona una linea de 1064 nm (infrarrojo
cercano). El rango estudiado fue desde 200 a 2200 cm™ con una resolucién de 4 cm’

'y un promedio de 100 acumulaciones para optimizar la relacién sefial/ruido.

Figura 18 - Médulo FT-RAMAN, BRUKER FRA 10

5.7.5 Difracciéon de Rayos X

Los difractogramas de rayos x en polvo de las muestras analizadas se
realizaron en el Centro de Instrumentacién Cientifica de la Universidad de Granada
en un Difractémetro de rayos x en polvo BRUKER D8 ADVANCE con radiacion CuK,
y filtro con un rango de scanning de 10% a 70°. Equipos de difraccion de rayos X

(Figuras 19y 20).
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Figura 19 - Equipo de difraccién de monocristal con detector de area.(Bruker Smart Apex,
Alemania) usado para microanalisis en diferentes puntos del diente

Figura 20- Equipo de difraccion de polvo con detector puntual (Bruker D-8 Advanced;
Alemania)
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5.7.6 Analizador Termogravimétrico

Los diagramas de termogravimetria (TG) se registraron en el Centro de
Instrumentacién Cientifica de la Universidad de Granada en un equipo Analizador
termogravimétrico (TG) SHIMADZU mod. TGA-50H, provisto de un espectrémetro de
infrarrojos por transformada de Fourier (IRFT) NICOLET mod. 550. Se realizaron en el
rango de 25-950°C. Se registraron en atmdsfera dinamica utilizando un caudal de aire

puro de 100 ml min y una velocidad de calentamiento de 20 °C.min™" (Figura 21).

Figura 21 — Termogravimétro (TG)

Los diagramas de calorimetria diferencial de barrido (DSC) se registraron en

Calorimetro diferencial de barrido (DSC) SHIMADZU mod. DSC-50Q de tipo flujo de
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calor con una microbalanza de precision METTLER-TOLEDO AX26 DELTA RANGE.
El rango analizado fue de 25-400 °C y se utiliz6 una velocidad de calentamiento de 10

°C.min"" (Figura 22).

Figura 22 — Calorimetro Diferencial de Barrido (DSC)
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5.8 ANALISIS ESTADISTICO

Para explorar las relaciones entre el tiempo transcurrido desde el
blanqueamiento, la exposicién al acido y la cantidad de calcio extraido, se aplico el
Analisis de la Varianza (ANOVA) de tres vias, seguido de un andlisis de la varianza

de dos vias y el test de Tukey como contraste post hoc.

Todos los tests se consideraron significativos para un valor de p<0.05.

La totalidad del analisis estadistico del estudio se realiz6 mediante el

programa SPSS 14.0 (SPSS. Inc. Chicago-USA).
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Resultados
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6 RESULTADOS

6.1 RESULTADOS CON PEROXIDO DE CARBAMIDA

Los resultados del ANOVA de tres vias (grupo, tiempo de exposicion al acido
y muestra) demostraron la existencia de diferencias significativas en la cantidad de
calcio extraida entre los grupos experimentales (F=6,36, p<0,001) y entre los
tiempos de exposicién al acido (F= 60,58, p < 0,001). Ya que la interaccién entre
ambos fue significativa, se estudid la extraccion de calcio en cada grupo de
tratamiento en funcién del tiempo de exposicion al acido, asi como la cantidad de
calcio extraida en cada periodo de exposicion al acido variaba entre los distintos

grupos experimentales.

Los especimenes de esmalte sometidos al blanqueamiento con perdxido de
carbamida al 30% pierden mas Ca®* cuando se someten al ataque &cido que los
dientes no blanqueados en todos los periodos de aplicacién del acido. La cantidad
de calcio extraida de los dientes sometidos a blanqueamiento aumenta en funcion
del tiempo, siendo el Ca®* total extraido (120s) mayor en los grupos sometidos a

blanqueamiento que en el grupo control no blanqueado (Figura 23).

La mayor cantidad de Ca?* que pasa a la solucién ocurre en los primeros 30s
incrementandose de forma significativa y constante en cada periodo de 30

segundos.



118

7
K[

—a—B-72h

=l Td

18x 10 = 60 = S0 = 120 =

Figura 23 — Ca** extraido (mg) en cada uno de los grupos experimentales (PC) en funcion
del tiempo de aplicacion del acido.

Si observamos el comportamiento de cada grupo experimental en cuanto a la
duracién de la exposicién al acido fosforico al 37%, vemos que la cinética de
desmineralizacion es similar en todos los grupos experimentales sometidos a
blanqueamiento y es también parecida a la que se observa en el grupo control. En
este grupo, se observan diferencias significativas entre la exposicion durante 15
segundos y durante 60 6 mas segundos. A partir de ese tiempo se observa un
aumento similar en el calcio extraido en cada periodo de tiempo de exposicién, como

queda reflejado en la comparacién por filas de la tabla 7.
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Tabla 7 - Relacion del tratamiento blanqueador con Peroxido de Carbamida al 30% y del
tiempo de exposicion al acido fosférico al 37% con respecto a los miligramos de calcio
extraidos.

Tiempo de exposicion al acido

Tratamiento
blanqueador
15s 30s 60s 90 s 120s Total
0,519 0,648 1,007 1,360 1,810 1,070
CONTROL (0,309) (0,359) (0,506) (0,598) (0,751) (0,697)
1 1 2 3 4 1
0,659 0,898 1,443 1,977 2,496 1,495
BL- 1 (0,297) (0,384) (0,684) (0,793) (0,907) (0,924)
NS/ 1 NS /1 NS/2 */13 NS /4 2
0,663 0,954 1,620 2,166 2,825 1,646
BL-24 h (0,365) (0,425) (0,696) (0,952) (1,269) (1,115)
NS /1 */1 *|2 **/3 **| 4 2
0,788 1,041 1,694 2,220 2,998 1,748
BL-72h (0,439) (0,549) (0,943) (1,091) (1,515) (1,244)
**/1 **/1 **/2 **/2 ***/3 2
0,675 1,004 1,586 2,138 2,799 1,640
BL- 7 days (0,303) (0,484) (0,781) (1,110) (1,370) (1,158)
NS/ 1 * [ Ve */2y3 **13 ** 14 2
0,661 0,909 1,470 1,973 2,586
Total (0,344) (0,450) (0,742) (0,945) (1,223)
1 1 2 3 4

En cada Fila, numeros (diferencias entre tiempos para cada grupo)
En cada columna, diferencias entre el control y los demas grupos, en relacién al calcio extraido (NS,
no significativo; * P <0,05; ** <0,01; *** < 0,001)

El tiempo transcurrido desde el blanqueamiento dental con peréxido de

carbamida influye en la movilizacion de calcio por el acido fosférico al 37%.

Si analizamos el tiempo de exposicién al acido necesario para observar
diferencias significativas en la cantidad de calcio extraido en los grupos

experimentales sometidos a blanqueamiento respecto al grupo control, observamos
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que en el grupo grabado inmediatamente después del blanqueamiento, dichas
diferencias se manifiestan tras 90s de inmersion en acido. Cuando el tiempo de
demora entre el blanqueamiento y la exposicién al acido es de 24 horas, sélo son
necesarios 30s de exposicion al acido para observar diferencias significativas en la
cantidad de calcio extraido respecto a la obtenida en el grupo control y cuando el
periodo de demora entre el blanqueamiento y la aplicacién del acido es de 72h,
bastan 15s de exposicidon para obtener dichas diferencias. Podemos decir, por lo
tanto, que al aumentar el tiempo de demora (hasta las 72 h) desde la aplicacién del
agente blanqueador se necesita menos tiempo para que el acido fosférico extraiga
una cantidad de Ca®* significativamente mayor que en el grupo control y que estos
efectos se prolongan, al menos, una semana tras el blanqueamiento, momento en el
la cantidad de Ca®' extraida en especimenes blanqueados es significativamente

superior a la del grupo control tras 30s de exposiciéon al acido fosférico (Tabla 7).

6.2 RESULTADOS CON PEROXIDO DE HIDROGENO

El ANOVA de tres vias demostré que el tiempo de demora entre el
blanqueamiento y la aplicacion del acido, como la duracién del contacto con el
mismo, influyen significativamente en la cantidad total de Ca** extraido (F= 6,054;
p<0,001) cuando se aplica perdxido de carbamida al 30% como agente blanqueador.

Del mismo modo existen diferencias significativas entre el Ca®* obtenido en los
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distintos tiempos de aplicacién del acido (F=180,831; p<0,001), aunque la

interaccién entre ambos no es significativa (0,341; p >0.10).

En el conjunto de la muestra, los grupos experimentales sometidos al
blanqueamiento, Obtienen un promedio de Ca?* extraido significativamente mayor a
la obtenida en el grupo control. Hemos encontrado diferencias significativas con
respecto al grupo control en los grupos de blanqueamiento inmediato (p<0,05), asi
como también en el grupo en que los especimenes fueron blanqueados y después
de 24h fueron inmersos en acido fosférico al 37% (p<0,05). Sin embargo, estas
diferencias desaparecieron en los grupos con intervalos de 72h y una semana desde

que se realizé el blanqueamiento (Tabla 8).

Al analizar la cinética de la descalcificacion en cada uno de los grupos
experimentales por separado, observamos que la extraccion de Ca* es progresiva y
aumenta significativamente en cada periodo de 30 segundos. Sin embargo, no se
obtienen diferencias significativas en el tiempo necesario para que el acido fosférico
induzca la descalcificacion del esmalte entre los grupos experimentales blanqueados

con peroxido de hidrégeno al 30% con respecto al grupo control (Figura 24).

Se puede observar en la tabla 6 que la pérdida de Ca?* en el grupo
experimental a la semana después del blanqueamiento, presenta valores mas bajos,
aunque no son estadisticamente significativos. En la figura 14 se observa el Ca®
extraido en cada uno de los grupos experimentales en funcién del tiempo de

aplicacién del acido fosforico. Los grupos donde los especimenes se sumergieron en
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acido fosforico, inmediatamente o a las 24h después del tratamiento con peréxido de

hidrégeno, fueron donde mayor cantidad de calcio se extrajo.

Tabla 8 - Relacién del tratamiento blanqueador con Perdxido de Hidrégeno al 30% y del
tiempo de exposicién con acido fosférico al 37% con respecto a los miligramos de calcio
extraidos.

Tratamiento Tiempo de exposicion al acido
blanqueador
15s 30s 60s 90s 120s Total
0,614 0,952 1,601 2,253 2,763 1,636
CONTROL (0,282) (0,287) (0,456) (0,569) (0,712) (0,932)
1 2 3 4 5 A/B
0,749 1,089 1,846 2,534 3,132 1,870
BL- 1 (0,388) (0,351) (0,740) (0,953) (1,101) (1,740)
1 1 2 3 4 C
0,731 1,151 1,880 2,579 3,198 1,909
BL-24 h (0,442) (0,628) (0,803) (0,995) (1,170)  (1,227)
1 2 3 4 5 C
0,665 0,997 1,889 2,729 2,964 1,849
BL-72h (0,238) (0,275)  (0,764) (1,297) (0,810) (1,191)
1 1 2 3 4 B
0,579 0,875 1,520 2,144 2,694 1,562
BL- 7 days (0,167) (0,238) (0,353) (0,446) (0,592) (0,874)
1 2 3 4 5 A
0,668 1,013 1,749 2,448 2,950
Total (0,317) (0,422) (0,651) (0,907) (0,902)
1 2 3 4 5

Diferentes cifras indican diferencias estadisticamente significativas entre los tiempos de grabado en
cada grupo experimental en el grupo de B-1 (p<0,05) y en el grupo B-24h (p<0,05).
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Figura 24 — Ca** extraido (mg) en cada uno de los grupos experimentales (PH) en funcion
del tiempo de aplicacion del acido.

6.3. COMPARACION EN LA EXTRACCION DE CALCIO ENTRE LOS DOS
MATERIALES BLANQUEADORES: PEROXIDO DE CARBAMIDA Y PEROXIDO DE

HIDROGENO.

En este analisis se han considerado solamente los especimenes sometidos a
blanqueamiento, es decir 40 especimenes blanqueados con peroxido de carbamida
por cada grupo del estudio y 60 especimenes blanqueados con perbxido de
hidrégeno por cada uno de los blanqueadores del estudio.

Se ha comprobado que la cantidad promedio de Ca?* extraida por el acido

fosférico al aplicar el perdoxido de hidrogeno es sélo ligeramente superior a la
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extraida por el mismo procedimiento cuando se ha aplicado previamente peréxido de

carbamida (Tabla 9).

Tabla 9 — Cantidad promedio de Ca?* calcio extraido por el 4cido fosférico después de la
aplicacion de PC y PH.

Material n Media (dt) comparacion
t Significacion
PC 200 1,632 (1,112)
1,615 0,107
PH 300 1,798 (1,128)

Para conocer si el tiempo de inmersion en acido fosfoérico influye de forma
diferente en los especimenes sometidos a blanqueamiento con cada uno de los
agentes del estudio, se han comparado las cantidades promedio de Ca®* extraido en
cada tiempo de grabado, con independencia del periodo de demora transcurrido

desde el blanqueamiento.

En la figura 25 se puede apreciar la evolucion de la extraccién de Ca®* en los
dos materiales blanqueadores en funcién del tiempo. La tabla 8 resume los
resultados de esta comparaciéon. Aunque, a partir de los 30s de grabado acido la
cantidad promedio de Ca** extraida por el PH fue mayor que la obtenida a partir de
las muestras en las que se aplicé PC, puede afirmarse que la susceptibilidad al
acido es similar en los especimenes blanqueados con PH o con PC, ya que las
diferencias entre ambos agentes no son significativas en ninguno de los tiempos de

exposicidén acida. La mayor diferencia entre ambos grupos de tratamiento (PC y PH)
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se observa tras 90s de aplicacion de acido fosférico al 37%, aunque sin alcanzar la

significacion estadistica (p< 0.10).

Tabla 10 — Comparacion de los valores promedio de Ca** extraido en los especimenes
blanqueados con PC o PH, en funcién del tiempo de exposicidon al acido fosforico.

n Media (dt) Comparacion
T n PC n PH PC PH t Significac
acido ion
15s 40 60 0,697(0,346) 0,758(0.363) 0,227 0,821
30s 40 60 0,974(0,450) 1,028(0.450) 0,585 0,560
60s 40 60 1,586(0,750) 1,786(0.689) 1,369 0,174
90s 40 60 2,125(0,960) 2,497(0.971) 1,882 0,063
120s 40 60 2,780(1,248) 2,997(1,128) 0,991 0,324
s
3 Ll

25 /
e o

05

155 = 60 90z r.i

Figura 25 — Representacion de los valores promedio de Ca* extraidos en los especimenes
blanqueados con PC o PH, para cada tiempo de exposicion al acido
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Tampoco se obtienen cantidades promedio de Ca* significativamente
diferentes entre ambos agentes blanqueadores en cada uno de los periodos de
demora considerados en el estudio. En la tabla 9 se han recogido los resultados de
comparar, mediante el test t de Student, las cantidades de Ca** antes mencionadas,
asi como las extraidas en cada periodo de demora para cada uno de los tiempos de

exposicion al acido.

Como puede verse en las figuras 28 y 29, el peroxido de hidrégeno induce
respuestas de descalcificacion mas intensas en los grupos expuestos al acido
inmediatamente (Figura 26) y 24 horas tras el blanqueamiento (Figura 27). Sin
embargo, las cantidades de Ca** extraidas no demuestran diferencias
estadisticamente significativas. Ademas, los perfiles de descalcificacién en funcion
del tiempo se van haciendo similares y practicamente se superponen transcurrida

una semana desde el tratamiento blanqueador (Figuras 28 y 29)
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Tabla 11 - Comparacion entre la cantidad de CA extraido en cada periodo de tiempo de
exposicién al acido para cada uno de los grupos de banqueamiento.

Tiempo de exposicion al acido
Tratamiento
Blanqueador
15s 30s 60s 90 s 120s Total
BL- 1 t 0,617 0,978 1,398 1,527 1,513 1,901
Sign. NS NS NS NS NS NS*
BL- 24 t 0,399 0,864 0,859 1,035 0,755 1,220
h
Sign. NS NS NS NS NS NS
BL-72 t 0,907 0,269 0,570 1,022 0,072 0,1455
h
Sign. NS NS NS NS NS NS
BL- 7d t 1,021 0,888 0,291 0,021 0,266 0,429
Sign. NS NS NS NS NS NS

NS * (P < 0.10)
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Figuras 26, 27, 28 y 29 - Perfiles de descalcificacién del peréxido de carbamida y peréxido
de hidrogeno en funcion del tiempo en cada grupo experimentales.

6.4 RESULTADOS DEL ESTUDIO EN FASE SOLIDA

El tratamiento con acido fosférico del esmalte finamente pulverizado da lugar

a una pérdida de peso aproximadamente de un 15% de la muestra original, siendo

dicha pérdida similar cuando se trata la muestra sélo con agua oxigenada.
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La mayor pérdida de peso se produce en el tratamiento con perdxido de

hidrégeno seguido de acido fosférico (aproximadamente se pierde un 25%).

Se ha observado que un incremento en el tiempo de tratamiento con acido
fosférico no aumenta significativamente la pérdida de peso, por lo que cabe suponer
que la mayor pérdida de peso se produce en los primeros minutos de la reaccion con
acido; hecho ya constatado en trabajos previos donde la mayor eliminacién de calcio

se produce en los primeros minutos de tratamiento acido.

6.4.1 Analisis de los Espectros de Infrarrojo

Los espectros de IR se registraron en el rango de 4000-400 cm™ a 2 cm™ de
resolucién y 256 scans. A todos los espectros se le corrigié la linea base y resté el
fondo, que fundamentalmente correspondia a didéxido de carbono (COz y Agua

(H20) como se muestra en la Figura 30.
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Figura 30 - Espectro IR correspondiente al fondo (CO, y H,O)
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El espectro de la muestra de esmalte sin tratamiento se recoge en la figura

31.

Absorbance

03-

02]
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Figura 31- Espectro infrarrojo de la muestra control de esmalte (F-2)

En el espectro de infrarrojo del esmalte sin tratamiento quimico (control F-2)
se observan diferentes bandas que pueden ser asignadas a los distintos grupos

funcionales componentes del esmalte, fundamentalmente hidroxiapatito. Dichas
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asignaciones se muestran en la tabla 12, las cuales estan en buen acuerdo con las

encontradas en la bibliografia 2 113 114

En los espectros de IR de las muestras sometidas a los diferentes
tratamientos (Figura 32) aparecen las mismas bandas con ligerisimas variaciones,
las cuales sélo han podido ser cuantificadas mediante un programa de
deconvolucién (PeakFit v.11; Systat) que analiza al detalle los espectros IR y

cuantifica el area de los diferentes componentes moleculares.

Exp. 2 (90)

Exp.2 (30)

Exp.2(15)

Exp. 2 (10)
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Exp.2 (1)

T ———— —
)0 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

cm-1

Figura 32 - Espectros infrarrojos de esmalte tratados con acido fosférico a 1, 2, 3, 5, 10, 15,
30 y 90 minutos.
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Los espectros IR de la muestra tratada con perdxido de hidrogeno y de la
muestra tratada posteriormente en acido fosférico tampoco presentaron variaciones

importantes con los anteriores. (Figura 35).

Exp. 2 (Acido+ PH)

Exp. 2 (PH)
Control. fr.2
o 3s0 300 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumbers (cm-1)

Figura 33 - Espectros de Infrarrojo del control y muestra tratada con peroxido (Exp 2PH) y
peroxido mas acido fosférico (Exp 2 acido+PH).

Grado de Mineralizacion y Composicién del Tejido Mineralizado a Nivel Molecular

La determinacion del contenido en mineral y materia organica de los dientes
se realizd, como se ha indicado anteriormente, con la técnica de espectrometria de

infrarrojos (FTIR). De los espectros de infrarrojos se puede medir el porcentaje de
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fosfato, carbonato, lipidos y proteinas a partir de los picos de absorcién de los
grupos moleculares caracteristicos de estas especies (ver figura 34). Estas técnicas
espectrométricas dan una informacién muy completa de los tejidos mineralizados.
Adicionalmente, debido al tamafio nanométrico de los cristales en algunos tejidos
mineralizados (huesos, dientes), los espectros de infrarrojos son mucho mas
informativos sobre la composicién del mineral y su cristalinidad que los patrones de

difraccién de rayos X.
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Figura 34 - Espectro de infrarrojos de un hueso donde aparecen los picos de las bandas
principales de la parte organica y de la parte mineral. (A) La regién de 1950-1350 cm'
contiene tres picos asociados a los grupos amida del colageno del hueso y un cuarto pico
asociado a los grupos carbonatos. (B) La banda de 1200-900 cm™, se compone de siete
picos asociados a grupos fosfatos con diferente entorno molecular. Los picos HCP estan
asociados a apatito altamente cristalino y los PCP a apatito pobremente cristalino. Los picos
se pueden resolver usando programas informaticos de deconvolucién como PeakFit.

Adicionalmente, a partir de las razones entre areas de los picos que aparecen

en las bandas se pueden determinar una serie de parametros composicionales que
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definen el grado de mineralizacién, madurez y cristalinidad del tejido 6seo ''°. Por
ejemplo, el grado de mineralizacion del hueso se puede definir como la razén entre
el contenido en mineral y matriz organica del hueso estimados como: %mineral =
A1200-900 / A1660. Donde A1200-900 representa el area de la banda principal de
los grupos fosfatos, en esos intervalos de nimero de ondas (componente principal
de la parte mineral) y A1660 la banda principal de los grupos amida | (banda

principal de la parte organica).

Asimismo, se pueden definir otros parametros como por ejemplo, el grado de
madurez del hueso (porcentaje de fosfato acido; mayor en huesos inmaduros) y la
cristalinidad (razén entre apatito altamente cristalino y pobremente cristalino; tanto
mayor cuanto mayor es el tamafo de los cristales y la madurez del mineral). Para
ello, como se ha indicado, se utiliza un programa de deconvolucién (PeakFit v4.11;

Systat).

A partir de estos espectros se cuantificd la composicién de muestras de diente
en polvo sometidos a diferentes tratamientos. En la figura 35 se muestra el efecto
del tratamiento con acido fosforico diluido sobre el grado de mineralizacién a

diferentes tiempos.

Se observa un decrecimiento gradual del grado de mineralizacién con el

tiempo, siendo especialmente significativo los primeros 5 minutos de tratamiento.
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Figura 35 - Efecto del tratamiento con acido fosférico diluido sobre el grado de

mineralizacion a diferentes tiempos.
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6.4.2. Analisis de los Espectros de IR por ATR

El espectro de ATR de la muestra control se representa en la figura 36. No se
observaron cambios significativos con el resto de los espectros de las muestras
tratadas al igual que ocurria con los espectros IR anteriormente comentados. Si se
observa, como era de esperar por las caracteristicas de la técnica, un ligero
desplazamiento de las bandas hacia menor numero de ondas (ver tabla 12). Si bien
esta técnica tiene la ventaja de que permite utilizar la muestra sin dispersantes

pudiendo, ademas, analizarla superficialmente y recuperarla.

1012
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Figura 36 - Espectro de ATR de la muestra control de esmalte donde se indica las energias
de los grupos funcionales del esmalte



Tabla 12 - Asignaciones de las bandas de FTIR de esmalte

POSICION DE LA BANDA (cm’)

3500-2900
1654
1560

1458-1420

1280-1380

1097, 1035
960

605, 563
470

6.4.3. Analisis de los Espectros Raman

ASIGNACION

v (OH)
S(OH), amida |
Amida Il
v(CO5%)
Amida Ill
v3(PO,%)
vi(PO,)
v4 (PO,Y)
vo(PO,)
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Las asignaciones realizadas para los grupos funcionales de la muestra patrén

mediante espectroscopia Raman (Figura 37) estan en buen acuerdo con las

encontradas en bibliografia ¢ . Por otro lado, hay que indicar que no se observan

variaciones en las mismas para el resto de las muestras después de los tratamientos

quimicos a los que fueron sometidas.
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Figura 37 - Espectro Raman de la muestra control de esmalte (F-2)

6.4.4 Difraccion de Rayos X

En la figura 38 (A y B) se encuentra el difractograma en polvo por difraccidén
de RX de la muestra control F-2 (A) y su comparacion con el patrén de hidroxiapatito
célcico. Como se puede observar hay una concordancia entre los picos de la
muestra y el patrén. Lo mismo ocurre con el resto de muestras sometidas a

tratamiento acido.
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Figura 38 - Difractograma en polvo de rayos X: A) Muestra tratada con &cido 90 minutos; en
rojo patrén de hidroxiapatito célcico. B) Muestra control
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Los estudios por difraccion de RX no revelaron ningin cambio significativo ni
en la composicién mineralégica de la muestra ni en su grado de cristalinidad. En
todos los casos la Unica fase que aparece es hidroxiapatito (fosfato calcico). Las
reflexiones que aparecen presentan un gran acuerdo con la posiciones de las
reflexiones del patron de referencia de la base de datos PDF (Powder Diffraction

File™ by the International Centre for Diffraction Data (ICDD®) http://www.icdd.com/)

para ésta fase mineral).

Mineralogia y Microstructura (tamafo y orientacion de los cristales) de las Muestras:

Mediante difraccion de rayos X de muestras en polvo (Bruker, D-8, Powder
diffractometer) se determind la composicion mineraldgica y cristalinidad de las
muestras de diente ''” Asimismo, para una caracterizacion mas completa del
material se utilizé un difractometro de cristal Unico (SC-XRD; Smart APEX, Bruker)
equipado con un detector bidimensional. Este equipo utiliza un haz de rayos X de
muy pequeno tamano (0.5 mm) que permite hacer andlisis en puntos seleccionados
de la muestra intacta, utilizando como radiacion MoKa. A partir de los patrones de
difraccion registrados y utilizando un programa informatico especializado,
XRD2DScan '"® se determindé la composicién mineraldgica y adicionalmente
parametros que definen la microstructura del material analizado (cristalinidad,

tamano y orientacion de los cristales).

Se tom6 un corte longitudinal de un incisivo bovino y se realizaron una serie

de analisis puntuales mediante difraccion de rayos X para determinar la evolucion de
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la orientacién de los cristales de hidroxiapatito en el esmalte. Para ello se utilizd un
difractémetro con detector de area (Bruker Smart Apex, Alemania) que permite hacer
microanalisis en diferentes puntos del diente. Del estudio realizado se puede concluir
que existe una orientacion preferencial de los cristales de apatito que se disponen

con el eje ¢ del apatito perpendicular a la superficie del esmalte registrado.

A partir de este patrén 2D se calcul6 el diagrama de polvo equivalente que se
muestra en la figura 39 (derecha) que muestra picos muy bien definidos y que
indican que el esmalte tiene una alta cristalinidad (comparado con la dentina de mas
baja cristalinidad y que produce picos mas anchos). Asimismo, se muestra el patron

de apatito (fosfato calcico) superpuesto (en rojo) y con el que hay un gran acuerdo.

Figura 39 - Analisis puntuales por difraccion de rayos X del esmalte del diente usando un
difractémetro con detector de area (Smart Apex, Bruker). En el patron 2D (izq) aparecen
arcos indicativos de una orientacion preferencial de los cristales de apatito en el esmalte. A
partir de este patrén 2D se calcul6 el diagrama de polvo equivalente (derecha) que muestra
picos muy bien definidos y que indican que el esmalte tiene una alta cristalinidad
(comparado con la dentina de mas baja cristalinidad y que produce picos mas anchos).
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Asimismo, se muestra el patron de apatito (fosfato calcico) superpuesto (en rojo) y con el
qgue hay un gran acuerdo.

6.4.5 Analisis Termogravimétrico

Los diagramas de TG (Figura 40 - A) ponen de manifiesto una ligera pérdida de
peso global de la muestra sometida a tratamiento térmico de 7 % (3% hasta 400°C y
un 4% hasta 950°C) que corresponderia a la eliminacion de moléculas de agua
débilmente retenidas y eliminacién de iones carbonato de la estructura de la
hidroxiapatito, como corroboran los andlisis de los gases analizados en la combustién
de las muestras donde solamente se han detectado vapor de agua y dioxido de

carbono.

Por otro lado los diagramas de DSC (Figura 40 - B) correspondientes no
manifiestan endotérmicos acusados como cabe esperar para la eliminacién de

moléculas de agua débilmente retenidas en la muestra.
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Figura 40 (A y B) - Diagramas de TG (A) y DSC (B) del esmalte sin tratar y tratado con acido
fosférico durante 90 minutos.
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Discusion
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7 DISCUSION

En esta investigacibn hemos usados dientes bovinos debido a la gran
dificultad de obtener suficientes dientes humanos. Existen numerosos trabajos
cientificos que utilizan dientes bovinos, los cuales cuando son acondicionados,
manipulados y preparados de manera correcta, los resultados son comparables con
los obtenidos en diente humanos®. Por este motivo muchos trabajos de

investigacion utilizan este tipo de dientes 12 18:49.53.73.96

Existen evidencias cientificas de que los tratamientos de blanqueamiento
dental ocasionan pérdida de calcio en el esmalte, aunque estos trabajos son
escasos y estan realizados con muy diferentes metodologias. En ese trabajo de
investigacion los resultados obtenidos coinciden con otras investigaciones realizadas

anteriormente y apuntan a la pérdida de calcio después del tratamiento blanqueador

1,5,6,17, 21, 26, 35, 37, 45, 49, 51, 80, 84

Andrade®; McCracken y Haywood'; Adachi®; Machado-Silveiro et al'®’,

Medeiros et al®®

delimitaron el area de esmalte expuesta que iba a estar en intimo
contacto con el agente blanqueador para estudiar el efecto desmineralizante. En
este trabajo de investigacion se tuvo la misma preocupacion, por eso se
confeccionaron especimenes de dientes bovinos con la misma forma, semejante

peso y con todas sus superficies en esmalte dental, para asegurar que no hubiera

disparidad entre el tamafio y peso de los especimenes. Hecho este de suma
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importancia, ya que cuanto mayor peso tenga el especimen, mayor sera la superficie

que va a disponer el acido para captar el calcio.

Utilizamos para el analisis de la pérdida del calcio el Espectrofotometro de
Absorcion Atdmica (EAA), que es una practica exacta y extensamente aceptada en

1,617, 18 37, 76, 84, 101 - Andrade® utilizd en su investigacion el

estudios ya realizados
Espectrofotdmetro de Emision Atémica por Induccién de Plasma de Argén, para
cuantificar la pérdida mineral y concluyd que los agentes blanqueadores

ocasionaban pérdida del contenido mineral del esmalte humano.

Los resultados de esta investigacion fueron expresados en mg de Ca*
extraidos de cada muestra y no como valores totales en ppm. Teniendo en cuenta
que al sacar 5ml de cada periodo de estudio, no son comparables los resultados sin
la correccién correspondiente, afiadiendo los mg de Ca®* a la cantidad de solucién

1'% De esta

extraida, utilizando asi la misma metodologia que Machado-Silveiro et a
forma, los calculos de la cantidad de calcio que son quitados de los especimenes,
son mas complejos, aunque presenta como ventaja la no necesidad de muchas

muestras ya que con un solo especimen evaluamos 5 tiempos sin necesidad de

recambiar la solucién®".

Algunos estudios han demostrado alteraciones en la morfologia del esmalte
dental después de la exposicion al peroxido de carbamida y peréxido de hidrégeno,
sugiriendo la pérdida de minerales. Sin embargo, todos estos estudios fueron

conducidos in vitro 2% 18 °6.60.62,64
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7.1 EFECTO DESCALCIFICANTE DEL PEROXIDO DE CARBAMIDA

Si observamos el comportamiento de cada uno de los grupos experimentales
con respecto al tiempo de exposicion al acido, podemos comprobar que la cinética
de la descalcificacion es ligeramente diferente entre el grupo control y los grupos
sometidos al blanqueamiento. En el grupo control, se observan diferencias
significativas entre los 15 y 60 o mas segundos de exposicidén al acido fosférico, sin
diferencias significativas entre 15 y 30 segundos. A partir de 1 minuto, las cantidades
de calcio extraidas son similares en cada periodo. Los resultados muestran que hay
una mayor cantidad de Ca®** que pasa a la solucién de Aacido fosférico cuando
previamente se han sometido al tratamiento con perdxido de carbamida, en

comparacién con el grupo control (sin blanqueado previo).

Estos resultados coinciden con los de Andrade®; Adachi® y Santos®, que
comprobaron que las mayores pérdidas del calcio ocurrieron cuando los
especimenes fueron grabados en acido fosférico al 37%, tras el blanqueamiento.
Andrade® en su estudio utilizé el peréxido de carbamida al 10 y 16% y el grabado
acido durante 15 segundos. Adachi® utilizando el peréxido de carbamida al 10%

obtuvo resultados similares, que coinciden con los nuestros.

En el presente estudio, el tiempo transcurrido entre el blanqueamiento y la

aplicacion del acido fosférico ha influido en la cantidad de calcio extraido. El esmalte
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sometido a blanqgueamiento es mas susceptible a la desmineralizacién por el acido
fosférico, pero esa mayor susceptibilidad no se manifiesta de forma significativa
inmediatamente tras el blanqueamiento, sino transcurridas 24 h desde su aplicacion
y se mantiene en los especimenes analizados tanto a las 72 h como a los 7 dias
post-blanqueamiento, con un comportamiento similar en estos tres grupos
experimentales, que no expresan diferencias significativas entre si en la cantidad

total de calcio extraido (Tabla 5).

Los especimenes de los grupos de blanqueamientos (BL-24; BL-72 y BL-7d)
fueron almacenados en saliva artificial en estufa a 37°C, hasta ser usados para la
realizacion del experimento. El objetivo de utilizar la saliva fue promover un ambiente
similar a la cavidad bucal y promover la remineralizacién de los especimenes que ya
habian sido blanqueados con peréxido de carbamida al 30% (VivaStyle ©® 30%). Esta
metodologia ha sido utilizada en muchos trabajos de investigacién ' 3 * & 16.27. 35, 36.
°0.62.70.84. 119 "En o] estudio de Oltu y Gurgan 2, atribuyeron la ausencia de cambios
significativos en la estructura del esmalte al hecho de utilizar per6xido de carbamida
a baja concentracion (10 y 16%) y por haberlos sumergidos en saliva artificial, aun

enfatizando que el estudio fue realizado in vitro y que en la cavidad bucal existen

otros factores importantes que podrian influir en los resultados.

En nuestro estudio, a pesar de los grupos experimentales de 24, 72 horas y 7
dias estuvieron almacenados en saliva, no impidié que fueran los que mas pérdida
de calcio sufrieron. La explicacion mas coherente para este hecho se basa en el
mecanismo quimico que ocurre en el proceso de blanqueamiento, que implica

esencialmente en una reaccién de oxidacién, o sea, en el decorrer del
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blanqueamiento las cadenas de carbonos son transformados en didéxido de carbono
y en agua®’. El oxigeno actlian sobre las macromoléculas responsables por las
tinciones, transformandolas en moléculas mas pequenas y simples que por su vez
son transformadas en cadenas moleculares cada vez mas pequefas, asi
inicialmente, los compuestos con anillo de carbono fuertemente pigmentados son
abiertos y transformadas en cadenas de color mas clara. En el punto de saturacion,
el agente blanqueador empieza a actuar en otros compuestos que presentan
cadenas de carbono, como las proteinas de la matriz del esmalte. Es considerado
uno punto critico, pues es el periodo donde ocurre la pérdida de la estructura dental”
9.17.32.72 gin embargo aln después del tratamiento blanqueador, el oxigeno residual
permanece en la estructura de esmalte dental durantes horas tras el proceso de

blanqueamiento, promoviendo la pérdida de minerales. El resultado de este estudio

es también comparable con la investigacion realizada por Efeoglu et al®®, Tam et al’?,

donde observaron una importante desmineralizacion en la superficie de esmalte
después del blanqueamiento con peréxido de carbamida al 35%. Por otra parte,
explican que uno de los productos de la degradacién del perdxido de carbamida es
la "urea" y que la misma puede causar efectos perjudiciales sobre el esmalte

interprismatico, lo cual es una de de las causas de la desmineralizacion. Autores

|76 |119 120

como Oltu et al®, Unlu et al’®, Portolani Junior et al''® y Araujo Jr'® recomiendan el

uso de bajas concentraciones de perdxido de carbamida del 10% al 16%, para evitar

|76

alteraciones en el esmalte. Unlu et al’® surgieren que se recomiende un régimen de

blanqueamiento a corto plazo con peréxido de carbamida al 10 o 15%, ya que en
estas condiciones no originara dafios significativos en la dureza de la superficie del

|45

esmalte y dentina. Potocnik et al™ utilizando el peréxido de carbamida al 10%,

observaron con MEB (microscopio electrdnico de barrido) cambios localizados en la
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microestructura del esmalte similar a los de caries iniciales. Con microanalisis
demostraron bajas concentraciones de calcio y fosfato, concluyendo que las
alteraciones microestructurales y quimicas ocasionadas por el blanqueamiento con

peroxido de carbamida al 10% no tendrian ninguna relevancia clinica. En

|106 |65

contradiccién Leonard et a y Cavalli et al” afirmaron que las soluciones de
peréxido de carbamida al 10% afectan negativamente a la microdureza del esmalte y
Tam at al’?, observaron que el tratamiento blanqueador cuando es aplicado sobre el
esmalte intacto no afecta a las propiedades mecanicas de la dentina subyacente,
pero cuando se aplica directamente a la dentina, en situaciones clinicas como
exposicion de la raiz o desgaste oclusal, el blanqueamiento puede causar

alteraciones en las propiedades mecanicas de la dentina.

El grupo experimental de 7 dias desde el blanqueamiento, también presenta
perdida de Ca, aunque en cantidades menores que los grupos experimentales de 24
y 72 horas (BL-24 y BL-72). Se supone que a partir de ese momento empieza la
remineralizacion y que el proceso de oxidacion o la degradacion del agente
blanqueador en urea, pudo haber impedido la remineralizacion. Estudios realizados
por Albert y Grenoble (1971, Apud, Mondelli, 1987)* han demostrado que cuando el
esmalte desmineralizado se deja en contacto con la saliva, ocurre la
remineralizacién por precipitacion de fosfato y calcio procedente de la saliva. En

aproximadamente 96 horas el esmalte estara completamente remineralizado®.

En todos los grupos de especimenes sometidos al blanqueamiento, la accion
del acido presenta un comportamiento similar al control no tratado. Sin embargo, el

grupo de blanqueamiento reciente (BL-I) demuestra una susceptibilidad mas
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prolongada al acido ya que la cantidad de calcio extraido a los dos minutos es
significativamente superior a la obtenida tras 1 minuto de exposicién al acido. Tanto
en este grupo como en el que han transcurridas 24 horas tras el blanqueamiento
(BL-24), se obtienen diferencias significativas entre el calcio extraido al cabo de 1
minuto respecto al obtenido a los 15 segundos. Los grupos de especimenes
sometidos al blanqueamiento 72h (BL-72) y 7 dias (BL-7d) tienen un
comportamiento parecido y sélo se obtienen diferencias entre los periodos de 15

segundos respecto a los de 90 y 120 segundos de exposicion al acido.

En el presente trabajo de investigacién se ha verificado que la cantidad de
calcio extraido de los dientes sometidos a blanqueamiento aumenta en funcién del
tiempo, aunque se estabiliza a partir de los 30 segundos, sin haber diferencias
significativas en la cantidad de calcio removida en periodos mas prolongados. Con
eso, la mayor pérdida de calcio ocurre en los primeros 30 segundos de exposicién al

acido.

El resultado de este estudio es también comparable al resultado de Efeoglu et
al®®, ellos observaron que hubo una reduccién significativa en el contenido de
minerales del esmalte. Este estudio in vitro demostr6 una importante
desmineralizacion del esmalte que ocurrié después del blanqueamiento con perdxido

de carbamida al 35%. En otro estudio similar Cavalli et al®®

sugieren que altas
concentraciones de peroxido de carbamida pueden promover alteraciones sobre la

superficie del esmalte y rugosidad superficial.
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Segin Martinez Bello et al'’ las alteraciones en la estructura fisica del
esmalte deberian ser consideradas por cualquier profesional que utilice las técnicas
de blangueamiento dentario, pues sus evaluaciones revelaron que las muestras
tratadas con las sustancias blanqueadoras presentaron alteraciones topograficas en
la superficie externa del esmalte. En todos los casos observados se detecté una
disolucion selectiva de los cristales, la cual afectdé preferentemente al centro de los
prismas, manteniéndose las periferias del bastén intacto. Segun las observaciones
efectuadas mediante andlisis de microscopia electronica de barrido (SEM), pudieron
concluir que los 3 agentes blanqueadores (Opalescente, Platinum, Receta Magistral
de Farmacia) provocaron variadas alteraciones topograficas a nivel de la superficie
del esmalte in vitro, desde la formacion de una capa amorfa, desmineralizacion tipo |

de Silverstone hasta la formacion de poros profundos.

Todavia hay cierta controversia en la literatura sobre si el peréxido de carbamida

al 10% causa o no desmineralizacién, Haywood et al'’

inform6 que no hubo cambios
en la morfologia de la superficie, cuando se utilizé6 a concentracién de 10%. Para
otros investigadores como Oltu y Gurgan S*; Portolani Junior y Candido '?° Lee et
al'®: Gotz et al®’; Rodrigues et al'??; Mujdeci y Gokay®’; Tam et al”® observaron leves
modificaciones en la superficie de esmalte que no fueron estadisticamente

significativas. En cambio Leonard et al'®

afirmaron que soluciones de peroxido de
carbamida al 10% pueden afectar negativamente a la microdureza del esmalte.
Rodrigues et al®” evaluaron dos blanqueadores: peréxido de carbamida al 37%;
peréxido de carbamida al 10% y la combinacién de ambas técnicas. Y observaron

que hubo reduccién de la microdureza de esmalte. Sin embargo, el grado de pérdida

mineral era bajo y no era considerado clinicamente significativo. Sin embargo, todos
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los investigadores son unanimes en concluir que el uso de peréxido de carbamida

83. 65,75
1 |

resulta en pérdidas de minerales en el esmalte. Efeoglu et al®’; Cavalli et a

|54 |87

,Castello y Monneral® utilizaron el peréxido de carbamida al 35%, Carrasco et a
utilizé el peréxido de carbamida al 37%, Al Salehi et al”® y Pinto et al®® usaron el
peréxido de carbamida al 30% y observaron que después del blanqueamiento con
estas concentraciones, hubo una reduccién significativa en el contenido minerales
del esmalte y también sugieren que las altas concentraciones de peroxido de
carbamida pueden promover alteraciones sobre la superficie del esmalte.

Fendmenos similares también fueron encontrados en esto estudio, cuanto se utilizé

el peroxido de carbamida a alta concentracion, resultando en la pérdida de calcio.

7.2 EFECTO DESCALCIFICANTE DEL PEROXIDO DE HIDROGENO

Los grupos experimentales sometidos al blanqueamiento presentan una
cantidad promedio de Ca?* extraido por el 4cido fosférico significativamente mayor a
la obtenida en el grupo control. Esta pérdida de calcio es acentuadamente mayor,
pues el espécimen pasa por dos procesos de desmineralizacion, que son el
blanqueamiento y el grabado acido. Los resultados de este estudio coinciden con los
de de Andrade®; Adachi®, Santos®® y Mccracken y Haywood ' que encontraron una
mayor pérdida del contenido mineral cuando el esmalte fue sometido en &acido

fosférico al 37% tras el blanqueamiento dental.
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El tiempo de demora entre el blanqueamiento y la aplicacion del acido, como
la duracién del contacto con el mismo influyen significativamente en la cantidad total
de Ca* extraido, cuando se aplica el peroxido de hidrogeno al 30% como agente

blanqueador.

Encontramos diferencias significativas en el grupo de blanqueamiento
inmediato (p<0,05), asi como también en el grupo en el que los especimenes fueron
blanqueados y después de un periodo de 24h fueron sumergidos en acido fosférico
al 37% (p<0,05). En esos grupos, si hay diferencia significativa en relacién al grupo
control. Sin embargo, estas diferencias desaparecieron a las 72h y se mantuvieron a

la semana después de la realizacion del blanqueamiento con perdxido de hidrégeno.

La cinética de la descalcificacion en cada uno de los grupos experimentales
fue similar observandose que la extraccion de Ca?* es progresiva, aumentando
significativamente en cada periodo de 30 segundos. El perdoxido de hidrégeno
presenta un alto poder de penetracion en esmalte y dentina, debido a su bajo peso

molecular 4,9, 19, 28, 24, 42, 56, 121, 123,

. Confirmando estos resultados, en la investigacion
realizada por Rotstein et al’',donde los niveles del calcio (Ca), fésforo(P) y potasio(K)
fueron medidos en el esmalte, dentina y cemento, encontrandose una reduccién
significativa del calcio y fésforo en el esmalte después del tratamiento con peréxido
de hidrogeno al 30%. Por lo tanto, el poder de difusiéon contribuye a una mayor
perdida de Ca?* y otros minerales. Sin embargo, cuando evaluamos el Ca®* extraido
(mg) en cada uno de los grupos experimentales en funcidén del tiempo de aplicacion

del &cido, no se obtiene diferencias significativas en el tiempo necesario para que el

acido fosférico induzca la descalcificacion del esmalte entre los grupos
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experimentales blanqueados con peroxido de hidrégeno al 30% con respecto al
grupo control. La pérdida de Ca®* en relacién al tiempo de exposicién al acido
fosférico, deja claro que el grupo BL-72h presenta una similitud de comportamiento
evolutivo al grupo control y este comportamiento se extiende también al grupo BL.-

7d.

Los grupos de blanqueamiento donde los especimenes fueron sumergidos
inmediatamente en el acido fosférico al 37% y también los grupos sumergidos tras
24h del tratamiento blanqueador, en todos los periodos de tiempo, fueron los dos
grupos experimentales donde mas Ca?* se perdi6. Los deméas grupos perdieron
Ca?*, pero no fueron estadisticamente significativos. Se presume que el hecho de
que los especimenes se quedaron en una solucion de saliva artificial contribuyé para
que la reduccion de la pérdida de Ca** fuera mas evidente. Teniendo en
consideracion el gran poder lesivo del peréxido de hidrégeno, posiblemente la saliva
artificial atenud los efectos negativos de esa sustancia blanqueadora sobre la
estructura de esmalte. Esto fue confirmado en trabajos realizados por Joiner et al*?,
Attin et al®® y Esberard et al®® entre otros, que observaron la disminucién de la
dureza del esmalte blanqueado puede ser reversible por el proceso de
remineralizacién tras el blanqueamiento y que los defectos microestruturales del
esmalte pueden ser reparados por los componentes de la saliva, como el calcio y o
|71;

|49 |50

fosfato. Attin et al®®; Joiner et al*?; Giannini et al’'; Hannig et al*® y Oliveira et al®® han

formulados agentes blanqueadores a los que se les afade fluoruros, los cuales son

fundamentales para el proceso de remineralizacién.
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Las alteraciones en el esmalte sometido al grabado acido con fosférico son
bien conocidas desde que Buonocorre, 1955 describié la técnica®. Estudios como los
de Andrade®; Mccracken y Haywood '; Santos® y Adachi®, destacan una maés
evidente cuando se realiza después del blanqueamiento dental. Otras
investigaciones como las de Sulieman et al*®; Al-Salehi et al’®; Lee et al'® evaluaron
la perdida de calcio del esmalte después de la aplicacion de peroxidos y observaron

diferentes grados de descalcificacion.

Esta perdida de calcio es responsable de las alteraciones estructurales en la
superficie del esmalte y también en su microdureza. No hay consenso entre la
comunidad cientifica sobre el uso de peréxido de hidrogeno a alta concentracion.
Aunque, hay algunos estudios que hablan a favor de la seguridad del per6xido de

4, 45, 58, 62, 71, 89,

hidrégeno a altas concentraciones , otros sugieren que a esta alta

concentracion pueden ocasionar efectos prejudiciales sobre el esmalte 3-8 .

Algunos autores relatan en sus estudios que el uso del perdxido de hidrégeno
produce alteraciones en el esmalte, como Haywood y Heymann'' encontraron un
efecto erosivo no uniforme al blanquear el esmalte con perdxido de hidrogeno al
5.3%. Nizam H et al'® no encontraron diferencias significativas en el médulo de
Young del esmalte dental. Sin embargo, las caracteristicas mecanicas del esmalte

1°2 demostraron

blanqueado estaban significativamente disminuidas. Spalding M et a
que el peroxido de hidrégeno al 35% tenia una tendencia a promover un aumento en
la densidad de los poros en la superficie, dando un aspecto poroso al esmalte

dental. Al-Salehi et al”® Informaron de un incremento de la liberacién de calcio y

fosfato tras el uso de peréxido de hidrogeno con una reduccion significativa de los
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valores de microdureza, poniendo de manifiesto que las exposiciones prolongadas al
peréxido de hidrogeno afecta al contenido mineral del esmalte. La microdureza del
esmalte disminuy6 significativamente con el blanqueamiento, dejando evidente, por
lo tanto, que la prolongada exposicién al peréxido de hidrogeno tiene el potencial de

I°2 confirmaron en

afectar el contenido mineral de los dientes bovinos. Jiang et a
estudio realizado que el peréxido de hidrégeno ataco tanto la materia organica como
al componente mineral de la dentina como componentes de mineral de dentina. Los
resultados no s6lo suministran pruebas quimicas directas para la hipétesis de que el
peréxido de hidrogeno podria causar la destruccion de dentina por un mecanismo de

la oxidacion de proteina. Carrasco et al®

demostraron que el peréxido de hidrégeno
asociado con el perborato de sodio, presenté uno aumento en la permeabilidad del
esmalte dental. Castello y Monneral®* observaron que a medida que se aumenté el
tiempo de exposicion al agente blanqueador, el patrén de alteracion estructural fue
creciendo. La ausencia de alteraciones o alteraciones blanda, observadas en el
grupo Whiteness HP FGM® se deben al su pH alcalino. La presencia de alteraciones
leves, moderadas, avanzadas en el grupo de realizado con formula magistral, puede
ser atribuida al pH &cido del agente blanqueador. Pinto et al® relatan en su
resultados que el peroxido de hidrégeno al 7,5%(Day White 22) y 35%( Whiteness
HP), pueden alterar la microdureza, rugosidad y morfologia superficial del esmalte

dental. Bistey et al*®

evaluaron el efecto del peréxido de hidrégeno de 10, 20 y 30%
sobre el esmalte humano usando espectroscopia FT-IR La alteracién en esmalte era
proporcional al tiempo del tratamiento y a la concentracion del perdxido de
hidrégeno. Una concentracién mas alta y un tiempo mas largo del tratamiento dieron

lugar a alteraciones mas severas. El analisis numérico de los espectros reveld que al

usar soluciones concentradas de peroxido de hidrégeno, los espectros de IR eran



159

mas pronunciados. Los cambios espectrales de la estructura de hidroxiapatita
indicaron un cierto grado de destruccién en el esmalte después del almacenaje del
espécimen en la solucion blanqueadora, sin tendencia a la reversibilidad
espontanea. Una concentracibn mas alta y un tiempo mas largo del tratamiento

dieron lugar a alteraciones mas severas.

En cambio, otros autores defienden que el PH no ocasionan ningun tipo de

1°° que usaron cintas con

alteracién estructural en el esmalte como: Goétz et a
peréxido de hidrogeno para blanquear y confirmaron que no se originaron cambios
en la histomorfologia superficial y subsuperficial, microdureza y en la composicion

I°" usando peréxido de hidrégeno del 30%(HP);

quimica de los dientes. Rotstein et a
peréxido del carbamida al 10% (CP), perborato del sodio (SP), Nu-Smile (NS),
opalescence (Op), y DentlBright (DB), observaron una reduccién significativa en el
cociente de Ca/P después del tratamiento con HP, CP, DB, Op y concluyeron que
los productos blanqueadores pueden afectar los tejidos duros de los dientes y deben

ser utilizados con precaucién. Tam et al”®

estudiaron el efectos de PC y PH sobre la
fuerza de flexién y el modulo flexion del esmalte dental y observaron en los grupos
blanqueados con perdéxido de hidrogeno que no hubo disminuciones significativas
del esmalte dental, Cuando eran expuesto a tiempos cortos de tratamiento por el

contrario, Sulieman et al*

no encontraron cambios significativos en la dureza del
esmalte y dentina después de aplicarle PH al 35%, y tampoco observaron con SEM

ninguna alteracion topografica en el esmalte ni en la dentina.

Aunque una comparacion directa entre las investigaciones citadas no es

posible debido a la diferencia en condiciones experimentales. Lee et al'® verificaron
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que la cantidad de pérdida calcio en el esmalte blanqueado durante 120 horas era
similar al total de la pérdida de calcio en dientes expuestos a un refresco o0 zumo
durante unos minutos, concluyendo que la pérdida mineral causada por el proceso
de blanqueamiento puede no ser un factor deletéreo 0 amenazantes para los

dientes.

Hegedus et al*®

observaron por microscopia de fuerza atoémica el efecto del
peréxido de hidrégeno al 30% aplicado durante 28h y lo compararon con esmalte no
blanqueado. En ambos grupos observaron la presencia de grietas en el esmalte,
pero eran las profundas en el esmalte blanqueado, y concluyeron que los
blanqueadores son capaces de causar alteraciones superficiales del esmalte. Se
especula que los agentes blanqueadores que contienen peréxidos afectan la fase
organica del esmalte. Los perdxidos pueden afectar no sélo la superficie sino
también la estructura interna del esmalte, ya que, debido a su poco peso molecular
pueden penetrar en el interior del esmalte subsuperficial, donde, los fenémenos de
oxidacién interna pueden ser mas intensos debido a la mayor presencia de material
orgénico 4,23, 24,42, 62, 123.

Algunos estudios han informado que el peréxido de hidrégeno no sélo dafa al
esmalte sino que también puede afectar al componente organico e inorganico de la
dentina '826:37.98.80 En este sentido Jiang et al®® evaluaron el efecto del peréxido de
hidrégeno al 30% sobre la dentina humana usando Espectroscopia de Infrarrojo

(FTIR) y Espectroscopia de Reflexién (ATR). Los cambios estructurales fueron

determinados fundamentalmente mediante espectros ATR que pusieron de
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manifiesto una eliminaciéon superficial del componente organico de la dentina. Las
bandas mayormente modificados fueron las correspondientes a los grupos amida Il 'y

I** han detectado cambios estructurales severos en esmalte

amida Ill. Bistey et a
humano superficial después del tratamiento con el peréxido de hidrégeno al 10-30%
in vitro en el esmalte superficial, usando FT-IR, que eran proporcionales al tiempo
del tratamiento y la concentracién del peréxido de hidrégeno. Una concentracion
mas alta y un tiempo mas largo del tratamiento dieron lugar a alteraciones mas
severas aunque, se han observados alteraciones incluso con bajas concentraciones
como al 10%. Pudiéndose afirmar que el perdxido de hidrégeno causa una alteracion
irreversible en el esmalte después de 120 minutos de aplicacién, aunque eso no se

observa clinicamente. Segin Bistey y colaboradores*® recomendaron usar peréxidos

a bajo concentracion y por un tiempo no superior a una hora.

7.3 - COMPARACION ENTRE PEROXIDO DE CARBAMIDA Y PEROXIDO DE

HIDROGENO

Se ha comprobado que la cantidad promedia de Ca** extraida por el acido
fosférico al 37% al aplicar el peréxido de hidrégeno al 30% es soélo ligeramente
superior a la extraida por el mismo procedimiento cuando se ha aplicado
previamente peréxido de carbamida al 30%. Creemos que ambos blanqueadores
predisponen al esmalte a una perdida similar de Ca®** cuando es grabado con acido

fosférico. No obstante, a partir de los 30s de exposicion al &cido se observa que los
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especimenes blanqueados con peréxido de hidrégeno al 30% presentan una mayor
pérdida de calcio que cuando los comparamos con los blanqueados con peréxido de
carbamida al 30%, pero estas diferencias en general, no fueron estadisticamente

significativas, a excepcion del periodo de exposicidén al acido de 90 segundos.

Las muestras blanqueadas con perdoxido de hidrégeno presentaron una
descalcificacion mas intensa al acido en los grupos inmediatamente y a las 24 horas
después del blanqueamiento. En los demas grupos, las tasas de descalcificacion en
funcion del tiempo se hicieron practicamente similares, superponiéndose a partir de
una semana desde la aplicacién del blanqueador. Por los que podemos afirmar que
los especimenes blanqueados con PH presentan una mayor susceptibilidad al efecto
descalcificante del acido fosférico hasta las 24h, en comparacién con el peréxido de
carbamida. Creemos que esto se puede explicar por el hecho de que el perdéxido de
carbamida al 30% rompe en peroxido de hidrégeno al 11% y 19% y urea, que el
peréxido de hidrégeno usado, aunque viene etiguetado como peréxido de hidrégeno
al 30%, al mezclar los dos componentes la concentracion resultante es un gel al
15%, por lo que en realidad la concentracion final de peroxido de hidrogeno en
ambos productos comerciales es muy similar, por que es de esperar que tengan

efectos descalcificantes similares.

Ademas, los especimenes estuvieron expuestos a procesos de
remineralizacion al estar inmersos en saliva artificial que de cierta forma disminuyé o
neutralizé la accién acida sobre la estructura superficial del esmalte. Attin et al”®y

|58

Devlin et al>™ en experimentos separados estudiaron la dureza del esmalte antes y

después de la aplicacién Coca-Cola durante la noche y después del uso de la saliva
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artificial. La Coca-Cola redujo la dureza del esmalte, pero se recuperd parcialmente

en un 18%, después de la inmersién en saliva artificial.

El tratamiento blanqueador continGia siendo bastante cuestionado en cuanto a
sus efectos prejudiciales, en parte es verdad, los dientes que pasan por tratamientos
de blanqueamiento sufren cambios en la estructura del esmalte dental y pérdida
mineral, todavia los estudios nos sugiere que esas alteraciones no son clinicamente
significantes 2%, Por otra parte, investigadores defienden firmemente que la adicién
del fluoruro y calcio en la composicién de la sustancia blanqueadora podria inhibir el

proceso de desmineralizacién. Segun Oliveira et al*®

es probable que la presencia de
los iones de fluoruro reduzca el proceso de desmineralizacion. Asi, el propésito de la
formulacion blanqueadores con la adicion de fluoruro y calcio seria aumentar la
saturacién del gel, reducir la pérdida mineral y de aumentar la resistencia del

1°3 en este

esmalte a la desmineralizacién causado por los peréxidos. Bizhang et a
estudio aplicaron un barniz de flior después de someter los especimenes a
blanqueamiento, el barniz redujo la desmineralizacién y se pudo observar que se
disminuyo la pérdida mineral. Oliveira et al®® abogan la inclusién del fluoruro o calcio
a los agentes blanqueadores, pues los mismos podian ser un alternativa posible
para superar los efectos adversos del peréxido del carbamida en la superficie de
esmalte, todavia es necesario mas investigaciones para evaluar clinicamente su

aplicacién después del blanqueamiento y quiza sea de gran valia en el proceso de

remineralizacion.

En nuestro estudio cuando comparamos los dos agentes blanqueadores no hubo

diferencia estadisticamente significativa, en cuanto a la pérdida de calcio. Los
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resultados de este estudio son comparables a los obtenidos por Gultz et al'®, que
no encontraron diferencias entre el peroxido de carbamida 35% vy peroxido
hidrégeno al 35% tampoco observaron diferencias morfolégicas apreciables en el

esmalte grabado con acido fosférico al 35% cuando lo observaron con SEM '%°.

Tiendo en cuenta el comportamiento de los especimenes con el tiempo, se puede
decir que clinicamente el blanqueamiento realizado en las consultas, va a modificar
el poder descalcificante del acido fosférico al 37% rutinariamente utilizado en el
esmalte dental, por tanto la hipétesis planteada en ese estudio se rechaza, ya que el
proceso de descalcificacion aumenta cuando se utiliza el blanqueamiento y el
grabado Aacido. Santos® expuso en su investigacién que los dientes sometido al
blanqueamiento y grabado acido presenta un grabado extensivo, con pérdidas del
limite prismatico sugiriendo la reduccién del tiempo de aplicacion del acido fosférico
o la utilizacién de acidos mas débiles. Es aconsejable esperar al menos una semana
para dar lugar a que ocurra la remineralizacion, dejando el diente en contacto con la
saliva antes del procedimiento restaurador, evitando de esa forma el sobregrabado
del esmalte. Por lo tanto es conveniente no realizar ninguno tratamiento restaurador
estético hasta que los efectos del agente blanqueador sean totalmente neutralizados
y no se agrave aun mas la desmineralizacién. También hay investigaciones in vitro
utilizando el per6xido de carbamida al 10% que muestran desmineralizacion pero sin
significacién, pues los especimenes se mantuvieron sumergidos en saliva después
del uso del blanqueador y es un hecho demostrado que el esmalte desmineralizado

es mas receptivo a la remineralizacién que es esmalte intacto > %6 24,
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Ademas del efecto desmineralizante ocasionado por los agentes blanqueadores
sobre el esmalte " %2, hay estudios que informan sobre las alteraciones en la textura

superficial del esmalte. Carrasco et al”®

demostraron que el peréxido del carbamida
al 37% incrementé la permeabilidad del esmalte dental, seguida por una mezcla de
perborato del sodio mas peréxido de hidrégeno al 20% y el per6xido del carbamida

al 27% proporciond los resultados mas bajos.

Es importa enfatizar que el uso de agente blanqueador debe ser minuciosamente
evaluado por el dentista en cuanto a sus reacciones adversas. No hay en este
momento un consenso entre los investigadores sobre que agente blanqueador y a

que concentracion causa menos dafnos a las estructuras dentales.

Es preocupante el efecto desmineralizante que el uso de los agentes
blanqueadores origina sobre el esmalte, ya que muchas veces es necesario realizar
procedimientos restaurados que requieren el uso del grabado acido del esmalte
después de finalizar un tratamiento blanqueador. Son necesarias mas
investigaciones para ver que blanqueador, a que concentracidon y durante que
tiempo debemos utilizar los agentes blanqueadores . No obstante mas trabajos de
investigacién deben ser realizados, para aclarar todas las dudas con respecto a que
agente blanqueador debe elegir y en que concentracidn es menos agresiva a las

estructuras dentales.
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Conclusiones
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8 CONCLUSIONES

El analisis de los resultados conduce a las siguientes conclusiones:

1 - La cantidad de calcio extraido por el acido fosférico inmediatamente
después de la aplicacién del peroxido de carbamida al 30% es igual al obtenido sin

su aplicacion.

2 — En los grupos sometidos a blanqueamientos con peréxido de carbamida al
30%, la pérdida de calcio se incrementa en funcién del tiempo de aplicacion de

acido.

3 - El tiempo de demora entre la aplicacion del perdxido de carbamida y del
grabado acido influye en la cantidad de calcio extraido, que es mayor a las 24 horas

disminuyendo a los siete dias después del blanqueamiento.

4 — La cinética de la descalcificacion es ligeramente diferente entre los grupos
controles y los grupos sometidos al blanqueamiento. La cantidad de calcio extraido
por el acido fosférico esta influenciada por el blanqueamiento con peréxido de

carbamida al 30%.
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5- La cantidad promedio de Ca?* extraida por el acido al aplicar el peroxido de
hidrégeno al 30% es solo ligeramente superior a la extraida por el peréxido de

carbamida al 30%.

6- Las cantidades promedio de Ca?* extraido en cada tiempo de grabado, con
independencia del periodo de demora transcurrido desde el blanqueamiento se ha
comprobado que a partir de los 30s de grabado &cido la cantidad promedio de Ca**
extraida por el Peroxido de Hidrogeno al 30% es mayor que la obtenida a partir de
las muestras en las que se aplic6 Perdoxido de Carbamida al 30%, y aun puede
afirmarse que la susceptibilidad al acido es similar en los especimenes blanqueados
con los dos agentes, ya que las diferencias entre ambos no son significativas en

ninguno de los tiempos de exposicién acida.

7- El tratamiento con &acido fosférico diluido sobre muestras de esmalte
finamente pulverizado produce un decrecimiento gradual del grado de
mineralizacion, siendo especialmente significativo en los primeros cinco minutos de
su tratamiento. La composicién mineraldgica y cristalinidad de las muestras se ajusta
a un patron de hidroxiapatito calcico existiendo una orientacién preferencial de los
cristales que se disponen con el eje ¢ del apatito perpendicular a la superficie del

esmalte registrado.
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Effects of phosphoric acid on bovine
enamel bleached with carbamide
peroxide

de Medeiros CLSG, Gonzdlez-Lopez S, Bolarios-Carmona MV, Sanchez-Sanchez P,
Bolarios-Carmona J. Effects of phosphoric acid on bovine enamel bleached with car-
bamide peroxide. Eur J Oral Sci 2008; 116: 66-71. © 2008 The Authors. Journal
compilation © 2008 Eur J Oral Sci

The aim of this study was to measure the demineralization capacity of 37% phos-
phoric acid on bovine enamel at different time-points after bleaching with 30% car-
bamide peroxide. Five, 4 X 4-mm sections were obtained from the enamel of 10 bovine
incisors. After applying 30% carbamide peroxide (Vivastyle) for 90 min, specimens
were stored in artificial saliva for 0, 24, 72 h, or 7 d and then immersed in 37%
phosphoric solution. At 15, 30, 60, 90, and 120 s, 5-ml aliquots were extracted. A
control group of specimens was not bleached. Ca?" concentrations were measured by
atomic absorption spectrophotometry. A larger amount of Ca"* was extracted from
enamel by phosphoric acid after the application of 30% carbamide peroxide. Twenty-
four hours after bleaching, significantly more Ca®>* was extracted from bleached than
from control specimens at all time-points, and this greater susceptibility to the action
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Bleaching treatment is considered as a safe and non-
destructive treatment for the removal of tooth discolor-
ations. However, despite its widespread use, there is no
general agreement about the effect of bleaching agents on
enamel. Some researchers observed no evidence of dele-
terious effects on enamel or dentine after the longest
applications of the highest concentrations of hydrogen
peroxide that are used in tooth bleaching procedures
(35% for 30 min) (1). However, numerous in vitro
studies have reported that bleaching therapies have a
negative effect on the physical properties, marginal
integrity, enamel and dentin bond strength, and color of
restorative materials (2).

Carbamide peroxide may cause demineralization in
enamel. The Ca®™ loss derives from demineralization to
a depth of 50 um below the enamel surface, with no
damage to deeper enamel surfaces (3). Local changes in
enamel microstructure (similar to observations in initial
caries), and a lower Ca:P ratio in bleached vs. non-
bieached enamel, were observed after treatment with
carmabide peroxide (4).

Bleaching-induced structural changes to surface ena-
mel have been reported to be proportionally more severe
with longer treatment times and higher hydrogen peroxide
concentrations (5). POTOCNIK et al. (4) considered that
10% carbamide peroxide probably does not cause
sufficient loss to affect the microhardness of the enamel.
Nevertheless, most authors agree that bleaching-induced
loss of mineral content from the outer tooth structure
significantly reduces enamel microhardness (6, 7).

There have been reports of a reduction in the bond
strength of adhesive restorations and resin-bonded
brackets after tooth bleaching (8, 9), with a greater
reduction occuring at higher concentrations of the
bleaching agent (10). Spectral changes in the hydroxy-
apatite structure indicated a certain degree of enamel
destruction after storage of enamel specimens in sterile
isotonic salt solution, with no tendency to spontaneous
reversibility (5). On the other hand, weakening of the
composite-resin bond on freshly bleached enamel has
been shown to be transient (9, 11, 12). Moreover, anti-
oxidant treatment and artificial saliva immersion were
shown to be effective in recovering shear bond strength
(9). Nevertheless, the most frequent recommendation is
for a minimum interval of 1-3 wk between bleaching and
bonding (2).

Many patients need conservative or esthetic treatments
that require a combination of tooth bleaching and
enamel acid etching. It has been reported that acid
etching of a bleached enamel surface produces loss of
prismatic shape and gives the surface an overetched
appearance (13).

The decalcifying power of phosphoric acid in adhesive
dentistry might be affected by the decreased Ca’" and
phosphate contents of the enamel and by the morpho-
logical changes induced by hydrogen peroxide or
hydrogen peroxide-releasing agents. The null hypothesis
of the present study was that bleaching treatment with
30% carbamide peroxide does not modify the decalci-
fying ability of phosphoric acid in enamel acid etching.
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Atomic absorption spectrophotometry was used to
evaluate the influence of 30% carbamide peroxide on the
decalcifying effects of 37% phosphoric acid immediately
after etching and at 24 h, 72 h, and 7 d thereafter.

Material and methods

Ten bovine incisors extracted from jaws supplied by an
industrial slaughterhouse were stored in distilled water
containing thymol crystals until use. The roots of all teeth
were cut off at the cemento—enamel junction using an
Accutom-50 diamond cutter (Accutom Hard Tissue
Microtome; Struers, Ballerup, Denmark). Crowns were
polished with silicon carbide paper discs on a polisher
(Exakt-Apparatebau D-2000; Vertriecbs GMBH, Norder-
stedt, Germany) to obtain a flat vestibular surface, and each
crown was then cut into five equally-sized 4 X 4 mm sec-
tions (sample specimens) using a preprogrammed Accutom
50 microtome (Struers). After polishing the inner surface to
remove the dentin, sample specimens were weighed on a
Sartorius BL60S precision balance (accuracy of + 0.1 mg;
Sartorius, Mugid, Italy). Maximum weight equality among
specimens was achieved by reducing weight, when neces-
sary, with silicon carbide paper discs of 600 grit (WS 18-B;
Struers), always removing from the inner surface of the
section to avoid modifying its geometry. By this means, each
crown yielded five sections with the same calcification,
geometry, and weight. An Olympus stereoscopic microscope
(Olympus Optical Espafia, Barcelona, Spain) was used to
verify that all exposed surfaces were enamel.

One sample specimen from each crown was assigned to
each of five groups: group 1, no bleaching agent (control
group); and groups 2, 3, 4, and 5, bleached with 30% car-
bamide peroxide for 90 min. Groups 3-5 were stored in
artificial saliva for 24 h, 72 h, or 7 d, respectively.

Specimens were immersed in 30% carbamide peroxide
(30% Vivastyle) (JL-1014 Exp05-2008) for 90 min, changing
all of the gel every 30 min as per the manufacturer’s
instructions. Specimens were abundantly washed with
water, dried with absorbent paper and kept in artificial
saliva (Table 1) within an oven at 37°C for the specified
time-period (24 h, 72 h or 7 d). Group 2 specimens were not
kept in artificial saliva and were immersed in 37% phos-
phoric acid solution immediately after bleaching. The 37%
phosphoric acid solution was prepared by dissolving 311 ml
of 85% orthophosphoric acid (Scharlan Cemise SA, Bar-
celona, Spain) at a concentration of 1.71 g ml™" in 689 ml of
distilled water to obtain 1,000 ml of 37% acid solution with
a pH of 0.14, measured by means of a Micro pH 2000 pH
meter (Crisol, Alella, Spain).

Table 1

Artificial saliva formula used in the study

Composition Amount
Calcium chloride 021g
Potassium chloride 48¢g
Sodium chloride 34¢g
Magnesium chloride 027¢g
Potassium phosphate 132g
Sodium benzoate lg
Sodium carboxymethylcellulose 25¢g
Sorbitol 120 g
Distilled water 4,850 ml
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A blank 30 mi sample of phoszphoric acid solution was
first prepared to determine the Ca** levels in the absence of
specimen. All control and experimental specimens under-
went the same experimental procedure [i.e. immersion in the
acid phosphoric solution and constant agitation using a
magnetic multi-stirrer (A-09 series C, SBS; Barcelona,
Spain] to homogenize the Ca®" extracted into the solution.
At 15, 30, 60, 90, and 120 s, 5 ml aliquots were extracted
using a calibrated micropipette that was replaced after each
extraction. These extracts were placed in hermetically sealed
and labeled glass tubes. By this means, five extracts were
obtained for each specimen.

The Ca?* concentration in solutions was determined by
atomic absorption spectrophotometry (Perkin Elmer mod.
5100ZL, Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA) using the flame
technique (14). Extract readings were expressed in p.p.m.
and subsequently transformed into mg of Ca’" lost per g by
applying the following formula, as described previously

(14):
mg Ca** = [(p.p.m. Ca®*) - 107%1/ml - V]/W.

V = volume; W = weight.

Statistical analysis

A three-way analysis of variance (ANOVA) was used to
explore the relationships among bleaching treatment, acid
exposure, and extracted calcium, followed by a two-way
ANOVA and post-hoc Tukey’s test. A P-value of < 0.05 was
considered to represent statistical significance.

Results

Table 2 shows the cumulative amounts of Ca®* ex-
tracted after subtracting the amount of Ca®* in the study
solution without specimen (blank = 0.38 p.p.m.). The
three-way ANOVA (bleaching, acid exposure time, and
sample) showed significance for differences among
experimental groups (F = 6.36, P < 0.001) and acid
exposure times (F = 60.58, P < 0.001).

Because the interactions were significant, the behavior
with each treatment was studied as a function of the
etching time. Using the same procedure, it was also
observed that the amount of Ca®?" extracted for each
acid application time varied among experimental groups,
but the differences were not significant.

Enamel specimens bleached with 30% carbamide
peroxide lost more Ca?* during etching with 37%
phosphoric acid compared with non-bleached specimens
for all etching time-periods studied (Fig. 1). The amount
of Ca®" extracted from bleached specimens increased
with longer etching time. The highest rate of Ca’”"
extraction was observed during the first 30 s. Ca?" was
extracted at a constant rate during subsequent 30 s
periods. The amount of Ca®" extracted differed signifi-
cantly among all etching time-periods studied.

Observation of the behavior of each experimental
group in relation to the length of their exposure to 37%
phosphoric acid showed similar demineralization kinetics
between control and bleached groups. In the control
group, significant differences were observed between
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Table 2

Description and comparison of the accumulated amount of calcium extracted in each treatment group as a function of acid exposure time

Acid exposure time

Bleaching treatment 15s 30s 60 s 90 s 120 s

Control

0.519 (0.309) A

0.648 (0.359) A

1.007 (0.506) B

1.360 (0.598) C

1.810 (0.751) D

B-E: 0 h 0.659 (0.297) A 0.898 (0.384) A 1.443 (0.684) B 1.977 (0.793) C 2.496 (0.907) D
B-E: 24 h 0.663 (0.365) A 0.954 (0.425) A 1.620 (0.696) B 2.166 (0.952) C 2.825 (1.269) D
B-E:72h 0.788 (0.439) A 1.041 (0.549) A 1.694 (0.943) B 2.220 (1.091) B 2.998 (1.515) C
B-E:7d 0.675 (0.303) A 1.004 (0.484) A/B 1.586 (0.781) B/C 2.138 (1.110) C 2.799 (1.370) D

Rows show the comparison among median values of calcium extracted during different exposure times in each group, and the resu}ts
are expressed as mean (standard deviation). Values with the same upper case letters belong to homogeneous groups. Values with

different upper case letters differ significantly (P < 0.05).
B-E , bleaching—etching.

3.5
- Control
B-EOh
3 B-E24 h
B-E72h
- B-E7d
2.5 -
> 2
E
&
s 1.5
(&)
1
0.5
0 +

15s 30s 60s 90s

Fig. 1. Plot of mean accumulative extracted Ca>™ (mg) against
acid exposure time in experimental bleaching groups. B-E,
bleaching—etching group.

120 s

exposure for 15 and for > 60s. After 60 s, a similar
increase in extracted Ca®>™ was observed for each time-
period.

Analyses were conducted of the etching time required
for significant differences to be found in the amount of
Ca’* extracted between bleached and non-bleached
specimens (Table 3). The group etched immediately after
bleaching showed a greater susceptibility to a 90 s etching
period, with a significantly larger amount of extracted
Ca®" vs. unbleached specimens. In the group etched 24 h
after bleaching, the amount of extracted Ca’* was al-
ready significantly higher vs. controls after 30s of
immersion, and in the group etched 72 h after bleaching,
only 15 s of immersion was required for this difference to
be observed. This greater susceptibility to the action of
the acid was still evident 1 wk after bleaching.

Discussion

Although tooth bleaching is considered by some
researchers to be comparatively safe (15), microstruc-

Table 3

Comparison of calcium extracted in bleaching groups as a func-
tion of acid exposure time

Acid exposure time

Bleaching treatment 9% 30s 60 s 90 s 120 s

Control
B-E:0h NS NS NS » NS
&E: 24 h NS * kk B £
B‘E: ’72 h B £ £ *3k skkk
B-E:7d NS L ¥ *¥ Lk

NS, not significant.

Columns show the significance of differences in extracted cal-
cium between the bleaching—etching (B-E) treatment group and
unbleached controls for each acid exposure time.

*P < 0.05; ** <0.01; ***<0.001.

Mean (standard deviation) values are given in Table 2.

tural changes to dental hard tissue have been observed in
numerous studies after the application of high concen-
trations of bleaching agents (16).

Published studies have supported the use of bovine
teeth as a reliable substitute for human teeth in micro-
leakage (17) and adhesion tests on enamel and dentin
(18-21), in which comparable bond strength measure-
ments were obtained using bovine or human teeth.
Observations using scanning electron microscopy (SEM)
revealed the similar morphology of bovine and human
teeth, and of their enamel, after etching with 35% H;POy,
(21). Although bovine enamel undergoes faster demin-
eralization than human enamel (22) and suffers greater
erosion and erosion-abrasion (23), it has been described
as a suitable substitute for using to evaluate enamel
demineralization (24). Bovine enamel was used in the
present study because a histologically similar group of
teeth can be more readily obtained and five equal-sized
enamel sections can be cut from a single bovine tooth,
unlike in human teeth, enhancing comparison condi-
tions.

Different techniques have been applied to assess the
effect of bleaching agents on enamel, for example micro-
hardness tests (4, 6), transversal microradiography (25),
electron probe microanalysis (4), microcomputed
tomography (3), infrared spectrophotometry (IR), and
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physiological range (41). The artificial saliva used in this
study contained levels of electrolytes similar to those
found in human saliva for remineralization of enamel
and its pH was neutral to prevent demineralization. It
also contained sodium carboxymethylcellulose as a
thickener and stabilizer, and sodium benzoate as an
antiseptic.

In the present study, all bleached groups, except for
group 2, were stored in artificial saliva at 37°C before
etching in order to promote remineralization of the
specimens. However, the postetching calcium losses were
not lower in saliva-stored than in non-saliva-stored
groups. The null hypothesis of our study must be re-
jected; it appears advisable not to perform any aesthetic
conservative treatment until the effects of the bleaching
agent are fully neutralized.

Within the limitations of our in vitro study, we can
conclude, from the results obtained, that previous
bleaching with 30% carbamide peroxide increases the
amount of Ca?" extracted from enamel by etching with
phosphoric acid. The highest amount is lost at 24 h of
bleaching. This greater susceptibility to the action of the
acid persists for at least 1 wk after bleaching.
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