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RESUMEN

DESARROLLO DE UN COMPUESTO DE NANOHIDROXIAPATITA PARA LA
REMINERALIZACION DE ESMALTE DENTAL: ESTUDIO EX VIVO

La hidroxiapatita, es un bioceramico con alto grado de biocompatibilidad y una
gran similitud estructural y quimica con la hidroxiapatita presente de forma nativa
en el esmalte y huesos humanos. Las particulas de nanohidroxiapatita han
registrado la capacidad de cubrir las fosas o defectos generados por el proceso de
desmineralizacion de las lesiones cariosas.

La presente investigacion tiene como objetivo; Desarrollar una solucion de
nanohidroxiapatita que favorezca la remineralizacibn en superficies
desmineralizadas en lesiones cariosas iniciales del esmalte dental humano

Con esta finalidad se desarroll6 una metodologia, la cual consta de 3 grupos
experimentales, sometidos a una fase desmineralizante, seguida de una fase
remineralizante con una solucién de nanohidroxiapatita al 1% y 3%; Finalmente la
eficacia fue evaluada a partir de; La evaluacion selectiva de calcio, Evaluacion por
microscopia electrénica de barrido (SEM), Espectroscopia de rayos X por
dispersién de energia (EDS) y difraccion de rayos X.

Los resultados evidenciaron la capacidad de la nanohidroxiapatita para generar
remineralizacion en la superficie del esmalte a partir de una modificacion en su
conformacion elemental y estructural, evidenciando mayor efectividad en la
concentracion al 1% al mostrar resultados similares a la conformacion adamantina

nativa.

PALABRAS CLAVE: Caries dental, nanohidroxiapatita y remineralizacion



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A NANO-HYDROXYAPATITE COMPOUND FOR DENTAL
ENAMEL REMINERALIZATION: AN EX VIVO STUDY

Hydroxyapatite is a bioceramic with a high degree of biocompatibility and a strong
structural and chemical similarity to the hydroxyapatite naturally present in human
enamel and bones. Nano-hydroxyapatite particles have demonstrated the ability to
fill pits or defects caused by the demineralization process of carious lesions.

This study aims to develop a nano-hydroxyapatite solution that promotes
remineralization on demineralized surfaces in initial carious lesions of human
dental enamel.

To achieve this, a methodology was designed consisting of three experimental
groups subjected to a demineralization phase, followed by a remineralization
phase using a 1% and 3% nano-hydroxyapatite solution. Finally, the effectiveness
was evaluated through: selective calcium assessment, scanning electron
microscopy (SEM), energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS), and X-ray
diffraction.

The results demonstrated the ability of nano-hydroxyapatite to promote
remineralization on the enamel surface by modifying its elemental and structural
composition. The 1% concentration showed greater effectiveness, yielding results

similar to the native adamantine structure.

KEYWORDS: Dental caries, nano-hydroxyapatite, remineralization.



INTRODUCCION.

En el 2005 la administracion de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos,
otorga la primera aprobacion, para dispositivos médicos basados en
nanotecnologia, siendo Angstrom Médica ®, con su producto NanOss, el primero
en obtenerla (1). A partir de este momento, se origina una aceleracion en la
utilizaciébn de ensayos clinicos para la implementacion de nano biomateriales
siendo uno de los mas utilizados la nanohidroxiapatita, debido a su gran
biocompatibilidad y similitud con las caracteristicas de la hidroxiapatita encontrada
de forma natural en los huesos y en el esmalte dental (2); Las moléculas de
hidroxiapatita son constituyentes en un 96% del esmalte dental y un 70% de
constitucién inorganica en los huesos del cuerpo (3).

Dentro de la odontologia se encuentran disponibles dos biomoléculas, la
hidroxiapatita y la nanohidroxiapatita, siendo la segunda la biomolécula con
propiedades superiores, principalmente por el tamafio de particula y las
caracteristicas morfolégicas que logran tener mayor similitud con la hidroxiapatita
de constitucion natural (4). Basado en esto, Sangi Co en 1978, lanzé la primera
pasta dental con capacidad de reparacion del esmalte comercialmente conocida
como Apadent®, es asi como comenzé a distribuirse por el area odontoldgica,
generando una implicacion importante en el area de cariologia, debido a que se
ha comprobado la efectividad de producir remineralizacion en lesiones cariosas
iniciales. Las particulas de nanohidroxiapatita han registrado la capacidad de
cubrir las fosas o defectos generados por el desequilibrio del proceso Des-Re (5).
La evaluacion actual de la nanohidroxiapatita esta basada en su capacidad de
generar una nueva capa mineral sobre el esmalte; permitiendo la aplicaciéon de
técnicas no invasivas para el tratamiento de lesiones cariosas no cavitadas.
Basados en lo mencionado anteriormente y en los conceptos de odontologia
actual minimamente invasiva, este estudio pretende la creacién de un compuesto
con particulas de nanohidroxiapatita que promueva una remineralizacion en

lesiones cariosas iniciales no cavitadas.



MARCO TEORICO.

En 2022 la Asamblea mundial de la salud, aceptd la “Resolucién sobre la salud
bucodental” donde favorece la aplicacion de practicas preventivas para fomentar la
salud y cuidado bucodental, esto a consecuencia, del aumento en la incidencia de
caries dental; teniendo un estimado de 2,300 millones de personas en edad adulta
afectadas a nivel global. Mientras que la estimacion en menores de edad es de
530 millones de nifios con lesiones cariosas no tratadas en denticion decidua.
Basados en las estimaciones anteriores, es necesario la comprension de la
conceptualizacion actual de las caries dental para favorecer los procesos de
intervencion, diagndstico y tratamiento de forma oportuna; Es asi que La caries
dental es descrita por la OMS como una “enfermedad no transmisible, mundial y
prevenible con gran importancia médica, social y economica, la cual se ha
asociado con determinantes de salud a nivel social. Es conceptualizada como la
pérdida mineral a consecuencia de los acidos producidos por las bacterias
acumulados en la placa dental en una superficie dentaria, siendo consecuencia del
metabolismo bacteriano de los azucares de la dieta” (10).

Asi mismo se ha descrito la caries dental como una disbiosis entre los procesos
dinamicos de la cavidad bucal; Proceso de desmineralizacion—remineralizacion,
cuando entre ambos existe un desequilibrio no compensatorio se genera una
afectacion de los tejidos minerales de los 6rganos dentales, propiciando en la
aparicion de lesiones cariosas (10)(11).

Sin embargo en el 2019, la International Association for Dental, Oral, and
Craniofacial Research (IADR) realiza un consenso para la determinacion de
términos en el area de cariologia, la finalidad era unificar y actualizar los
conceptos relacionados con la caries dental. Uno de los grandes preambulos
expuestos por este consenso es la conceptualizacién actual de la caries dental
como una enfermedad. Esto llevo al establecimiento de la definicion actual de la
caries dental como: enfermedad dinamica, no transmisible, multifactorial, mediada
por biopelicula, modulada por la dieta, que produce pérdida neta de minerales de
los tejidos duros dentales (12). Determinada por diversos factores entre ellos los

biolégicos, conductuales, factores psicosociales y ambientales” (13). Esta



enfermedad puede aparecer en cualquier etapa de la vida en el ser humano, tanto
en denticion permanente como en denticion temporal.

Generando un impacto directo en la econdémica, y en el ambito escolar y
productivo de quien lo padece afectando todos los rangos de edad donde se
presenta, (14) asi mismo y de acuerdo el consenso del 2019 de la IADR, se ha
generado la necesidad de tratamientos limitantes para la evolucidon del proceso
carioso activo. Para esto, es necesaria la realizacion de un diagnéstico temprano,
oportuno y correcto de las lesiones cariosas. De acuerdo con Machiulskiene y Cols
(13), para la realizacion de un correcto diagnostico es necesaria la aplicacion de
un juicio clinico para la integracion de la informacion disponible a partir de la
evaluacion clinica de los signos presentes. Asi mismo surgen nuevos sistemas
estandarizados para el diagnostico y manejo integral que favorecen el
conocimiento de lesiones cariosas en fases iniciales o subclinicas para la
realizacion de tratamiento no operatorio (15). Siendo uno de los mas utilizados
actualmente el sistema internacional de clasificacion y manejo de caries ICCMS
(16), el cual tiene como objetivos; 1) La prevencidén de nuevas lesiones cariosas 2)
Evitar progresion de las lesiones preexistentes 3) La realizacion de tratamientos
no operatorio y en casos necesarios la realizacion de manejo operatorio
conservador. Basado en esto el sistema desarrolla 4 elementos clave para lograr
los objetivos previamente planteados, expuestos en el gréfico 4: El primer
elemento consiste en; La realizacibn de una historia clinica odontologica, con
enfoque en su enfermedad actual, la sintomatologia y antecedentes meédicos —
odontoldgicos, que permita la clasificacién del paciente dentro de un rubro de
riesgo de acuerdo con las lesiones encontradas, su actividad y tratamientos
previos encontrados en la primera cita. EI segundo elemento consiste en la
clasificacion de las lesiones presentes (16), la evaluacion es realizada a partir de
un examen clinico visual para la determinacion del estadio de caries y la
evaluacion clinica de restauraciones previas. Esta clasificacion considera los
siguientes estadios; El primero corresponde a superficies sanas, sin evidencia
visible de caries dental posterior al secado durante 5 segundos, este estadio
correspondera al codigo ICDAS 0. El segundo estadio, es el estadio inicial de
lesiones cariosas, donde podemos observar el primer cambio visible limitado al

esmalte dental, este puede aparecer como una opacidad o una decoloracién
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visible, con una coloracién blanca-café sin pérdida de la integridad del esmalte,
este estadio corresponde al cédigo ICDAS 1 y 2, Mientras que el estadio
moderado de caries, se presenta como una mancha blanca-café con pérdida de la
integridad del esmalte sin exposicion de dentina o como una sombra latente en
dentina, este estadio corresponde al codigo ICDAS 3 y 4. Finalmente el estadio
Severo de caries dental que corresponde a una cavidad detectable en esmalte
opaco o sin brillo con exposiciéon dentinaria, siendo correspondiente al codigo
ICDAS 5 y 6. En el grafico 5 se presenta un esquema simplificado del indice
ICDAS.

Por su parte la clasificacion de Actividad estara determinada por la apariencia
visual, sensacion tactil, capacidad de retencion de placa y el estado gingival. En
este estadio, vamos a clasificar a las lesiones en activas e inactivas. Las lesiones
activas, seran caracterizadas por superficies adamantinas opacas, con coloracion
blanca-amarillenta, cuando exista exposicibn de dentina se observard una
consistencia suave de “cuero”, y las superficies pueden estar cubiertas de placa.
Mientras que la caries Inactiva, es caracterizada por una superficie adamantina
brillante, una coloracién blanco, café o negro, el esmalte puede presentar un brillo
y al tacto se percibe duro y liso, cuando hay exposicion de dentina, generalmente
se encuentra con resistencia al sondaje.

La conjetura realizada entre el primer y segundo elemento nos brindaran las
herramientas para poder establecer el tercer elemento, basado en la toma de
decisiones para el establecimiento de un diagnéstico individualizado por érgano
dental el cual permite la creacion del cuarto elemento; El manejo de la caries
dental. Este debe de ser individualizado con enfoque en el comportamiento del
paciente y basado en la prevencion de nuevas lesiones cariosas, asi como en la
limitacion de la progresion de las lesiones preexistentes. En caso de ser necesario
tratamiento operatorio sera basado con un manejo operatorio con preservacion
dental (15)
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GRAFICO 4: Elementos para el control de objetivos ICCMS
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Lo expuesto anteriormente permite estandarizar el manejo integral en cada
paciente para lograr intervenciones en estadios tempranos que nos permitan la
resolucion de problemas con tratamientos minimamente invasivos.

Para la comprension de manejo minimamente invasivo, es importante abordar la
odontologia de minima intervencién; siendo esta la corriente de manejo holistico
de la caries dental, basado en el control de las lesiones cariosas presentes con la
minima intervencion operatoria. Esta corriente tiene como principal objetivo lograr
la preservacion del tejido. Estando basados en la deteccion temprana de las
lesiones cariosas, realizacion de tratamientos no operatorios y en caso de ser
necesario un tratamiento operatorio, este debe de limitar la pérdida de estructura
dental. Esta filosofia tiene como objetivo garantizar la funcionalidad de los érganos
dentales el mayor tiempo posible en cada individuo (13) (17).

La utilizacion de conceptos minimamente invasivos nace a partir de los estudios
gue evaltan el efecto de la fluoracién del agua respecto a la progresiéon de las
lesiones cariosas, dentro de esta informacion fue reportado que la fluoracion del
agua permitié una disminucién de la prevalencia de lesiones cavitadas en un 50%,
asi mismo se permitié demostrar que su efecto principal es obtenido a largo plazo
debido a que retrasa la progresion de las lesiones cariosas, evitando la cavitacion
de las mismas (18). Y es asi como se comienza a cambiar diversos paradigmas en
la utilizacion del flor, como el establecimiento de su funcionalidad hasta la
erupcion dental y no antes, a partir del entendimiento de que esta accion realiza
cambios en la saturacion mineral de la superficie dental (19).

Asi mismo y conforme se fueron desarrollando los sistemas adhesivos se fue
encontrando sentido a la necesidad de disminuir la pérdida de tejido sano, para
realizar tratamientos operatorios, llevando a la preparacion de cavidades que
permitan el mantenimiento de la mayor cantidad de estructura dental. Un
preambulo de la limitacion del manejo quirdrgico de las lesiones cariosas fue lo
expuesto por Fusayama en 1997, quien demostrd0 que solo era necesario la
eliminacién de la dentina infectada o descompuesta a la hora de realizar la
preparacion de una cavidad y que la dentina desmineralizada tendria la capacidad
de remineralizarse bajo una restauracion correctamente sellada, con buen

prondstico de acuerdo con el seguimiento del 6rgano restaurado (20).
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Asi mismo el término de minima invasion, involucra la realizacion de tratamientos
de lesiones cariosas en estadios iniciales sin cavitacion, lo cual permite la
implementacion de técnicas de manejo de caries basadas en biomateriales que
interactien con el sustrato dental y el medio bucal, favoreciendo el proceso de
remineralizacion limitando la evolucion de lesiones no cavitadas, hasta ahora
podemos encontrar comercialmente disponibles, productos basados en altas
concentraciones de flior y en CPP ACP (fosfopéptido de caseina — fosfato de
calcio amorfo), que han mostrado resultados favorables para el tratamiento no
invasivo de lesiones iniciales de caries dental. Su efectividad esta basada en el
mantenimiento de una sobresaturacion de iones en el biofilm dental, adherida a la
superficie del esmalte que impide la desmineralizacion promoviendo la
remineralizacién, Es decir al servir como reservorio de iones minerales el CPP
ACP es capaz de |limitar la progresibn de las lesiones(10).
Dentro de la gama de opciones comercialmente disponibles también encontramos
los cristales de nanohidroxiapatita, con los cuales se ha demostrado que no solo
permiten una remineralizacion de la superficie afectada, sino que se relaciona con
la formacion de una capa superficial que permite la eliminacion de porosidades en
la superficie del esmalte, generando la limitacion del proceso evolutivo de la caries
dental (21).

La nanohidroxiapatita es un bioceramico que presenta una configuraciéon quimica
basada en iones fosfato, hidroxilo y calcio en un porcentaje en peso de 56.77%,
3.39% y 39.84% respectivamente. Asi mismo presenta una relacion catidnica de
1,67 Ca/P, similar al biolégico, siendo una caracteristica que le brinda estabilidad
dentro del cuerpo humano (22). El término “Apatita” deriva del griego “Apatao” que
hace referencia al término “confundido”, este término fue acufiado por Abraham
Gottlob Werner, Gedlogo aleman en 1786, por la confusién que se generaba con
la apatita y otros minerales como berilo y fluorita (22)(23). Es catalogada como un
biocerdmico que puede presentarse estructuralmente con una simetria hexagonal
con grupo espacial P63/m o bien con una condicion estructural monoclinica,
ambas comparten los mismos elementos estructurales, pero la organizacion de los
grupos hidroxilos es quien marca la diferencia en su conformaciéon estructural. Asi
mismo se habla de que la conformacion pura de la apatita es de forma
monoclinica y al ser expuesta a temperaturas superiores a 250°C se genera la
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modificacion a conformacién hexagonal (22). Es el segundo derivado de fosfato de
calcio més estable en un PH de 4 a 12 y menos soluble, solo después de la
fluorapatita (23) (24), y es considerado como la ceramica mas estable en un
ambiente acuoso, a un PH de 4.2-8 (25). La nanohidroxiapatita forma parte de la
porcion inorganica de los componentes estructurales de hueso y dientes en un
70% en peso y 50% en volumen (26). Se conoce que la hidroxiapatita se
encuentra en la fase final de la mineralizacion de los huesos, asi mismo se ha
determinado su presencia en dientes, escamas de pescado (23). Su férmula
general es [Cal0 (PO4)6] (OH)2 y dentro de sus propiedades encontramos la
biocompatibilidad, bioactividad y actividad osteoconductora en condiciones
fisiologicas ambientales (23) (24). Eliaz & Metoki (23) establecen las propiedades
fisico- quimicas, biolégicas y mecanicas de la hidroxiapatita resumidas en la

siguiente tabla:

TABLA 1: Propiedades fisico-quimicas de la hidroxiapatita.

PROPIEDAD VALOR
Conductividad térmica 0.013W /(cm-K)
Densidad relativa 95%-99.5%

Temperatura de descomposicién  >1000°C

Punto de fusion 1614°C
Resistencia a la traccion 38-300MPa
Resistencia Compresiva 120-900MPa
Resistencia a la flexion 38-250MPa
Médulo de elasticidad 35-120GPa
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Resistencia a la fractura 0.7 -1.2 MPa-m *?

Dureza Vickers 3-7 GPa
Biocompatibilidad Alta
Bioactividad Alta
Compatibilidad Celular Alta
Osteoconduccién Alta
Biodegradacion Baja
Osteoinduccion Nula

Fuente: Eliaz & Metoki (23)

De acuerdo con la tabla anterior se verifican las caracteristicas previamente
descritas por Kruse 2011 (26), dentro de las que encontramos; fragilidad, dureza,
elevado punto de fusion y alta conductividad térmica. Un punto importante sobre
su morfologia es que se ve influenciada por el método de sintesis y tiene un
impacto directo sobre sus propiedades fisicas. Estas caracteristicas son
esenciales para permitir el intercambio i6nico de reemplazo. Es ampliamente
utilizada con un fin multipropésito en el @mbito de la medicina y la odontologia por
sus  beneficios  remineralizantes, osteoinductores, osteregeneradores,
biocompatibles al permitir la adsorcion, adhesion y proliferacion celular (23) (27)
(28). Estas propiedades le permiten ser utilizadas en diversos ambitos como
periodoncia, cariologia, ortopedia, regeneracion tisular y en los estudios recientes
se ha comprobado su efectividad como pellet al implementarse su uso
concomitante con diversos medicamentos, obteniendo una accion de liberacion

prolongada (28).
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Existen diversas metodologias para la obtencibn de las particulas de
nanohidroxiapatita entre ellas encontramos: Sol-gel, coprecipitacion, reaccion

hameda, hidrotermal, deposicién térmica y reaccion en estado sélido (28).

SINTESIS POR COPRECIPITACION

La obtencion de un precipitado, hace referencia a un sélido que se produce en una
disolucién a consecuencia de una reaccion quimica. Los precipitados se pueden
presentar cuando una sustancia insoluble se forma en disolucion o bien es
sobresaturada. Y al no poder aceptar mas soluto y tampoco poder ser disuelto, se
produce un precipitado (29).

La sintesis de nanohidroxiapatita por coprecipitacibn que muestra entre sus
ventajas su bajo costo, su simplicidad y rendimiento (28).
Esta reaccidon se basa en la disolucion de Nitrato de calcio [Ca(NO3),.4H,0], por
goteo a la solucion de fosfato de amonio (NH4H,PO,4) con una agitacion constante
durante 40 minutos a un temperatura promedio de 75°C. Un punto importante es
este punto es el control del pH durante la mezcla, variando de 7 a 11 durante el
proceso de incorporacion con el (NH4H,PO,4) hasta lograr su precipitacion. Una
vez obtenida la precipitacion se mantiene la solucion en reposo de 24 a 72 horas.
Se continla con la separacion del sélido y del liquido, y se somete a un proceso
de secado durante 24 horas. Iniciando con una temperatura de 600°C con
aumento de 100°C hasta llegar a una temperatura de 1000°C para la obtencion de
los cristales.

Es importante conocer que el factor del pH en este método de obtencién de la
nanohidroxiapatita tiene un papel clave para el mantenimiento de la proporcion
Ca/P, cuando se mantiene un pH alcalino y una temperatura menor a 750°C se
obtiene la formacion de nanohidroxiapatita en su forma pura, mientras que a un pH
menor a 7 se genera una alteracion en la proporcion Ca/P en el polvo resultante.
Obteniendo una mezcla de nanohidroxiapatita con otros fosfatos de calcio. Asi
mismo la adicién de los diversos compuestos debe de realizarse a una velocidad
de 1 a 5 ml por minuto. Esta técnica permite la obtencion de particulas de

nanohidroxiapatita con mayor pureza
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Se ha reportado la obtencion de nanohidroxiapatita pura por el método de
coprecipitaciéon, a partir de un pH de 10 a 11, con una temperatura de 700°C

durante 14 horas para la obtencion de un tamafio de particula de 20nm. (28)(30)

SINTESIS SOL-GEL

El proceso Sol-Gel, recibe su nombre de la transformacion de una solucion
coloidal a otra, en este caso de Sol a gel. Entendiendo que Sol, sera entendida
como una solucién coloidal que presenta la fase continla en estado liquido y la
fase dispersa en estado sélido. Mientras que Gel, serd entendido como una
solucién coloidal en la que la fase continua se encuentra en estado sélido y la fase
dispersa se encontrara en estado liquido. En esta metodologia se presentan dos
reacciones basicas, la hidrdlisis y la condensacion, quienes permiten la formacion
de Sol y Gel. Esta reaccion puede realizarse a temperatura ambiente (29).

La sintesis por Sol-Gel, consiste en la disolucién en alcohol de los componentes
organicos para que pueda producirse la polimerizacion. Esta reaccion se genera a
partir de la disolucién de Nitrato de calcio [Ca(NO3),.4H,0] y fosfato de amonio
[NH4H,PO,], en alcohol etilico a una temperatura de 60°, ambas soluciones se
mezclan durante una agitacion constante de 24 horas a temperatura ambiente. El
pH tendra un aumento de 2 a 9 con el agregado de NH;H,PO,4, una vez iniciada la
reaccién se espera la obtencion del gel. Cuando se genera el gel a partir de la
reaccién inicial de la mezcla. Se deja reposar de 24 a 40 horas a temperatura
ambiente. Posteriormente serd necesario un ciclo de secado a 80°C de 24 a
72hrs. Para iniciar con la cristalizacién a partir de los 600°C, llegando a una
temperatura maxima de 1000°C en un tiempo promedio de 16 horas. Para
finalmente la obtencidn de los cristales.

Esta metodologia mantiene una constante en el polvo obtenido
independientemente de las fluctuaciones obtenidas en el pH. Sin embargo se
genera un aumento en el tamafio de particula en funcibn al aumento de la
temperatura y el tiempo expuesto a la misma, por lo que requiere el control preciso
de los factores temperatura y tiempo para favorecer los cristales obtenidos (30)
(32).

SINTESIS HIDROTERMAL
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El término de reaccion hidrotermal,se refiere a una reaccion quimica realizada a
partir de la incorporacion de un solvente, con el control de los factores temperatura
y presion. La técnica se realiza a partir de un aumento de la temperatura, mayor a
la ambiental y con una presion mayor a la atmosférica; dicha reaccion se realiza
en un sistema cerrado (32)

Para esta metodologia es necesario Nitrato de calcio hexahidratado [CaNOs3)
2.4H,0], [(NH4),HPO,] y agua desionizada. Para generar soluciones a
concentraciones de 0.5M. Asi mismo se utiliza Acido etilendiaminotetracético
(EDTA) como surfactante.
Se realiza la disolucién de los tensioactivos a 60°C por 20 minutos. Para posterior
a esto afadir por técnica de goteo el nitrato de calcio, manteniendo la agitacion
constante. El pH se debera de ajustar a 11 afiadiendo NaOH 1.5 M. La solucion se
debe de mantener en agitacion constante durante 30 minutos. Posterior a esto la
solucién debe ser sometida a un proceso en autoclave durante 15 horas a 200°C,
generandose aqui la reaccion hidrotermal. El polvo obtenido se lava con agua
destilada y se centrifuga por 15 minutos a 4000 rpm. Finalmente se secan en el
horno a 100° C por 8 horas (33).

Esta metodologia permite la obtencion de cristales con alto grado de cristalinidad y
relacion de Ca/P cercana al valor estequiométrico (32).

SINTESIS EN ESTADO SOLIDO

Este método consiste en la compactacion de los reactivos solidos, para después
ser sometidos a altas temperaturas de calentamiento. La obtencion de los polvos
en masa, deben de ser molidos y calcinados a altas temperaturas. El precursor de
esta reaccion puede ser una sal de calcio—fésforo, que al ser llevado a
temperaturas elevadas conduce a la formacion de una estructura cristalina en este
caso nanohidroxiapatita. La desventaja de este método es la heterogeneidad que
se presenta en el polvo obtenido (28).

En la siguiente tabla expuesta por Gonzéalez R (29), se resumen las caracteristicas

de las principales metodologias para la sintesis de hidroxiapatita.
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TABLA 2: Caracteristicas de las metodologias para la sintesis de hidroxiapatita

Metodologia Tiempo | Costos | Tamafo Grado de | Procedimient
de los pureza 0s
cristales adicionales
Tratamiento
Hidrotermal 36 Horas $4,000 mx | 50 nm — Alto térmico
100nm Lavado con agua
y etanol
Precipitacion 85 Horas $3,000 Mx | 300 hm- Alto Calcinacion
500nm
Alto Calcinacion
Sol- Gel 24 Horas $2,500 Mx | 50nm- 1um | Pueden existir | Lavado con agua
residuos de destilada.

6xido de calcio

Fuente propia

Independientemente del método a utilizar para la sintesis de nanohidroxiapatita, es
necesario realizar una caracterizacion del material obtenido para verificar La
formacion de los cristales, forma, tamafo y contenido de Ca/P. La caracterizacion
se puede llevar a cabo a partir de las siguientes pruebas (26) (28).

Difraccion de rayos X, para la identificacion y determinacién de la composicién del
polvo, asi mismo nos permite obtener el tamafio de particula. Con un tipo de
analisis cualitativo.

Espectroscopia de absorcion infrarroja: En la cual se permite identificar las
vibraciones de los grupos hidroxilos, impurezas como hidrogenofosfato, agua.
Para verificar la pureza del polvo obtenido. Cada grupo presenta un rango de
vibracion que permite diferenciarlos.

Microscopia electronica de barrido (SEM), En el cual podremos obtener
informacion de la morfologia, analisis quimico, tamafio y distribucion de las
particulas del polvo.

Gonzalez (29), afirma que la sintesis de nanohidroxiapatita por precipitacion ofrece
mejores resultados, comparado con la muestra comercial y el hueso bovino.

La nanohidroxiapatita es un compuesto sumamente utilizado en biomateriales
dentales a consecuencia de su similitud estructural y quimica con la hidroxiapatita

presente de forma natural en el esmalte, sus caracteristicas; un tamafio dentro de
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la escala nanométrica de 1-100 nm(34)(35), sin embargo Subramani K & Ahmed
W, determinan un tamafo especifico para lograr una efectividad en el proceso de
remineralizacion, siendo 5-20 nm de ancho por 60 nm de largo(1), su tamafio es
una caracteristica fundamental, debido a que le permite mantener una mayor
superficie de unién con los compuesto o sustrato donde sea aplicado, asi mismo le
permite mayor hidratacion, mejorando asi sus caracteristicas fisicas y quimicas
(36). Su utilidad clinica esta basada en su biocompatibilidad; que es determinada
por el cuerpo al momento de exponerlo a este compuesto y su bioactividad (38);
gue se refiere a la capacidad de adherirse a un tejido. Estas capacidades clinicas,
permiten que sea utilizada clinicamente en forma de polvo, bloque, polvo (1) y en
combinacion con otros compuestos, permitiendo su aplicacion en jeringa (37).

En 2014 Sibte y Cols, realizaron la caracterizacion de nanohidroxiapatita, a partir
de una reaccion de precipitado quimico humedo, siendo mencionado por los
autores que esta es la metodologia con mayor tasa de reproductibilidad,
simplicidad y econémica, asi mismo se obtiene un solo subproducto de reaccion,
agua. La generacion de este compuesto bajo esta técnica debe realizarse con la
incorporacion de 1.42 mol/ 79.55g de CaO en polvo, que es agregado a 500ml de
agua desionizada agitando vigorosamente a 1000 rpm a 20°C por 24 horas para
hacer reaccionar y formar una suspension de Ca(OH)2, en un exceso de agua
desionizada, posteriormente se agrega 97.32g DE H3;PO, al 85% y se agita
durante 24 horas para ayudar a la etapa de maduracion, se mantienen las
revoluciones por minuto y se agrega 0.28mol/9.94g de NH;OH, se deja una
periodo mas de maduracion y finalmente se busca la estabilizaciéon a un pH de 9,
para lograr mantener una relacién de Ca/P 1:67, se seca en un horno durante 1
hora a 100°C, y luego se sintetizan a 1200°C durante 1 hora, finalmente una vez
gue se enfrian, se muelen en un motor y una maja. En la evaluacion, se determiné
gue al ser modificada la temperatura de calcinacion, siendo mayor a 100°C, el
material se calcinaba y el tamafio de las particulas aumentaba conforme se
aumentaba la temperatura, llegando de 8.5nm en 100° C hasta 24.6 nm en una
exposicién de 800°C (38) estableciendo un patron metodologico con fines de
reproducibilidad para estudios clinicos in vitro posteriores. Es asi que el area de
nanomateriales se encuentra en completo desarrollo dentro del area odontoldgica,

teniendo implicaciones positivas en diversas areas clinicas: implantologia, cirugia
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maxilofacial, prevencion y cariologia (39). Sin embargo su area de implementacion
no es limitada a odontologia, sus caracteristicas quimicas le ha permitido tener
una aplicaciéon dentro de la medicina deportiva, ortopedia general y trauma de
columna (1).

La nanohidroxiapatita ha ganado area dentro del mercado odontoldgico, siendo
utilizada en el area de implantologia como un material de cobertura de implantes,
es considerado el biomaterial mas utilizado para esta aplicacion (40). Asi mismo
se ha incorporado la nanohidroxiapatita con hidrogeles, como el quitosano, esto le
permite obtener una porosidad Optima para soportar la unién y crecimiento de
células osteoblasticas, asi mismo se hacen agregados metalicos como cobre y/o
zinc que tiene una actividad antibacteriana (41). La nanohidroxiapatita es usado
por sus caracteristicas similares con los componentes basicos naturales por lo que
puede usar como agente de reparacion y proteccion anticaries (42), para la
remineralizacién de la dentina y esmalte afectados por el ataque acido proveniente
del metabolismos &cido bacteriano, sin embargo esta baja de acidez afecta
solamente la estructura inorganica, sin afectar la red de colageno, asi es que las
nanoparticulas de hidroxiapatita actian como reemplazo de los minerales

afectados o perdidos.

Dentro de sus desventajas se encuentran sus bajas propiedades mecénicas, que
pueden ser disipadas al combinarse con otros compuestos, para lograr mejoras en
el area de materiales dentales. El proceso de como el esmalte logra penetrar las
capas superficiales no es completamente claro, se sabe que las nanoparticulas
tienen la capacidad de adherirse al esmalte dental. Es conocido que el esmalte
dental es permeable a los electrolitos, a pesar de ser un tejido denso y altamente
mineralizado, es probable que el paso de estos iones se genere a partir de los
espacios intercristalinos, asi fue que Nguyen y Cols confirmaron la presencia de
cierta permeabilidad innata en el esmalte al usar el método de adsorcion de
Brunauer-Emmett Teller (BET) Obteniendo datos del tamafio del poro aproximado
de 0.22m? 2.8mm® y 22nm respectivamente (43). Por lo que sugiere que las
particulas de nanohidroxiapatita deben de cumplir con un tamafio menor a 20 nm

(44). La técnica de union de las particulas del nanohidroxiapatita ain no esta
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completamente determinada, pero se cree que es probable por fuerzas
electrostaticas de Van Der Waals (44).

ANTECEDENTES:

Tao J y Cols (45), en 2007 presentaron un modelo de formacion estructurada de
particulas de nanohidroxiapatita a partir del uso de fosfato de calcio amorfo, como
medio de ensamblaje. Realizaron evaluacion del ensamblaje de particulas de
nanohidroxiapatita a partir de 3 preparaciones diferentes; 1. agregados de
nanohidroxiapatita recubiertas con fosfato de calcio amorfo de 30 nm, 2:
nanoesferas con nucleo de hidroxiapatita y esfera de fosfato de calcio amorfo
5mm, 3; nanoesferas de hidroxiapatita con medio supersaturado de calcio y
fosfato. Asi mismo la evaluacion se realizé con diversas soluciones aditivas entre
ellas amelogeninas, glicina y &cido poliacrilico.

Los resultados se evaluaron a partir de microscopia electrénica de transmisiéon de
alta resolucion y espectroscopia de dispersion de rayos X. Los resultados
arrojaron la formacion de estructura mineralizada de forma organizada similar a la
nativa en los grupos 1 y 3. En el caso del fosfato de calcio amorfo aunque de
forma inicial se mantenia la capa superficial, se comprob6 su papel como medio
cohesivo para la agregacién de las particulas. Asi mismo se comprobd que las
soluciones aditivas no tenian la capacidad de inducir la formacion mineral, sin

embargo ocupan un papel mediador de importancia.

En 2008 Li y Cols (42), evaluaron la efectividad de las nanoparticulas de
nanohidroxiapatita para la reparacion de lesiones desmineralizadas en esmalte, en
comparativa con particulas de fosfato de calcio amorfo y cristales de Hidroxiapatita
convencionales. Ellos realizaron un protocolo de desmineralizacion en molares
humanos extraidos, para posteriormente exponerlos a una suspension acuosa con
una concentracion de particulas al 0.1% de su peso. Se realizaron pruebas

cuantitativas, de las particulas adsorbidas en la superficie del esmalte, indentacion
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y observaciones sobre la formacion estructural en la superficie del esmalte
previamente desmineralizado.

Los resultados confirmaron que las nanoparticulas de hidroxiapatita tienen la
capacidad de formar una red de varillas con un ensamblaje similar a la
conformacion adamantina nativa, esto en comparativa con las particulas de
hidroxiapatita convencionales, que si bien, lograron formar una capa superficial,
estd presentaba una conformacion desorganizada debido a sus dimensiones
morfologicas, siendo no viables para asegurar la reparacion del esmalte. Por su
parte las particulas esféricas de fosfato de calcio amorfo, mostraron que su union
a la superficie desmineralizada era la mas débil de las particulas evaluadas, este
resultado es explicado por la diferencia quimica y morfolégica de las particulas de
fosfato de calcio amorfo y la hidroxiapatita presente en el tejido adamantino,
mostrando poca afinidad entre si. Finalmente, Li y Cols reconocen la importancia
del tamafio de la particula de hidroxiapatita para lograr la reparacién efectiva sobre
la zona desmineralizada, siendo ideal la utilizacién de nanoparticulas de 20nm o

menores, para lograr analogia con su homologa biolégica.

En 2009 Huang y Cols (21), elaboraron una prueba in vitro sometiendo a dientes
bovinos recién extraidos a un proceso de desmineralizacion similar a las
observadas en lesiones incipientes de caries dental. Las lesiones fueron
confirmadas en microscopio electrénico de barrido y posteriormente fueron
sometidas a ciclos de desmineralizacion y remineralizacion. El efecto
remineralizante fue evaluado en: un grupo control positivo; 1000 ppm de fluoruro
de sodio; un grupo control negativo, Agua destilada y en grupos experimentales de
nanohidroxiapatita al 1%, 5%,10% y 15%. Los resultados obtenidos evaluaron el
porcentaje de recuperacion de microdureza superficial siendo favorecedores para
los grupos experimentales de 10% y 15%, obteniendo un patrén de cristales
aciculares sedimentados sobre la superficie del esmalte desmineralizado,
produciendo una disminucién de la superficie afectada. Confirmando la capacidad
de la nanohidroxiapatita de remineralizar el esmalte dental.

Asi mismo en 2011 Tschoppe P & Col (11), realizaron un estudio in vitro utilizando
dientes bovinos para comprobar la efectividad de remineralizacion de diversas
pastas dentales comerciales. La evaluacion fue realizada en base a 70 muestras
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de esmalte bovino y se realizd con tres soluciones experimentales; Grupo A,
nanohidroxiapatita al 7%, Grupo B; Zinc-Carbonato de nanohidroxiapatita al 20%,
Grupo BS; Zinc-Carbonato de nanohidroxiapatita al 24%, y un grupo control,
Grupo E, fluoruro de amina al 0.14%. Los especimenes fueron cepillados
manualmente con la exposicion a la solucion basados en los preparados
comerciales. Posteriormente fueron expuestos a la solucion remineralizante
durante dos semanas. Siguiendo una evaluacién de la densidad mineral. Los
resultados mostraron mayor ganancia en el grupo A, nanohidroxiapatita al 7%, en
comparacion con el grupo E. Corroborando que a nivel in vitro las pastas dentales
con contenido de nanohidroxiapatita mostraron efectos de remineralizacién
mayores en comparativa con los grupos experimentales.

En 2018, Daas y Cols (34), realizaron una evaluacién similar en un estudio
comparativo in vitro, donde realizaron una comparacion entre la efectividad de
remineralizacion de pastas con contenido de nanohidroxiapatita versus barniz con
contenido de fluoruro. Realizados en 45 dientes temporales extraidos, divididos en
tres grupos, 1: grupo control, Sin ninguna pasta, 2. grupo de Barniz de flGor y 3:
grupo de pasta dental con nanohidroxiapatita. Los resultados fueron evaluados a
partir de la utilizacion de DIAGNOdent®, los resultados mostraron resultados
similares en el grupo 2 y 3, sin embargo, los autores mencionan un efecto mas
longevo en el grupo 3.

Basados es la efectividad de los antecedentes anteriores, la produccién de
nanoparticulas permuto hacia el aislamiento del biomaterial de forma organica, es
asi que en 2022 Mathirat y Cols (46). Desarrollaron un protocolo de obtencion de
particulas de nanohidroxiapatita a partir de Epinephelus chlorostigma (espinas de
pescados), ellos realizaron una evaluacion en dientes extraidos para determinar la
capacidad de remineralizacion de la nanohidroxiapatita obtenida a partir de
Epinephelus chlorostigma. Se realizé un protocolo de obtencion de las particulas
de nanohidroxiapatita descrito por los autores. Posterior a esto se llevaron a los
especimenes a un ciclo de desmineralizacion, para posteriormente realizar la
evaluacion del potencial remineralizante de la hanohidroxiapatita.

Se realizaron mediciones en microscopia electronica de barrido, espectroscopia

de rayos X, evaluacién cuantitativa de iones de calcio y fosfato y evaluacion con
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DIAGNOdent®. La evaluacion se llevd a cabo en forma comparativa con
nanohidroxiapatita sintética. Los resultados mostraron resultados comparables
para ambos grupos experimentales. Siendo favorables para efectos

remineralizantes.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La caries dental es considerada un problema de salud publica a nivel mundial, es
una enfermedad prevenible que afecta aproximadamente a un 29% de la
poblacion a nivel mundial, en menores de edad la incidencia aproximada es del
43%, esto de acuerdo con datos del 2019 reportados por la OMS (6).

En la figura 1 podemos observar la incidencia mundial por regiones de caries
dental en denticion decidua en el afio 2019. En América Latina y los paises del
caribe esta prevalencia se ve aumentada en denticion primaria llegando a niveles
mayores del 50% de la poblacion (7). Asi mismo en México y de acuerdo con las
cifras publicadas por el SIVEPAB en 2019, el 72.3% de los menores de 6 afos
presentan caries de la primera infancia, con una incidencia descrita en la figura 2.
Por su parte la relacién entre el nimero de dientes afectados por edad en

denticién temporal, se observa plasmada en la figura 3.

Figura 1: Incidencia mundial por regiones de caries dental
en menores de 9 afos en 2019
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En contraste en nuestro pais, en la poblacion mayor de 18 afios se ha analizado
un patrén de incidencia aumentado acorde a la edad, observando un incremento a
partir de la poblacién de 20-24 afios con una afectacion de 84.8%, sin embargo, el
porcentaje mas elevado lo encontramos en la poblacién de mayores de 80 afios
con un alcance del 97.7%. Asi mismo los datos registrados, muestran un indice
nacional de CPOD a los 12 afios de edad de 2.4, con variables en la distribucion

estatal.

Figura 2: Incidencia de caries de la infancia temprana
en México
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Figura 3: Incidencia de dientes cariados por edad
en denticion temporal.
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Continuando con la distribucién nacional, se evidencia los valores de COPD de
algunos estados, donde encontramos el estado de Zacatecas con un indice COPD
de 0.7, seguido de Jalisco con un 1.4, Guanajuato se encuentra con una
incidencia de 3.4, mientras que los indices mas elevados los encontramos en
Guerrero con 4.4y Tlaxcala con 4.3, la prevalencia por sexo es mayor en mujeres
con un indice de CPOD de 12.7, mientras que los hombres mexicanos presentan
un indice de CPOD De 12.4 (8).

Finalmente es importante reconocer que los costos sanitarios para el tratamiento
de las enfermedades dentales abarcan del 5 al 10% del gasto publico en salud, y
de acuerdo con Petersen (9), los gastos en tratamientos bucodentales se sitdan en
el cuarto lugar entre los tratamientos mas costosos del gasto publico en salud.

Los datos anteriores son inquietantes en tema de prevencion y diagndstico
oportuno de la caries dental, esto debido a que los datos expuestos son limitados
a la presencia de lesiones cavitadas, si la incidencia de lesiones cariosas se
registrara con un indice que permitiera evaluar la presencia de lesiones desde sus
estadios iniciales, los porcentajes aumentarian exponencialmente. Conociendo lo
anterior se hace evidente la necesidad imperante de tratamientos que limiten el
progreso de la enfermedad en sus etapas iniciales, limitando la pérdida de
estructura dental y el numero de dientes afectados. Uno de los tratamientos
indicados para las lesiones cariosas iniciales no cavitadas en esmalte es la
remineralizacion, esto a consecuencia de los conceptos actuales de la enfermedad
de caries dental, estan relacionados con un desequilibrio de las interacciones
dinamicas que ocurren en la superficie del diente, asociadas con el proceso
desmineralizacion-remineralizacién, generando la pérdida de material mineral,
hasta la percepcidon de una cambio visual o tactil clinicamente detectado. Estas
alteraciones de superficie pueden limitarse y detener su progreso en cualquier
momento de su evolucion y actividad. Es por esta razon que el tratamiento actual
de las lesiones cariosas,estda basado en un abordaje desde el enfoque
minimamente invasivo con minima intervencion, con la finalidad de, limitar la
pérdida de estructura dental asociada a las lesiones de caries, limitando la
cantidad de tejido mineralizado perdido y en su caso favorecer el depoésito de
minerales logrando equilibrar la fase de pérdida mineral, favoreciendo el

mantenimiento de una superficie regular. Conociendo lo anterior se pretende la
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obtencién de un compuesto que favorezca el depdsito mineral y la eliminacion de
porosidades a partir de la obtencion de un biomaterial con un vehiculo que permita
la interaccion con la superficie afectada y una reorganizacion superficial que limite

la pérdida del contenido mineral.

PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ El desarrollo de un compuesto de nanohidroxiapatita favorece la remineralizacion

del esmalte dental?

JUSTIFICACION

La implementacion de técnicas de manejo de caries, a partir de lesiones no
cavitadas permite una apertura para un abordaje con biomateriales que
interactien con el sustrato dental y el medio bucal, favoreciendo el proceso de
remineralizacion y limitando la progresion de lesiones cariosas no cavitadas, hasta
ahora podemos encontrar comercialmente disponibles, productos basados en
altas concentraciones de flior y en CPP ACP, que han mostrado resultados
favorables para el tratamiento no invasivo de lesiones iniciales de caries,
deteniendo su progresion. Sin embargo, dentro de la gama de opciones
encontramos los cristales de nanohidroxiapatita que no solo permiten una
remineralizacion de la superficie afectada, sino que se relaciona con la formacién
de una capa superficial que permite la eliminacion de porosidades en la superficie
del esmalte, generando la limitacion del proceso evolutivo de la caries dental.
Siguiendo el desarrollo de las lesiones cariosas, cuando las lesiones iniciales no
son remineralizadas de manera idénea, la evolucion de la lesidon, permitird que la
pérdida mineral sea mayor que la ganancia, generando microporosidades en el
esmalte, que si no son tratadas con medios remineralizantes, pueden evolucionar
hasta una cavitacion visible en el esmalte. Dentro de la odontologia actual, se ha
buscado obtener un material ideal para tratamientos de lesiones cariosas iniciales,
gue tenga un efecto favorable con el sustrato dental, que permita el tratamiento en

periodos de tiempo cortos, de facil aplicacion y con un efecto terapéutico estable.
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A partir de un vehiculo que le permita la interaccion con el tejido dentario y sea
capaz de difundir el biomaterial. Uno de los materiales utilizados en el area
odontoldgica que cumple con las caracteristicas que permitan su difusién es el
acido poliacrilico, ampliamente utilizado en el area restaurativa al ser el medio
acido del ionomero de vidrio. Favoreciendo su aplicabilidad a partir de una facil
aplicacién, estabilidad y un tiempo de trabajo corto.

La obtencioén del compuesto nos brinda un preambulo para su aplicaciéon en zonas
de dificil acceso a servicios de salud, debido a su bajo costo de produccion, facil
almacenamiento y estabilidad hasta por 90 dias. Asi mismo dentro del area de
odontopediatria, se facilita su uso debido a su facilidad de aplicacion en pacientes
con escala de comportamiento Frankl negativo, negativo- negativo. Brindando un

panorama favorable para la aplicacion de tratamientos minimamente invasivos.

HIPOTESIS:

El uso de una solucién de nanohidroxiapatita favorece la remineralizacion en

superficies desmineralizadas del esmalte dental humano.

HIPOTESIS NULA

El uso de una solucién de nanohidroxiapatita no favorece la remineralizacion en

superficies desmineralizadas del esmalte dental humano.

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar una soluciéon de nanohidroxiapatita que favorezca la remineralizacion

en superficies desmineralizadas en el esmalte dental humano.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

e Determinar la formacion de una capa mineral superficial a partir de la

utilizacion de microscopia electrénica de barrido.
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e Determinar la ganancia de contenido de calcio y fosfato de la muestra a

partir de la evaluacion por EDS

e Determinar contenido mineral y propiedades fisicas a partir de difraccion de

rayos X.

MATERIALES Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO:

Estudio experimental puro, in vitro.

MUESTRA

Tipo de muestra: Por conveniencia

34 dientes humanos

Tamafo de muestra:

34 dientes extraidos humanos = 95 muestras 5x5x5 mm

CRITERIOS DE SELECCION.

CRITERIOS DE INCLUSION

CRITERIOS DE EXCLUSION

CRITERIOS DE ELIMINACION

Dientes humanos extraidos
sin evidencia de caries

dental

Dientes humanos extraidos
con fisura o fractura

adamantina.

Dientes humanos extraidos

que presenten fractura

adamantina  durante el
proceso de obtencion de

las muestras.

Diente humanos extraidos.

que presenten hipoplasias
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VARIABLES

VARIABLE DEPENDIENTE

VARIABLE DEFINICION DEF.OPERACIONAL UNIDAD ESCALA
DE
MEDIDA
Ganancia neta de | Porcentaje de calcio y
Remineralizaciéon | material calcificado | fosfato presente en la | Porcentaje | Mineralizacion
en la estructura | muestra (%) inicial = 100%
dental
VARIABLES INDEPENDIENTES
VARIABLE DEFINICION DEF. UNIDAD DE | ESCALA
OPERACIONAL | MEDIDA
Cantidad de 1% al 100%
Concentracién ; ; ; ;
Cantidad de soluto | nanohidroxiapatita .
de la solucién . _ P Porcentaje
en un disolvente. disuelta en la| (%)
solucion.

PREPARACION DE LA MUESTRA

Los dientes humanos y bovinos fueron recolectados en el laboratorio de

investigacion interdisciplinaria en la Escuela nacional de estudios superiores

unidad Le6n, ENES UNAM y se mantuvieron hidratados en agua bidestilada por

un tiempo aproximado de 3 meses. Una vez que se complet6 la muestra se realizé

evaluacion de forma individual en un microscopio estereoscopico para determinar
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ausencia o presencia de grietas, hipoplasias o lesiones de mancha blanca
compatible con lesiones iniciales de caries y/o defectos de la formacion del
esmalte.

Una vez realizada la evaluacion de forma microscépica y cumpliendo con los
criterios de seleccion, se determind el universo de estudio de la siguiente forma
(Figura 4):

Dientes
incluidos: 19

mmeme VUEStras: 95

Dientes
excluidos: 9

Dientes

eliminados: 6

Figura 4: Universo de trabajo.

Fuente Propia.

Posteriormente se continué con la obtenciébn de muestras, se realiz6 un corte
transversal para realizar la separacién corona-raiz. Se continué6 realizando cortes
longitudinales para lograr la obtencion de bloques de tejido adamantino de 4x4x3
mm, los cortes fueron realizados con un disco de diamante (NTI superflex, 355)
utilizando sistema refrigerante. Una vez obtenidos los fragmentos de esmalte se
colocaron en una base cilindrica de acrilico autopolimerizable. En la figura 5, se
ejemplifica el proceso realizado. Los blogues de esmalte se mantuvieron en agua

bidestilada por 5 dias, hasta el inicio de la siguiente fase.
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— —_ / 6 mm
Ty

5mm

6 mm

Figura 5: Obtencion de muestras.

Fuente propia.

FASE DESMINERALIZANTE.

Las muestras fueron sometidas a una fase de desmineralizacion basada en la
metodologia establecida por Garcia y Cols (47). Siendo sumergidas en una
solucion desmineralizante constituida por 1.5 mM Cloruro de Calcio (CaCL,), 0.9
mM Fosfato Monopotasico (KH,POg4), 150 mM de Cloruro de Potasio (KCL) y 0.1
mM de acetato de sodio, con un pH de 4.5.

Los especimenes fueron sumergidos en 15ml de solucion desmineralizante
durante 360 horas a 37°C con una agitacion constante de 100 rpm.

Se realiz6 cambio de la solucion cada 72 horas, realizando enjuague con agua
bidestilada entre cada ciclo de desmineralizacion. Se verifico el PH de la solucion
desmineralizante a 4.5, mediante un calibrador Thermo ®, previo a cada ciclo de
cambio. Una vez terminado el ciclo desmineralizante, se realizo la evaluacion por
SEM de los especimenes para verificar la presencia de un patron de
desmineralizacion. En la imagen 2.0 y 2.1, se puede verificar la obtencion de
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patrones de grabado I, Il y Ill de acuerdo con Meléndez (48), garantizando la

desmineralizacion de la superficie adamantina.

* 1.5 mM Cloruro de Calcio

* 0.9 mM fosfato monopotasico
/ \ |+ 150 mM Cloruro de Potasio

/ \ |+ 0.1 mM Acetato de sodio

y
T 36.5°C
360 HRS I | 100 fpm
PH 4.5 e
\'/

Figura 6: Fase desmineralizante.

Fuente propia.

CARACTERIZACION DE NANOHIDROXIAPATITA.

Las particulas de nanohidroxiapatita fueron obtenidas del Laboratorio de
Nanoestructuras y biomateriales de la Escuela Nacional de Estudios Superiores
Unidad Leén, ENES UNAM, las cuales fueron sintetizadas a partir del método
hidrotermal, por parte del programa postdoctoral a cargo de la Dra. Dulce Araceli

Guzman Rocha, utilizando la siguiente metodologia:

1: Disolucion en 30ml de agua desionizada, 4.98g de Ca (OH);

2: Disolucion en 30ml de agua desionizada de (NH4)2HPO,4

3: Incorporacién de (nHy) HPO4 gota a gota con un ritmo de agitacion de
250 RPM durante 10 minutos.

4: Verificacion de PH alcalino.

5: Realizar 6 lavados con agua desionizada.

6: Realizar el secado a 80°C durante 12 horas.

7: Realizar calcinacion a 500°C por 3 horas.
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Una vez obtenido los polvos de nanohidroxiapatita se llevé a cabo la
caracterizacion de los mismos, a partir de la evaluacion con SEM (Figura 7),
espectroscopia infrarroja (Figura 8) y difraccion de rayos X (Figura 9).
Demostrando la pureza de los cristales obtenidos, el contenido mineral de los
mismos, la morfologia de los cristales y el tamafio de particula, obteniendo un
tamano promedio de 20-50nm.

200 nm

Figura 7: Caracterizacion del tamafio de particula en SEM de
particulas de nanohidroxiapatita

Fuente propia.

1200 (211) —— HA-pH7
1000

800

002
600 02

Intensidad (u.a)

400

200

T T T T T T T T 1
20 30 40 50 60 70 80 90 100
2 (theta) grados

Figura 8: Espectro de difraccion de rayos X del polvo
obtenido de la sintesis de nanohidroxiapatita.

Fuente propia.
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Figura 9: Evaluacion por espectroscopia infrarroja de
los polvos de hidroxiapatita.

Fuente propia

FASE REMINERALIZANTE

Una vez realizada la caracterizacion de los cristales de nanohidroxiapatita, se
determind su aplicacién en dos soluciones remineralizantes, a una concentracion
de 1% y 3% de los polvos de nanohidroxiapatita basado en 100 ml de agua

desionizada respectivamente realizando la siguiente metodologia (Figura 10).
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AGUA DESIONIZADA NANOS 1% Y 3% 32ML PBS
74 hrs

Figura 10: Preparacion de soluciones remineralizantes.

Fuente propia.

SOLUCION REMINERALIZANTE AL 1%

1) Incorporacién de 0.5 mg de polvos de nanohidroxiapatita a 100 ml de
agua desionizada.

2) Agitacion a temperatura ambiente a 100 RPM durante 10 minutos para
permitir integracion.

3) Incorporacion de 32 ml de PBS. Para favorecer la redispercion de las
particulas.

4) Mantener agitacion a temperatura ambiente durante 74 horas a 100
RPM.

SOLUCION REMINERALIZANTE AL 3%

1) Incorporacién de 1.5 mg de polvos de nanohidroxiapatita a 100 ml de
agua desionizada.

2) Agitacidon a temperatura ambiente a 100 RPM durante 10 minutos para
permitir integracion.

3) Incorporacion de 32 ml de PBS. Para favorecer la redispercion de las

particulas.
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4) Mantener agitacion a temperatura ambiente durante 74 horas a 100
RPM.

Una vez completado el ciclo de 74 horas, se verifico la ausencia de aglutinados en
las soluciones. Se obtuvo dos soluciones lechosas con particulas dispersas libres

de aglutinados, las cuales fueron utilizadas en la fase remineralizante.

FASE DE REMINERALIZACION.

Los especimenes fueron separados en 3 grupos para someterlos al proceso de

remineralizacion:

Grupo 1 N: 30 Sol. Remineralizante 1%
Grupo 2 N: 30 Sol. Remineralizante 3%
Grupo 3 N: 30 Agua desionizada

Tabla 3: Grupos experimentales. e o

Los especimenes del grupo 1 y 2 fueron sumergidos en 15 ml de solucién
remineralizante al 1% y 3% respectivamente durante 360 horas a 37°C, con
agitacion constante de 100 RPM. Los especimenes del grupo 3, se colocaron en
agua desionizada durante 360 horas a 37°C, con agitacion constante de 100 RPM.
No se realiz6 cambios en la solucion remineralizante durante todo el ciclo
remineralizante.

Una vez terminado el periodo de inmersion se inicio la evaluacion del potencial

remineralizante.

RESULTADOS.

EVALUACION DE LA REMINERALIZACION POR SEM
Los especimenes previamente tratados bajo una concentracién al 1 y 3% con

particulas de nanohidroxiapatita fueron sometidos a diversas pruebas para
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verificar su potencial de remineralizacién. Entre ellas la evaluacion por SEM,
realizada en la unidad UNAM Juriquilla, dentro del &rea de geologia. Se realizé la
evaluacion de cuatro grupos: 1) Grupo sin tratar 2) grupo desmineralizado y los
dos grupos experimentales de remineralizacion 3) 1% NHa 'y 4) 3% NHa.

En la Figura 11 se verifican las superficies a 100x. En el apartado A, se verifica
una superficie parcialmente homogénea, lisa y con evidencia de algunas fisuras
irregulares, no se evidencian fositas o depresiones, haciendo referencia a una
superficie de esmalte dental innato. En el apartado B, se evidencia un patrén de
desmineralizacion tipo I, 1l y IV de acuerdo con Meléndez (48) presente en
diversos cuadrantes de la muestra. En el apartado C, se evidencia zonas de
desmineralizacion patron | de forma irregular, con depresiones que evidencian el
centro del prisma del esmalte, asi mismo se verifican zonas homogéneas, en el
cuadrante superior derecho y superior izquierdo. Igualmente se verifican particulas
presuntivas de nanohidroxiapatita. Evidenciando un proceso de remineralizacion
parcial. En el apartado D, se determina una superficie homogénea libre de
depresiones, no se evidencia erosion de los primas del esmalte. De la misma
forma se verifican particulas similares a las particulas de nanohidroxiapatita.
Evidenciando un proceso de remineralizacion superficial, ain después de ser

sometidas a vibracion.

En la Figura 12, podemos verificar los diferentes estadios de las muestras a
2.500x. En el apartado A observamos, una superficie de esmalte intacto, con una
superficie lisa, muestra la presencia de ligeras depresiones que nos muestran

irregularidad en la superficie externa del esmalte innato.
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2EHI0013 D37 x1.0k 100um 4EHDO003 052 x10x 100um

CGEO, UNAM CGEO, UNAM

BEHR1p0066 2024/0516 D42 x10k 100 um BEHR3p0076 D44 x10k 100 um
CGEO, UNAM CGEQ, UNAM

Figura 11: Diferentes estadios de la superficie tratada a 1,000X
A) Superficie esmalte intacto. B) Superficie desmineralizada. C) Superficie remineralizado con
nano HAp 1%. D) Superficie remineralizado con nano HAp 3%

Fuente propia.

4EHD0002 2024/05114 D52 x25k  30um

2EHI0012 .
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

BEHR1p0060 2024/05/16 D39 x25k 30um

BEHR3p0074
CGEO, UNAM CGEO, UNAM

Figura 12: Evaluacion en SEM a 2,500X
A) Superficie esmalte intacto. B) Superficie desmineralizada. C) Superficie remineralizado con nano
HAp 1%. D) Superficie remineralizado con nano HAp 3%

Fuente propia.
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En el aparato B, podemos verificar el patron de desmineralizacion Tipo Il y tipo IV
de acuerdo con Meléndez (48). Que es caracterizado por depresion central con
margenes prominentes, posterior a ser sometido a la fase desmineralizante in
vitro. En el apartado C, Patron de remineralizacion, se verifican zonas lisas sin
homogeneidad. En los cuadrantes superiores izquierdo se verifican depresiones
en las superficies, asi mismo en la zona inferior derecha, en todos los cuadrantes
se evidencian particulas semejantes a nanohidroxiapatita; Evidenciando una
remineralizacion parcial. En el apartado D, se verifica un patron de
remineralizacion superficial completo, identificando una superficie homogénea, con
ausencia de grietas y fisuras en todos los cuadrantes, asi mismo se asocia la

presencia de particulas semejantes a hidroxiapatita en todos los cuadrantes.

EVALUACION DE LA REMINERALIZACION POR EDS.

La composicion quimica se realiza en las 4 muestras para calcular un valor
individual y valor promedio de las proporciones de Ca/P; los resultados se
muestran en la tabla 4. Asi mismo se verifica el analisis por elemento de Calcio y

fosfato de cada muestra en las figuras 13,14,15y 16.

-1

u
0 1 2 3 4 5 6

Full Scale 768 cts Cursor: 0.000 keV]

Figura 13: EDS, Esmalte humano intacto.

Fuente propia.
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Figura 14: EDS, Esmalte humano desmineralizado
Fuente propia
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Figura 15: EDS, Esmalte humano remineralizado 1%

Fuente propia

Spectrum2
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Figura 16: EDS, Esmalte humano remineralizado 3%

20
keV]

Fuente propia.

43



ESPECIMEN [1P []Ca

Intacto 28.8 70.3

Desmineralizado 31.7 64

Remineralizado 1% 25.5 74.5

Remineralizado 3% 245 64.7

Tabla 4: Porcentaje de cada elemento en peso
de las muestras analizadas.

Fuente propia

De acuerdo con los resultados anteriores se verifica la presencia de iones calcio y
fosfato en todas las muestras. Se evidencia una pérdida mineral de ion calcio de
8.07% y una ganancia de ion fosfato de 10.06% en las muestra desmineralizadas,
en comparativa con los valores del diente sin tratar. Por su parte el grupo
experimental al 1% logra recuperar y aumentar el contenido de calcio 5.9%, por el
contrario, el contenido de fosfato se mantiene 11.46% mas bajo que el contenido
inicial. Sin embargo, es el grupo experimental que tiene mayor aproximacion a los
valores del diente sin tratar, mostrando una efectividad en el proceso de
remineralizacion mayor en comparativa con el grupo al 3%. El grupo experimental
al 3% presenta valores del ion calcio 7.2% mas bajos que el contenido inicial, de la
misma forma el ion fosfato se presenta con un 14.94% de contenido mas bajo que
el inicial. Si bien, se presenta un aumento en las concentraciones de ambos iones,

los valores son mas alejados a la comparativa de los valores del diente sin tratar

EVALUACION DE LA REMINERALIZACION POR DIFRACCION DE RAYOS X
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Figura 17: Difraccion de rayos X de las muestras
evaluadas.

Fuente propia
En la figura 17, Podemos observar los patrones de difraccion de rayos X de las
muestras evaluadas. De color negro se evidencia el patron de una muestra de
diente sin tratar, verificamos la presencia de componentes cristalinos, asi mismo la
presencia de un pico ancho y con poca intensidad, indicando la presencia de otras
apatitas dentro de su composicion siendo subjetivo de la presencia de
fluoroapatita. En la muestra remineralizada al 1%, mostrada en la gréfica de color
rojo, se evidencia la presencia de picos mas amplios y bajos, indicando una
similitud comparable con el diente sin tratar, siendo sugerente de que durante el
proceso de remineralizacion, la concentracion al 1% logro obtener una
conformacion cristalina similar al diente inicial, en el cual se indica no solo la
presencia de hidroxiapatita, sino que también es subjetivo a la presencia de otras
apatita dentro de la nueva capa superficial formada. En la muestra del 3%,
marcada de color azul, se indica mayor contenido cristalino semejante a la
hidroxiapatita, mostrando la presencia de picos mas altos y estrechos con una
anatomia estructural semejante a la mostrada en la grafica de color verde, siendo
la configuracién estructura de los polvos de hidroxiapatita. Estos resultados son

indicativos de una capa superficial con mayor contenido de hidroxiapatita en
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comparativa con el diente inicialmente evaluado donde la hidroxiapatita es parte
de su configuracion, mas no es el componente exclusivo.

Asi mismo se realiza la comparativa de difraccién con la muestra de los polvos de
nanohidroxiapatita iniciales, verificando un patrén de difraccion con picos muchos
mas estrechos indicando la presencia de las particulas de forma nanométrica
exclusivamente. Finalmente se puede concluir, que la presencia de nanoparticulas
en concentracion al 1% mejora la conformacidén y organizacion cristalina de la
superficie del esmalte; Generando una remineralizacion con una capa superficial
cuyas caracteristicas estructurales son similares a la capa de esmalte del diente

no tratado

EVALUACION CUANTITATIVA DE IONES DE Ca.

Se realizo la evaluacion selectiva del ion calcio dentro de las muestras tratadas. La
evaluacion se realiz6 con un electrodo selectivo a iones de calcio (PCL-1-01) de la
marca OZIVO ®. La evaluacion se realiz6 mediante la técnica de adicion estandar

con la siguiente metodologia:

OBTENCION DE CURVA DE CALIBRACION
Se realizé una curva de calibracién a partir de la obtencion de tres lecturas previas
con una solucién conocida de calcio.
1. Se agreg6 500mg de cloruro de calcio a 500ml de agua bidestilada
2. Se realiz6 agitacion constante durante 15 minutos hasta que se logré una
solucién homogénea. La solucion obtenida fue la solucién madre.
3. Se realizaron dos soluciones provenientes de la solucion madre al 50%,
25% y al 10%.
4. El electrodo se mantuvo sumergido durante 30 minutos en la solucion
madre previo al primer registro.
5. El electrodo fue conectado a un potenciémetro de la marca Thermo ®, y lo
registros fueron tomados en rmV, Mv y Ph.
6. Se realizaron tomas de los valores de calcio de las tres soluciones y los

valores obtenidos estan registrados en la gréafica 5.0
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Curva de calibracion
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Concentracion de solucion madre

Figura 18: Curva de calibracion para la evaluacion

selectiva de calcio. )
Fuente propia.

Una vez obtenida la curva de calibracién se procedi6 a realizar las evaluaciones
de las concentraciones de calcio de la muestra. La técnica para la obtencion de los
valores de calcio utilizada fue la de adicion estdndar presentada a continuacion.
1. Las muestras fueron sumergidas individualmente durante 2 horas en 20 ml
de agua destilada a una temperatura ambiente.
2. Se realizé la toma de medida inicial del liquido en cada muestra, los valores
se obtuvieron en un tiempo aproximado de 1-1:30 minutos cada toma.
Se agregaron 10 ml de solucién madre al liquido inicial.
Se verifico un aumento de 20 a 30 mV en los valores mostrados en el
potenciometro.
5. Una vez estabilizados los valores del potenciémetro, se realizé la toma de

la lectura. Tiempo aproximado de la toma 2 minutos.

‘
| =
LN N
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Figura 19: Método de adicion estandar

Fuente propia.

Una vez obtenidos los valores de los 5 grupos evaluados, se realizo la sustitucion

de los valores en la siguiente ecuacion:

\
o ()
Vo +V
sz EpS'Ep V
S _ P
10 ( V. +V )

Cp = concentracion de calcio en la muestra

Cs = concentracién de calcio en la disolucién patron
Vp = volumen de la muestra (ml)

Vs = volumen de la disolucion patrén afiadida (ml)
Ep = potencial medido en la muestra (mV)

Eps = potencial medido en la muestra enriquecida (mV)

Los resultados obtenidos fueron representados en la siguiente grafica:

EVALUACION SELECTIVA ION CALCIO
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Figura 20: Evaluacién selectiva de calcio de las

muestras evaluadas.
Fuente propia

La gréafica anterior confirma la presencia de iones calcio en las muestras
evaluadas. En el diente desmineralizado se observa un aumento de la
concentracion de calcio, atribuido a la precipitacion de iones liberados durante el
proceso de desmineralizacion.

En ambos grupos remineralizados se registra una disminucion en la concentracion
de calcio, ya que los iones se integran estructuralmente en los cristales de
nanohidroxiapatita. Sin embargo, la solucién al 1% muestra niveles de calcio mas
cercanos a los presentes en el diente no tratado, sugiriendo mejores propiedades
remineralizantes.

Por otro lado, en la solucion al 3%, el aumento en la concentracion de calcio
parece estar relacionado con la cantidad de polvo en la disolucion. No obstante,
los valores obtenidos son significativamente mayores que los del diente no tratado,

lo que sugiere una posible sobresaturacion de iones calcio en el medio
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DISCUSION

Este estudio condicion6 a la nanohidroxiapatita como agente remineralizante de
lesiones cariosas iniciales, utilizando un modelo de estudio in vitro y realizando
la evaluacion de dos concentraciones de nanohidroxiapatita. Durante la
realizacion del proceso de remineralizacion se planteoé la utilizacion de factores
gue simularan el entorno del sistema oral, tal como la temperatura, para poder
pronosticar la aplicacibn en escenarios in vivo. Los resultados
anteriormente expuestos confirman la capacidad de la nanohidroxiapatita de
generar la remineralizacion del esmalte con efectos mejorados en una
concentracion al 13%.

Obteniendo resultados que respaldan lo publicado por Huang en el 2009 (21),
en el cual determina que a mayor concentraciébn de nanoparticulas de
hidroxiapatita en la solucién, mayor es el efecto en la remineralizacion. Si bien,
Huang (21) nos muestra resultados en dientes bovinos, estos muestran
resultados favorables a partir de la evaluacion de la microdureza inicial, posterior
a la desmineralizacién y posterior a la fase remineralizante, utilizando un ciclo
de cambio en el pH de las soluciones simulando el proceso des-re. El afirma que
una concentracion del 10% de nanoparticulas genera resultados favorables,
sin cambios significativos comparados con la solucion al 15%. Y hace
mencion de la capa superficial depositada sobre el esmalte indicando la
similitud con “una nueva capa superficial’. Esta metodologia (Huang 2009
(21)) indica que la utilizacién de una solucion acuosa basada en
nanohidroxiapatita es efectiva para la remineralizacion a partir una
concentracion del 10% de su peso. Sin embargo, en nuestra evaluacion in
vitro, podemos verificar efectos positivos de remineralizacion en ambos
grupos experimentales, del 1% y 3%. Si bien en los resultados expuestos de
nuestra concentracion mas baja vemos una remineralizacion incompleta, los
resultados de nuestra evaluacion en una concentracion al 3% nos indican
una efectividad para la remineralizacibn completa de las lesiones iniciales.
Sin embargo es necesario realizar algunos estudios que nos permitan
determinar la minima concentracion efectiva para lograr remineralizacion en
esmalte dental humano y asi mismo poder determinar a partir de que
concentracion el efecto llega a una meseta terapéutica. Esto con la finalidad
de optimizar las diferentes preparaciomsgs remineralizantes, maximizando su
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Tschoppe en 2011 (11), nos indica una relacién proporcional positiva entre el valor
de pH de la solucién remineralizante y un mayor efecto en la remineralizacion
superficial, aplicable en esmalte y dentina bovinas. El realizé pruebas comparando
pastas dentales fluoradas, pastas con nanohidroxiapatita y pasta con
nanohidroxiapatita / carbonato de Zinc. Y nos expone que de acuerdo con el PH
de las disoluciones de la pasta, se genera un mayor efecto remineralizante en las
lesiones superficiales a partir de un pH 5.5, sus resultados se basan en la
ganancia y pérdida mineral evaluada con microradiografias.

A partir de lo expuesto anteriormente se puede relacionar el potencial
remineralizante de nuestras soluciones experimentales a su valor de pH, esto
debido a que el valor de las soluciones se encontr6 en 6.09 y 6.23
respectivamente. Estos valores pueden ser un factor sugerente, que nos ayuda a
comprender la efectividad de la actividad remineralizante en los grupos
experimentales. Asimismo, es importante conocer que el pH de las soluciones
logré mantenerse sin modificaciones 90 dias posteriores a su preparacion. Estos
datos nos brindan informacion sobre la estabilidad de la solucién y sus posibles
aplicaciones clinicas permitiendo una almacenaje de forma segura.

Asi mismo se comprueba la relacion entre el tamafio de particula de las
nanoparticulas y el potencial de remineralizacion. Tal como lo afirma Subramani
en el 2019 (1), uno de los pilares para la obtencién de la remineralizacion del
esmalte esta relacionado con el tamafio de particula, él nos establece un margen
de 20 — 60 nm para poder obtener un patron de remineralizacion adecuado. El
tamafio de particula utilizado en nuestro estudio abarca un patron de medida de
20 a 50 nm de acuerdo con los resultados obtenidos a partir de su caracterizacion.
Por lo que se comprueba lo expuesto por Tschoope, favoreciendo el proceso
remineralizante a partir del control en el tamafio de la particula utilizada. A menor
escala, mejor es el patron remineralizante.

Asi mismo LI y Cols en 2008 (42), apoyan la importancia del uso del tamafio de
particula a partir de 20 nm mostrando analogia con el tamafio de particula nativo.
Descartando la posibilidad de generar remineralizacion a partir de hidroxiapatita
comercial. Durante nuestra experimentacion podemos afirmar su teoria; La
remineralizacién con particulas nanométrica permite mantener la capa superficial

posterior a un protocolo de ultrasonido, manteniendo a las nanoparticulas en la
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superficie adamantina. Esto se logré evidenciar al comprobar con nuestros
resultados en SEM donde observamos las particulas de nanohidroxiapatita
formando una capa superficial a pesar de ser sometidas a una agitacion constante
de 100 RPM durante 360 horas del proceso remineralizante. Asegurando la
viabilidad de unidon de las particulas nanométrica con la superficie adamantina
brindando estabilidad a la formacion de la capa superficial.

El describir el proceso remineralizante con nanoparticulas, es importante
considerar dos implicaciones principales, el primero es la capacidad de adaptacion
de las particulas nanométrica a los defectos nanoscépicos del esmalte, generando
una capacidad de union y reconstruccion de las imperfecciones superficiales,
siendo de suma importante lo antes mencionado sobre el tamafio de particula. Asi
mismo las nanoparticulas cuentan con la capacidad de ser reservorio de iones
remineralizantes, lo que favorece la sobresaturacion del medio permitiendo una
liberacién lenta de los iones, favoreciendo la fase remineralizante (1). Se mantiene
un preadmbulo para evaluaciones post — remineralizacion; Ya que como
anteriormente lo ha expuesto Li (42), las superficies tratadas con
nanohidroxiapatita al ser sometidas a un protocolo acido por debajo de 4.5 de pH,
no solo evitan la aparicion de la lesion inicial al evitar la pérdida mineral, sino que
la capa superficial nanométrica se mantiene intacta aun y con una fase
desmineralizante. Seria un factor importante determinar el mantenimiento de la
capa nanométrica superficial a largo plazo y determinar su efectividad a lo largo
del tiempo.

Finalmente es importante mencionar el papel que juegan las particulas de
nanohidroxiapatita posterior a la remineralizacion dentro de la estructura dental.
Diversos autores como Lu (49) y Meng (50), han demostrado la capacidad de la
nanohidroxiapatita para reducir considerablemente el riesgo a desarrollar caries
dental. Asi lo expuso Meng & Cols (50), en una evaluacion realizada en 4 cepas
bacterianas, S mutans, S, sanguis, Actynomyces viscosus Yy Lactobacillu
rhamnosos, a partir de la exposicion con diversos medios; Entre ellos particulas
nanométrica de hidroxiapatita con diferente morfologia, se pudo evidenciar una
disminucién en el grosor de la biopelicula adquirida generada en las muestras
tratadas con nanohidroxiapatita, ademas se pudo evidenciar un minimo patrén de

desmineralizacion posterior a una fase acida, encontrando efectos mayores en las
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particulas de nanohidroxiapatita esféricas. Lo expuesto anteriormente se sustenta
a partir de la capacidad de las particulas nano de hidroxiapatita de interactuar con
las proteinas bacterianas y los glucanos presentes en el biofilm y generar
modificacion en la adhesion o enlentecer sus procesos de reacciones acidas. Esto
nos brinda un gran panorama que nos permite no solo asegurar el proceso de
remineralizacién de las lesiones existentes, sino mantener el control a futuro para
la prevencion de nuevas lesiones. Actualmente sabemos que los procesos de
remineralizacion y prevencion de lesiones cariosas van de la mano, a partir de las
capacidades de las nanoparticulas de hidroxiapatita, que le permiten suplir de
manera significativa la pérdida de sales inorganicas en los dientes
desmineralizados, gracias a su activa interaccion quimica y organica. Al tener una
estructura muy similar a la hidroxiapatita nativa dental, sumada a sus propiedades
nanomeétrica, el nano-HA mejora la capacidad de rellenar defectos y micro poros
en el esmalte dental. Ademés, el nano-HA puede inhibir el crecimiento y
metabolismo acidogénico de las bacterias responsables de las caries,
contribuyendo a la remineralizacion de los dientes desmineralizados, lo que ayuda

a prevenir y evitar la aparicion de lesiones cariosas.

CONCLUSION

La implementacion de la nanotecnologia en el campo de la salud, y en particular
en la odontologia, abre un camino prometedor para el desarrollo de materiales
bioactivos que limiten el dafio en las estructuras organicas. En este estudio, se
utilizaron nanoparticulas de hidroxiapatita, demostrando un aumento en el
contenido mineral, en las evaluaciones cualitativas y cuantitativas de las muestras
tratadas de dientes humanos extraidos. Se comprobd la capacidad de la
nanohidroxiapatita para generar remineralizacion en la superficie del esmalte a
partir de una modificacion en su conformacién elemental y estructural
contrarrestando la pérdida mineral. Ademas, se evidencié que las particulas de
nanohidroxiapatita favorecen la preservacion de la integridad superficial de la capa
adamantina in vitro, figurando la limitacion la formacion de nuevas lesiones
cariosas in vivo. Finalmente es importante mencionar que esta estrategia

representa un método simple y eficaz para limitar el dafio el esmalte dental
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afectado por la pérdida de minerales, especialmente en situaciones donde el
acceso a la atencién dental es limitado.

PERSPECTIVAS A FUTURO.

Los resultados comprobados en este estudio buscan sentar las bases para una
mayor profundizacién en el uso e implementacion de nano materiales en el ambito
odontoldgico. Se identifican varios aspectos clave que requieren un analisis mas

detallado para desarrollar nuevos enfoques y paradigmas en este campo.

« Establecer la métrica de penetracibon méxima de las nanoparticulas en
esmalte.

o Determinar la sustentabilidad de las nanoparticulas para el efecto anti-
caries.

o Verificar efectividad en defectos cualitativos y cuantitativos del esmalte
dental.

e Aplicacion en vehiculos que permitan y optimicen su uso en el area

odontoldgica.
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